Uber den Energiestoffwechsel normaler menschlicher
Thrombozyten*)

Aus der Medizinischen Universitiits-Klinik Marburg/Labn (Direktor: Prof. Dr. H. E. Bock)

H D Waller, G.W.Lohr, F. Grignani™), R. Gross

Unter den geformten Blutelementen nehmen die Thrombozyten als kernlose,
zytoplasmatische Abkémmlinge der Megakariozyten mit Vakuolen, Mikrosomen
und Mitochondrien schon morphologisch eine Sonderstellung ein, die ihrer kom-
plexen Funktion in der Blutstillung und Blutgerinnung entspricht (neuere Uber-
sichten u. a. bei Deutsch; Liischer [1,2] und Maupin [1]). Aus ihrer
morphologischen Struktur lassen sich bereits wesentliche Stoffwechseleigenschaf-
ten ableiten: Als kernlose Zellen enthalten sie keine Desoxyribonucleinsiure,
wihrend der Gehalt an Ribonucleinsiuren verschieden beurteilt wird (Bestelli
und Croci;Green; Maupin; Wagner). In ihrem Zytoplasma besit-
zen die Thrombozyten Enzyme der Glykolyse; das Vorhandensein von Mitochon-
drien life zusitzlich die Gegenwart des Zitronensiurezyklus und der Atmungs-
kette erwarten. Der von verschiedenen Autoren (Bestelli und Croci,
Born, Fantl und Ward, Liischer [3] u. a.) beschriebene Gehalt der
Thrombozyten an energiereichen Verbindungen, der weit iiber den zur Erhaltung
der Plittchen erforderlichen Energiebedarf hinausgeht, macht eine Beziehung
ywischen den energieliefernden Reaktionen und den mechanischen Funktionen
der Thrombozyten wahrscheinlich.

Da dem Kohlenhydratstoffwechsel fiir die Energiebildung die grofite Bedeu-
tung zukommt, haben wir in der vorliegenden Arbeit in den Thrombozyten die
Enzyme der Glykolyse, des Pentosephosphat- und des Zitronensiurezyklus und
der Atmungskette quantitativ untersucht, um zu priifen, ob die Plittchen diese

#) Die Untersuchungen wurden durch eine Beihilfe des Marburger Universititsbundes wesent-
lich geférdert, Wir danken ferner der Fa. C. F. Bochringer u. Séhne, Mannheim, und der Deut-
schen Laevosan-Gesellschafe fiir die grofziigige Uberlassung von Enzymen, Coenzymen und

Substraten.

#) Assistente presso L'Istituto di Patologia medica dell'Universita di Cagliari (Italia), z. Z.
Stipendiat des Europarates an der Medizinischen Universititsklinik Marburg/Lahn.
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drei Wege des Kohlenhydratabbaues komplett besitzen und somit aus der Sicht
des Energiestoffwechsels als intakte Zellen anzusehen sind.

Aufierdem wurde der Stoffwechsel mit seinen intermediiren- und Endpro-
dukten gemessen. Verschiedene Arbeiten iiber die Thrombozyten zeigten bereits
das Vorhandensein eines Kohlenhydratstoffwechsels, wenn bisher auch nur ver-
einzelte Enzyme des Zuckerabbaues, wie die Milchsiuredehydrogenase (Camp-
bell, Small und Dameshek; Koppel und Olwin; Wagner,
Meyerdicks und Sparaco) und Succinodehydrogenase (Szumai und
Bajes; Koppel und Olwin) quantitativ, halbquantitativ oder histoche-
misch bestimmt wurden. Andererseits hielt ein so sorgfiltiger Untersucher wie
Tullis noch 1953 eine Stoffwechselaktivitit frisch isolierter oder konservierter
Plitechen nicht fiir bewiesen. Summarische Messungen von Atmung und Glyko-
lyse wurden von Bounameaux, Campbell und Mitarbeitern, Liischer
sowie Maupin (2) durchgefiihrt.

Glykogen wiesen u. a. Biachiund Bertelli, Gibb und Stowell,
Heckner,Stortiund Mitarbeiter, Wisloki u. a. nach. Andere Arbeiten
befafiten sich mit dem Gehalt der Thrombozyten an Transaminasen, Peptidasen,
ATPasen, Katalase, Peroxydase, Lipase, 3-Glukuronidase, saurer Phosphatase,
Sulfatasen, Karboanhydrasen, Histaminase, Glutathionreduktase. (Neueste Uber-
sicht und Lit. bei Zucker und Borelli). Untersuchungen iiber zusammen-
hingende Enzymketten und deren Turnoverrate liegen u. W. fiir die Thrombo-
zyten bisher nicht vor.

L Methodik
A. Thrombozytengewinnung und -priparation

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde ausschliefilich Blut von klinisch gesunden Blut-
spendern verwandt. Die Entnahme erfolgte mittels silikonisierter VaA-Kaniilen, Blutahnahme-
garnitur ,Donafix" der Firma Braun, Melsungen, mit Plastikschliuchen, silikonisierten, vor-
gekiihlten Konservenflaschen. Als Antikoagulans diente einheitlich eine 1%ige Lésung von Dina-
triumaethylendiamintetraacetat (Sequestrene-Alrose bzw. Titriplex I11-Bayer) in 0,7%iger Koch-
salzlsung. Jeweils 405 ccm Blut wurden durch ein leichtes Vakuum in 45 cem dieser Lésung
eingeleitet. Die weitere Verarbeitung erfolgte ausschlieRlich in silikonisierten Glisern, Pipetten
usw. (Silikon Wacker , WS 60“). Das vorgemischte ,Konservenblut® wurde gleich nach der Ent-
nahme in kleinen Zentrifugenglidsern (8 cem) bei + 4° C fiir 10 Minuten bei 1000 r (= 100 g)
zentrifugiert (Phywe ,Eispirouette®), vorsichtig abpipettiert, in vorgekiihlten Zentrifugenglisern
von rund 50 cem Inhalt gesammelt und bei + 4° C fiir 15 Minuten mit 3000 #/min (= 1040 g)
zentrifugiert. Das iiberstehende thrombozytenarme Plasma wurde durch Dekantieren entfernt,
das Sediment anschlieflend mit einem Holzstibchen vorsichtig aufgeriihrt, Die Thrombozyten
wurden — je nach der in den einzelnen Abschnitten bezeichneten Methode — ungewaschen oder
1- bis 3mal mit physiologischer Kochsalzlésung in der Kiihlzentrifuge gewaschen, in folgenden
Suspensionsmitteln auf die gewiinschte Zahl eingestellt:
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1. Humanalbumin — Kochsalz — Phosphatpuffer:
81 g NaCl
0,174 g KH:POu
0,960 g NaeHPOs - 2 H:O
150 g Humanalbumin, Aqua dest, ad 1000 ml.

2. Bikarbonat-Ringer-Glukose-Lésyng:
(in kalziumfreier Modifikation)
a) 6,2 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,1 g MgCle,
2,0 g NaHCOs, Aqua dest ad 1000 ml.
b) 97,0 ml Lésung (a) + 3,0 ml m/15 Phosphatpuffer
nach Sérensen, pH 7,4 + 0,2 g Glukose.

Alle Thrombozytenzihlungen wurden als Doppelbestimmungen nach der Technik von
Feissly und Liidin im Phasenkontrastmikroskop durchgefithre. Gezihlt wurden jeweils die
Thrombozyten im ersten Zentrifugat, im zweiten Zentrifugat, im {iberstehenden thrombozyten-
armen Plasma, bei Waschungen ferner jeweils im Uberstand und im resuspendierten Bodensatz,
um durch Vergleich die Thrombozytenverluste und die Anwesenheit fermenthaltiger Thrombo-
zytentriimmer fiir die Bezugsgrofie zu bestimmen. Bei einigen Untersuchungen wurden Kontrol-
len durch vergleichende Triibungsmessungen, Stickstoff- und Phosphorbestimmungen nach den
von Gross und Schwick (1) angegebenen Verfahren durchgefiihre.

B. Enzymbestimmungen

Fiir die optischen Enzymbestimmungen wurden die Thrombozyten zytolysiert: 1 Volumreil
Thrombozyten + 1 Volumreil m/20 Triacthanolaminpuffer pH 7,5 (TRAP) (7,5 g redest. Tri-
aethanolamin, 15 ml 2 n HCI, 2,0 Aethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalz, quarzdest. Wasser
ad 1000 ml) + 1 Volumteil quarzdest. Wasser + 0,3 Volumteil gesittigte wiflrige Digitonin-
18sung,.

Nach 1stiindiger Zytolyse Abtrennung der Stromata auf der Zentrifuge bei 3000 U./Min.
iiber 10 Minuten.

Optische Tests:

Alle Fermentbestimmungen wurden bei pH 7,5, 25° C mit einer durchstrémten Testkiivette,
einem Testvolumen von 2,0 bzw. 4,0 ml und einer Schichtdicke d = 1,0 bzw. 2,0 em im Photo-
meter ,Eppendorf* bei einer Wellenlinge von 366 mp durchgefiihre. Wenn nicht anders angege-
ben, wurde die Fermentaktivitit nach Biicher durch Bestimmung der Laufzeir der Reaktion
swischen zwei Extinktionsmarken gemessen. Laufzeit bei ,fliegendem Start“ nach einem Vorlauf
von 003 Extinktionsinderung fir eine Extinktionsabnahme von 0,1 (dek. log.) in sec.

(Ig_Jo = 0,030 bis lg Jo = 0,130).

Als eine Fermenteinheit E bezeichnet Biicher
100

A t (sec.)

Eine Biicher-Einheit entspricht somit dem Substratumsatz von 1mal 107 Mol je Minute und je ml

Testansatz.
Wir bestimmten in den Thrombozyten die folgenden Fermente (Abkiirzungen in Klammern):

E =

Hexokinase (Hexok.)
Diphosphofructosealdolase (Aldolase)
Trioseisomerase (TIM)
L-a-Glycerophosphatdehydrogenase = Baranowski-Enzym (GDH)

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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Phosphoglyceraldehyddehydrogenase (PGADH)
3-Phosphoglycerat-1-Kinase (PGK)
Enolase

Pyruvatkinase (PK)
Milchsiuredehydrogenase (MDH)
Glukose-6-Phosphatdehydrogenase = Warburgsches Zwischenferment (G-6-PDH)
6-Phosphogluconatdehydrogenase (6-PGDH)
TPNH:-Oxydase

Isozitronensiuredyhydrogenase (IDH)
Succinodehydrogenase (SuDH)
Apfelsiuredehydrogenase (ADH)
Myokinase (MK)

Mg** akt. ATPase
Ca** akt. ATPase

Glutamat-Oxalacetattransaminase (GOT)
Glutamat-Pyruvartransaminase (GPT)
Alkalische Phosphatase (Alk. Pase)

Hexokinasebestimmung nach Grignani und Léhr

Reaktionsschema:
(Hexokinase)
1. Glukose + ATP o~——————% Glukose-6-Phosphat + ADP
MB++
(G-6-PDH)
2. Glukose-6-P + TPN* —————% 6.P-Glukonat + TPNH + H*
ME++
Testansatz:

1 X 107 (Mole/ml) Glukose

5 X 1077 (Mole/ml) TPN*

6,0 BE/ml G-6-PDH

8 X 107" (Mole/ml) MgCl:

2 X 107% (Mole/ml) NaF

0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 1—2 3 10% Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 1,92 X 107 Mol ATP/ml Vorlauf von Aext von 0,100.

Aldolasebestimmung nach Racker, Biicher und Mitarbeiter

Reaktionsschema:
D-1-6-Diphasphofructose

/:/ (Aldolase) \\
(TIM)
D-3-P-Glycerinaldehyd =~ ——*  P-Dioxyaceton-DPNH + H*

f

GDH

N

L-o-Glycero-P + DPN*
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Testansatz:

1,5 X 1077 (Mole/ml) DPNH + H*

2,5 % 107 (g/ml) GDH

05 X 107 (g/ml)  TIM

0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 1—2 X 10° Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 4,0 X 107 (Mole/ml) 1,6-Diphosphofructose.

Trioseisomerasebestimmung nach Beisenherz
Reaktionsschema:
(TIM)

D-3-P-Glyceraldehyd —" P-Dioxyaceton + DPNH - H*

f

GDH

|1
¥
L-¢-Glycero-P + DPN*

Testansatz:

1,5 X 1077 (Mole/ml) DPNH + H*

2,0 X 107 (g/ml) GDH

0,1 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 2 X 107 Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 3,3 X 1077 (Mole/ml). Triose-P-Esterlosung, die zu
50% P-Glyceraldehyd enthilt. Vorlauf bis P-Dioxyaceton verbraucht.

L-u-Glycero-P-Debydrogenasebestimmung nach Baranowski

Reakrionsschema:
(GDH)
P-Dioxyaceton + DPNH + H* +—* L-a-Glycero-P + DPN’

Testansatz:

1,35 ¥ 1077 (Mole/ml) DPNH + H*
0,5 ml Thrombolysat (entsprechend 1—2 X 10 Pldtechen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 2,0 X 1077 (Mele/ml) P-Dioxyaceton.

3-Phosphoglyceraldehyddebydrogenasebestimmung nach Biicher und Mitarbeiter
Reaktionsschema: (Riicktest)
(PGK)
1. 3-P-Glycerat + ATP ‘FT_" 1-3-Di-P-Glycerat + ADP
Mg*
(PGADH)
* D-3-P-Glyceraldehyd + DPN' + HPO« -

2. 1-3-Di-P-Glycerat + DPNH + H*

Testansatz:

1,2 ¥ 107 (Mole/ml) DPNH + H*

7,0 % 107 (Mole/ml) 3-P-Glycerat

3,3 X 107 (Mole/ml) MgSO4

1,2 ¥ 10" (Mole/ml) red. Glutathion (jeweils frisch angesetzt und neutralisiert)
10,0 (BE/ml)  PGK

0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 1—2 > 10 Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 1,7 X 1077 (Mole/ml) ATP.

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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3-Phosphoglycerat-1-Kinasebestimmung nach Bicher

Reaktionsschema:
(PGADH)
1. D-3-P-Glyceraldehyd <+ HsPOs + DPN* * D-1-

3-P-Glycerat + DPNH + H'

(PGK)
—=* D-3-P-Glycerat + ATP
MEH

2. D-1-3-P-Glycerat + ADP

Testansatz:
siche PGADH-Test, jedoch stact PGK Zusatz von PGADH im Uberschufl (etwa 20 BE/ml).

Enolasebestimmung nach Biicher

Reaktionsschema:
(Enolase)
1. 2-P-Glycerinsiure T———> P-Enolbrenztraubensiure

K-l-
Hilfsreaktionen:
(PK)
<— " Brenztraubensiure + ATP
Mg-ﬂ-K‘*
(MDH)
b) Brenztraubensiure + DPNH + H* =% Milchsiure + DPN*

a) P-Enolbrenztraubensiure + ADP

Testansatz:

2,0 X 1077 (Mole/ml)
7.5 1078 (Mole/ml)
7,5 1078 (Mole/ml)
1,5 1077 (Mole/ml)
50 X 107 (g/ml) PK

50 X 107 (g/ml) MDH

0,5 ml Thrombelysat (entsprechend 1—2 > 10% Plitcchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 6 X 1077 (Mole/ml) 2-P-Glycerat.

ADP
KCl
MgSOa4

X
X
X DPNH + H*
X

Pyruvatkinasebestimmung nach Negelein

Reaktionsschema:
(PK)
P-Enolbrenztraubensiure -+ ADP 4~ * Brenztraubensiure + ATP
MgHK*
Hilfsreaktion:
(MDH)
Brenztraubensiure + DPNH + H* ———*Milchsiure + DPN*
Testansatz:
1,5 ¥ 1077 (Mole/ml) DPNH + H*
2,3 X 107 (Mole/ml) ADP
80 X 107 (Mole/ml) MgSO:
7,5 X 1070 (Mole/ml) KCI
35,0 X% 107% (g/ml) MDH
0,2 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 6 X 107 Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 1,5 > 107 (Mol/ml)

P-BTS.
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Milchsinredeydrogenasebestimmung nach Kubowitz und Ott
Reaktionsschema:

(MDH)
# Milchsiure + DPN*

- —

Brenztraubensiure + DPNH + H*

Testansatz;

1,5 X 1077 (Mole/ml) DPNH + H*

0,2 ml Thrombolysat (entsprechend 6 X 107 Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 1,7 X 10 (Mole/ml) Brenztraubensiure.

Glukose-6-Phosphatdebydrogenasebestimmung nach Kornberg und Horecker
Reaktionsschema:

(G-6-PDH)
Glukose-6-P + TPN* * 6-P-Glukonat + TPNH + H*

Mg“

Testansatz

1,7 X107 (Mole/ml) TPN*

1,25 X 10°% (Mole/ml) MgCls

1,0 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 4—5 X 10% Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 2,0 X 1077 (Mole/ml) Glukose-6-Phosphat.

6-Phosphoglukonatdebydrogenasebestimmung nach Horecker und Smyrniotis

(6-P-GDH)
6-P-Glukonat + TPN* T————* 3-Keto-6-P-Glukonat -+ TPNH -+ H'
M +4
Testansatz: ;
1,0 X 107 (Mole/ml) TPN*
1,25 ¥ 107 (Mole/ml) MgCle
1,0 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 4—5 X 10% Plittchen)
TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 4,8 X 1077 (Mole/ml) 6-P-Glukonat.

Isozitronensiuredebydrogenasebestimmung nach Biicher und Baum

Reaktionsschema:
(IDH)

Isozitronensiure + TPN* +—% Oxalbernsteinsiure + TPNH + H*
Mn'*t

Testansatz:

1,5 ¥ 1077 (Mole/ml) TPN*

4,0 X10°* (Mole/ml) MnSOa

1,0 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 4—5 X 10% Plittchen)

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 1,3 X 107 (Mole/ml) Isozitronensiure (allofrei).

Apfelsiuredebydrogenasebestimmung nach Biicher und Schimassek
Reaktionsschema:

(ADH)
* Malat + DPN*

Oxalacetat + DPNH + H*

Testansatz:

3,0 X 107 (Mole/ml) DPNH + H*

0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 2 > 108 Plictchen)

TRAP ad 2,0 ml, Vorinkubation fiir 10 Minuten bei 25° C zur Umsetzung der in den Plitechen
enthaltenen BTS, Start der Reaktion mit 2 > 10" Mole/ml frisch angesetzter, im Eisbad auf-

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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bewahrter Oxalessigsiiure (das Oxalacerat wird in wenigen Minuten spontan zu Pyruvat dekarb-
oxyliert und mufi deshalb sofort eingesetzt werden).

Adenylkinase- (Myokinase-) Bestimmung nach Adam und Biicher
Reaktionsschema:

(MK)
1.2 ADP z—* 1 ATP + 1 AMP

(PK)
2. 2 P-Enol-Brenztraubensiure + 2 ADP Z——* 2 BTS + 2 ATP
ME++K+
(MDH)
3.2 BTS + 2 DPNH + H* z——> 2 Milchsiure + 2 DPN*

Testansatz:

2,2 X 107 (Mole/ml) DPNH + H*
2,5 % 107" (Mole/m!) P-Enol-BTS
2,5 ¥ 107% (Mole/ml) MgSO4

7,5 ¥ 107% (Mole/ml) KCI

1,25 1077 (Mole/ml) AMP

1,0 X 10°% (Mole/ml) ATP

1,0 X 107 (g/ml) MDH

1,0 X 107% (g/ml) PK

TRAP ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 0,2 ml Thrombolysat (entsprechend erwa 1 X 10°
Plittchen).

Mg**akt. ATPase-Bestimmung nach L6 hr und Grignani
Reaktionsschema:
(ATPase)

1. ATP + H:0 T——% ADP + HPO« "
Mg

2. ADP + P-BTS =< > BTS + ATP
Mg++K_+
(MDH)
3. BTS ++ DPNH + HY — Milchsiure + DPN*
Testansatz:
3,3 X 1077 (Mole/ml) DPNH + H*

8,0 X 1077 (Mole/ml) P-BTS
2,5 X 107% (Mole/ml) MgCla
8,0 X 10 (Mole/ml) KCl
50 X 10 (Mole/ml) ATP
50 X 107 (g/ml) PK

50 X 10 (g/ml)  MDH

m/20 Zitrat-NaOH-Puffer pH 6,5 ad 3,0 ml, d = 2 em. Start der Reaktion mit 0,2 m| Thrombo-
lysat (entsprechend 1 < 10% Plitcchen).

Ca'* akt. ATPase-Bestimmung nach Perry

Reaktionsschema:
(ATPase)
ATP + H:O % * ADP + HPO« "

Ca++



528 Waller, Léhr, Grignani, Gross, Energiestoffwechsel menschl. Thrombozyten

Testansatz:

2,08 ml m/10 Glycinpuffer pH 9,5
2 X 107 (Mole) CaCle
0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 2 > 10% Plirechen)

Start mit 1 X 107% (Mole) ATP
V = 3,0 ml. 60 Min. Inkubation bei + 25° C. Abstoppen der Reaktion mit 3,0 ml 6%oiger
HCIOs4, Phosphatbestimmungen). Messung gegen einen Leeransatz, dem erst nach der Ent-
eiweillung ATP zugesetzt wird.

Glutamat-Oxalacetattransaminasebestimmung nach La Due, Wroblewski und Karmen

Reaktionsschema:
(GOT)
1. Glutamat + Oxalacetar 7~ Asparagat + o-Keroglutarar

(ADH)
2. Oxalacetat -+ DPNH + H* ;—%* Malat + DPN*

Testansatz:

3,22 X 107" (Mel/ml) Asparagat

2,0 X 10 (Mol/ml) DPNH + H*

8 X 107 (g/ml) ADH

0,5 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 2 X 108 Plitechen)

0,1 m Phosphatpuffer pH 7,4 ad 2,9 ml, Start der Reaktion mit 7 X 10°* Mol/ml o-Keto-
glutarat nach einer Vorinkubation fiir 15 Minuten bei 25° C,

Glutamat-Pyruvattransaminase nach La Due, Wréblewskiund Karmen

Reaktionsschema:
(GPT)
1. Glutamat + Pyruvat T—* Alanin + o-Ketoglurarar
(MDH)

2. Pyruvat + DPNH + H*' ¢ Laktat + DPN*

Testansatz:

3,3 X 107" (Mol/ml) Alanin

1,6 X 107 (Mol/ml) DPNH + H*

33 X 10 (g/ml) ~ MDH

1,0 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 4—5 X 108 Plitechen)

0,1 m Phosphatpuffer pH 7,4 ad 2,9 ml, Start der Reaktion mit 7 X 10" Mol/m! u-Keto-
glutarat nach einer Vorinkubation fiir 15 Minuten bei 25° C.

Alkalische Phosphatasebestimmung nach Kirberger und Martini

Reaktionsschema:

(Alk. Pase)
Di-Na-Phenylphosphat + H:O *> Na:HPOs4 + Phenol
Testansatz:

2,0 ml 0,0,1 m Di-Na-Phenylphosphatlésung

2,0 ml 0,095 m Karbonat-Bikarbonatpufferlésung pH 9,0

5 Min. Vorinkubation bei 37° C.

+ 0,4 ml Thrombolysat (entsprechend etwa 1 % 108 Plittchen)

15 Min. Inkubation bei 37° C, Abstoppen der Reaktion mit 1,8 ml Phenolreagenz (nach Folin-
Ciocalteau) Zentrifugicren 5 Min,, 2 ml Uberstand + 3,0 ml 1 m Karbonatlésung.
Messung der Extinktion bei 578 mmy, d = 1,0 em gegen Leerwert.

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



Waller, Léhr, Grignani, Gross, Energiestoffwechsel menschl. Thrombozyten 52§

Aext. = 0,552 (nach Eichkurve) = 94 X 107 g Phenol = 1 X 107 Mol

Aext. je 15 Min. X 7,24 X Verdiinnungsfaktor der Thrombozyten gleich Biicher-Einheiten je
Stunde.

C. Optische Substratbestimmungen

Die optischen Substratbestimmungen wurden an Thrombozytensuspensionen in Bikarbonat-
Ringer-Glukoselésung (Zusammensetzung siche unter Abschnitt A) pH 7,4 durchgefiihrt. Die
Thrombozyten wurden nach dem Temperaturausgleich nach 0- und 60miniitiger Inkubation bei
37° C den Warburgtrégen entnommen und sofert mit dem gleichen Volumen 0,6 m HCIO4

enteiweifit. Abtrennung des Eiweifiniederschlages auf der Zentrifuge und Neutralisation mit
KOH (Merck-Indikatorpapier).

Enzymatische Glukosebestimmung nach Biochemica Boehringer
Reaktionsschema:

(Glukoseoxydase)
1. Glukose <+ Hz:0 <+ Q2 —————* Glukonsiure + H:Os
(Peroxydase)
2. H:Oz + o-Dianisidin-H: ———* 2 HiO + o-Dianisidin

Testansatz:

0,4 ml bidest. Wasser (etwa 200 mg KF je Liter enthaltend)

-+ 0,1 ml Thrombozyten (entsprechend etwa 5 X 107 Plitechen)

+ 0,5 ml 0,6 m HClO4, Abtrennung des Niederschlages auf der Zentrifuge

5,0 X 1070 g Peroxydase

1,25 107 g Glukoseoxydase

1,7 X 107 g o-Dianisidin-Hz

ad 5,0 ml 0,12 m Phosphatpuffer pH 7,0

0,2 ml enteiweiffiter Thrombozyteniiberstand.

35 Minuten bei Zimmertemperatur stehen lassen, Ablesung von Aext zwischen Leerwert und

Ansatz bei & 436 my, d = 1,0 cm. Kontrolle durch Mitlaufenlassen eines Glukosestandard-
ansarzes.

Brenztraubensiurebestimmung nach Kubowitz und Ott

Reaktionsschema:

(MDH)
BTS + DPNH + H* <—* Laktat + DPN*
Testansatz:

4,0 X 107 Mol DPNH + H*
2,0 ml enteiweifiter Thrombozyteniiberstand

TRAP ad 4,0 ml, d = 2,0 em, etwa 30 Min. bei Zimmertemperatur stehen lassen, bis die spon-

tane Extinktionsabnahme des DPNH + H* beendet ist (Czok ). Start der Reaktion mit etwa
1 X 10 g MDH.

Berechnung der BTS-Konzentration e:
_ Aext X Testvol. X Verd.-Faktor Mol
€ 7 ¢DPNH X eingesetzte ml Thromboe., ©“ o © ml)

Milehsdurebestimmung nach Hohorse

Reaktionsschema:
(MDH)
1. Laktat + DPN* ——* BTS + DPNH + H*

2. BTS -+ Hydrazin ——————— Hydrazon der BTS
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Testansatz:

1,0 X 10 g DPN*

0,2 ml enteiweifiter Thrombozyteniiberstand,

Glykokoll-NaOH-Hydrazinpuffergemisch (pH 9,35) (107,1 g Glycin [(S6rensen], 2,856 g Titri-
plex 111, 37,128 g Hydrazin [Merd] ad 1000 ml Aqua quarzdest. Mit NaOH tiglich frisch auf
pH 9,35 einstellen) ad 2,0 ml, Start der Reaktion mit 2,0 X 10" g MDH. Berechnung siche
BTS-Bestimmung.

Adenosintriphosphatbestimmung nach Biicher und Pfleiderer
Reaktionsschema siche PGADH-Riidktest

Testansatz:

50 ¥ 1077 Mole DPNH + H*

7,0 ¥ 10 Mole 3-P-Glycerat

1,0 ¥ 107® Mole MgSO4

3,6 X 107 Mole red. Glutathion (jeweils frisch anges. und neutralisiert)
1,0 X 10 ¢ PGADH

2,0 ml enteiweiiter Thrombozyteniiberstand

TRAP ad 4,0 ml, d = 2,0 em, Start der Reaktion mit 2,0 X 107 g PGK.
Berechnung siche BTS-Bestimmung,.

Adenosindiphosphatbestimmung und  Adenosinmonophosphatbestimmung nach Adam und
Biicher
Reaktionsschema siehe Myokinasebestimmung

Testansatz:

6,6 X107 Mol DPNH + H*

7,5 X 10 Mol P-Enol BTS

7,5 X 107 Mol MgSOs

2,25 -+ 107 Mol KCl

3,0 X 107" Mol ATP

1,0 X10¢ g MDH

TRAP ad 4,0 ml, d = 2,0 cm, Start der ADP-Reaktion mit 1,0 X 107 g PK. Nach Stillstand
der Extinktionsabnahme (Aext entspricht umgesetztem ADP) Start der AMP-Bestimmung mit
2,0 X 107% g Myokinase. Berechnung siche BTS-Bestimmung.

D. Manometrische Bestimmungen

Zur Bestimmung des Gesamtstoffwechsels wurden die Sauerstoffaufnahme und die Gesamt-
siurebildung nach der Methode von Warburg mit der Gefilpaarmethode gemessen. Die Reten-
tion fixer Sduren konnte vernachlissigt werden, da die Plittchen nach unseren Untersuchungen
wegen ihres geringen Eiweifigehaltes keine meflbare Retention zeigten. Die nach den obigen
Angaben abgetrennten und priparierten Plitrcchen wurden zu einer Konzentration von 5—8 X
10° Zellen je ml in Ca** freier Bikarbonat-Ringerlésung pH 7,4 mit 0.01 mol Glukose/Liter
suspendiert, Zusammensetzung der Bikarbonat-Ringerldsung: siche Abschnite A.

Die Untersuchungen wurden in silikonisierten Warburg-Kisten durchgefiihre.

Testansatz:

t = 37° C, Gas: Oz + 5% COs, pH 74,

Thermobarometer mit 3,0 bzw. 7,0 ml Bikarbonat-Ringerlésung, Ansatz: je 2 Kiisten mit 3,0
bzw. 7,0 ml Thrombozytensuspension. Zur Sittigung mit dem Gas Durchstromen der Gefifle
fiir 10 Min. unter Schiitteln (120/Min.,, d = 2,0 ¢m) im Thermostaten, anschlieflend Tempe-
raturausgleich fiir 10 Minuten, Manometerablesungen in Abstinden von 10 Min. Milchsiure —
Brenztraubensiure — und Glukosebestimmung (siehe oben) sofort nach Temperaturausgleich

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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(Nullwert) und nach 60 Minuten nach Abstoppen der Reaktion durch Zusetzen gleicher Volu-
mina 0,6 m HCIOa.

Berechnung: Os-Aufnahme in 107® Mol/h/10" Thrombozyten, Kohlensiurebildung in 107
Mol/h/10" Thrombozyten durch Subtraktion der Laktat- und Pyruvatbildung von der Gesamt-
sdurebildung.

Summarische Bestimmung des Substratumsatzes iber die Atmungskette durch Messung der —
Cyanid-hemmbaren Atmung:

Realktionsschema:
CoH1eOo + 6 02 ——ouououy 6 COz + 6 H:O

Testansatz:

t = 37° C, Gas: Luft, pH 7,4, Kegel (silikonisiert) mit Einsatz und Seitenbirne, direkte
Messung der Os-Aufnahme unter Absorption der gebildeten Kohlensiure.

Hauptraum: 2,0 ml Thrembozytensuspension in Albumin-NaCl-Phosphatlésung
2,2 X 1078 Mol Glukose
2,0 X 10 Mol KCN (0,1 ml)
Einsatz: 0,2 ml n Na OH (Filterréllchen)

Vergleichsansitze ohne KCN-Zusatz, Temperaturausgleich und Ablesung wie oben. Berech-
nung der CMN™-hemmbaren Atmung aus der Differenz der Sauverstoffaufnahme dieser Ansitze
mit und ohne KCN-Zusatz in 107 Mol Oz je 10" Thrombozyten und Stunde.
TPNH-Oxydase

Reaktionsschema:
(G-6-PDH)
1. Glukose-6-P + TPN* ZT———%* §.P-Glukonat + TPNH + H*
Mg++
(TPNH-Oxydase)

2. TPNH + H*' + Toluidinblau ——— TPN* '+ TbH:
3, TbH: + /2 O2 ———— Toluidinblau 4+ H:0

Testansatz;
t etc. siche oben
Hauptraum: 2,0 ml Thrombozytensuspension in Alb.-NaCl-Phosphatlésung
2,2 ¥ 10°% Mol Glukose
1,0 X 107 Mol Toluidinblau (0,1 ml)
Einsatz: 0,2 ml n NaOH (Filterrsllchen)
Vergleichsansitze ohne Zusatz von Th. Berechnung der Succinodehydrogenaseaktivitit aus
der Differenz der Sauerstoffaufnahme dieser Ansitze mit und ohne Zusatz von Th in 107 Mol
/g Oz je 101! Thrombozyten und Stunde.

Succinodehydrogenase nach Kubowitz und Liittgens

Reaktionsschema:
(SuDH)
1. Succinat -+ Toluidinblau = —* Fumarat + ThH:

2. TbHz + /2 O3 — Th + H:0

Testansatz:

t etc, siche oben

Hauptraum: 2,0 ml Thrombozytensuspension in Alb.-NaCl-Phosphatlésung
2,4 X 1078 Mol Na-Succinat (0,2 ml)
2,0 X 10 Mol KCN (0,1 ml)
1,0 X 10°% Mol Toluidinblau (0,1 ml)
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Vergleichsansitze ohne Zusatz von Tb. Berechnung der Succinodehydrogenaseaktivitit aus
der Differenz der Sauerstoffaufnahme dieser Ansitze mit und ohne Zusatz von Tb in 107 Mol
/2 Ce je 10" Thrombozyten und Stunde.

II. Versuche und Ergebnisse

Wir fiihrten zunichst Enzymbestimmungen an ungewaschenen isolierten
Thrombozyten durch, die in Albumin-NaCl-Phosphatpuffer pH 7,4 suspendiert
waren (Einzelheiten siehe Abschnitt A). Die Aktivititen sind in Biicher-Einhei-
ten je 10" Plittchen in Tabelle 1 zusammengestellt.

Tab. 1
Mittel in
Enzyme Biicher-Einheiten U Zahldﬂder
je 10" Thromboz. nEETSUEIRngen
Hexokinase 244 + 251 10
Aldolase 449+ 43 14
Trioseisomerase 15080 + 1320 14
L-0-Glycero-Phosphatdehydrogenase 64 + 9 13
Phosphoglyceraldehyddehydrogenase 1620 = 89 15
3-Phosphoglycerat-1-Kinase 647 + 110 10
Enolase 1290 + 123 13
Pyruvatkinase 6540 + 555 12
Milchsiuredehydrogenase 5340 + 407 14
Glukose-6-Phosphatdehydrogenase 380 39 13
6-Phospho-Glukonatdehydrogenase 52 + 3 [3
TPNH:-Oxydase 163 * 13 14
Isozitronensiuredehydrogenase 181 + 21 15
Succinodehydrogenase e B S 4
Apfelsiuredehydrogenase 42 * 4 0
CN -hemmbare Atmung 45 % 3 6
Myokinase 630 £ 29 10
Mg**-ATPase 749 £ 40 11
Ca**-ATPase 424 £ 30 9
Alkalische Phosphatase 50 £ 8 7
Glutamat-Oxalacetat-Transaminase 89 + 9 11
Glutamat-Pyruvat-Transaminase 42 * 3 7

Die Tabelle 1 zeigt, dafl der Gehalt der Plittchen an Enzymen der Glykolyse
und der ATP-Spaltung sehr hoch ist, wihrend die Fermente des Pentosephosphat-
und Zitronensdurezyklus sowie der Atmungskette in geringerer Menge gefunden
werden, Von den glykolytischen Enzymen ist die Hexokinaseaktivitit am nied-
rigsten, so daf} die Einschleusung der Glukose in die Glykolyse deren begrenzende
Reaktion ist. Das Enzymmuster der Thrombozyten (Abb. 1) ist dhnlich dem der

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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Sdugetiermuskulatur aufgebaut und weist auf analoge Beziehungen zwischen
Stoffwechsel und Funktion wie bei der Muskulatur hin (sieche auch Tabelle 6).

FERMENTEINHEITEN (,BUCHER-E.") BE| SUBSTRATSATTIGUNG/g GESAMTPROTEIN
TRAP pH 75 TEMP.25°C

5 = 7 I." 7
. 5 | 7 7 7
10 (7 5
32—} 7 =
0% 5 /
/ 7 [2 7 E /
10% Af: :
A1 )3 4] (Rl
102 — L
4 2 | ;.- / = 7
Biicher 7 pa— %T
Einheiten Il_ : /[ 7{1':::%
(10g) 3
Skelettmuskulatur(Ratte) | Thrombozyten Erythrozyten
(ThBicher, M Klingenberg) | (Mensch) (Mensch)

1. Apfelsdure -D.H. 3]

2.Diphosphofructose - Aldolase B

3. L-d-Glycero-phosphat -D.H. ||

k& 6-Phosphogluconat-DH. (-

5, Phospho-glyceraldehyd-D.H. m

6. Milchsaure D.H. =

7 Iwischenferment (Glucose-6-P-DH.) IR
Abb. 1

Enzymbestimmungen allein gestatten keine Aussage iiber den effektiven Sub-
stratumsatz in Systemen von Enzymketten, da fiir die Durchflufiraten auch noch
die Konzentrationen an Metaboliten, Co-Enzymen und Ionen bestimmend sind.
Wir haben daher Stoffwechselgrofien und energiereiche Phosphate in den Plitt-
chen gleicher Priparation gemessen, Die Daten sind in T'abelle 2 in 107°% Mol fiir
je 101! Thrombozyten aufgefithrt. Die Messungen wurden unter aeroben Bedin-
gungen vorgenommen.

Die Zusammenstellung in Tabelle 2 ergibt, dafl von der verbrauchten Glukose
unter aeroben Versuchsbedingungen iiber die Hilfte als Pyruvat und Laktat wie-
dergefunden werden und nur ein Fiinftel zu COz verbrannt wird. Dieser Befund
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bestitigt die aus der intrazelluliren Enzymverteilung abzuleitende Vermutung
eines Uberwiegens der Glykolyse iiber den oxydativen Glukoseabbau.

Tab. 2
; Zahl der
Substrate 1079 Mol Usitersuchngen
Os-Aufnahme/h 863 * 64 8
Gesamrsiurebildung/h 176,0 * 15,1 8
Pyruvatbildung/h 39 &£ 04 6
Lakratbildung/h 764 £ 11,9 3
COq-Bildung/h (errechnet) 95,7 £ 10,4 6
Glukoseverbrauch/h 74,8 = 56 9
R.Q. (respir. Quotient) 1,1 £ o1 6
ATP 21,5 = 1,1 25
ADP 69 * 0,5 26
AMP 16,1 + 1,5 15

Auffallend ist der hohe Gehalt der Plittchen an energiereichen Phosphaten
trotz der linger dauernden Priparation zur Isolierung der Zellen. Das Verhilt-
nis von ATP zu ADP von 3,1 zu 1, wie es unter giinstigen Bedingungen auch in
anderen tierischen und menschlichen Geweben gefunden wird, spricht fiir die
Intaktheit des Thrombozytenstoffwechsels nach der Isolierung.

Um die Plittchen moglichst frei von plasmatischen Adsorbaten zu gewinnen,
haben wir die Thrombozyten 1- bis 3mal mit physiologischer Kochsalzlgsung
gewaschen und anschlieflend fiir die Enzym- und Stoffwechseluntersuchungen in
Humanalbumin-NaCl-Phosphatpufferlésung bzw. in Bikarbonat-Glukose-Rin-
gerlésung resuspendiert. Vergleichende Enzymbestimmungen und Stoffwechsel-
untersuchungen an ungewaschenen und gewaschenen Thrombozyten ergeben fiir
alle gemessenen Groflen einen unterschiedlichen Abfall durch den Einfluf} der
Waschung, Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 zusammengestellt (Enzymaktivitit
in Biicher-Einheiten je 10! Plittchen), Mittelwerte aus je 3 Versuchen.

Aus der Tabelle 3 geht hervor, daff von den gemessenen Enzymen die Pyru-
vatkinase (PK) und die 3-Phosphoglycerat-1-Kinase (PGK), beide Phosphat-
gruppen-iibertragende Fermente, besonders leicht aus den Plittchen herausge-
~ waschen werden. Aufler diesen beiden Enzymen kommt es zu einem besonders
groflen Verlust der L-a-Glycerophosphatdehydrogenase (GDH) und Isozitronen-
siuredehydrogenase (IDH) (siche auch Gross, L6hr und Waller). Durch
diese Enzymverluste tritt eine Beeintrichtigung des Plittchenstoffwechsels ein,
insbesondere durch die Auswaschung der phosphatiibertragenden Fermente eine
Stérung der ATP-Bildung, wie die Tabelle 4 zeigt. Die Stoffwechselgrofien sind
in 107% Mol je 10" Plittchen angegeben (Mittelwerte von je 3 Ansitzen).

ient wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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Tab. 3
Ungewaschene 1mal gewaschene 2mal gewaschene 3mal gewaschene
Enzyme Thrombozyten Thrombozyten — Thrombozyten — Thrombozyten
Aldolase 598 544 484 212
TIM 17 620 16 443 16 163 9 480
GDH 70 3 14 0
PGADH 1253 1048 881 842
PGK 715 490 410 230
Enolase 1496 1483 1335 1042
PK 6820 3723 1441 515
MDH 5172 5227 4777 3 600
G-6-PDH 425 346 280 212
TPNH-Oxydase 141 138 820 —
IDH 185 149 51 29
ME 584 516 502 —
alk. Phosphatase 78 74 60 —
GOT* 212 237 149 =
GPT¥) 80 85 59 =

#) jeweils nur 1 Ansatz,

Die Ergebnisse in Tabelle 4 zeigen nach den Waschungen einen deutlichen
Abfall des Stoffwechsels der Plittchen (Plittchenatmung und Glukoseverbrauch).
Von den Adenylsiuren fillt nach der 2. Waschung durch den Verlust der phos-
phatiibertragenden Fermente PGK und PK lediglich das ATP stark ab, wihrend
die ADP und AMP-Werte noch im Bereich der Streuung der Ausgangswerte
bleiben. Erst nach der 3. Waschung kommt es wahrscheinlich durch Zytolyse zu
einem starken Verlust aller Enzyme und Adenylsiuren.

Tab. 4
Sub Ungewaschene 1mal gewaschene 2mal gewaschene 3mal gewaschene
WOt Thrombozyten Thrombozyten  Thrombozyten — Thrombozyten
Os-Aufnahme/h*) 47,2 28,2 31,2 —
Glukoseverbrauch/h 118,2 87,5 47,5 -
ATP 239 20,2 8,5 6,2
ADP 77 7.3 6,4 6,4
AMP 15,8 14,7 12,6 9,2
Summe Adenylsiuren 47,4 42,2 27,5 21,8

) Die hier angegebenen Oe-Aufnahmen sind nicht mit denen der Tabelle 2 vergleichbar, da in
diesen Ansitzen die Plitcchen in Albumin-NaCl-Phosphatlisung suspendiert waren und die
Messungen mit der Absorptionsmethode (direkte Messung der Os-Aufnahme) unter Luft durch-
gefiihrt wurden,
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Zum Vergleich wurde an 3 Gesunden der Einfluff dhnlicher Waschungen auf
die Thrombozytenfaktoren 3 und 4 (Bestimmungen mittels des Johnson-Tests
nach Gross und Schwick [2]) und auf die Retraktion (Bestimmung nach
Foniound Henseler) ermittelt. Wie wir frither fanden (Gross, Lohr
und Waller) hat mehrfaches Waschen auf die Aktivitit des Thrombozyten-
faktors 3 in den iiblichen Testen, z. B. im Thromboplastingenerationstest, keinen
meRbaren EinflufR. In der obengenannten, besonders empfindlichen Faktor-3-
Bestimmung stiegen die Gerinnungszeit und vor allem die Aktivierungszeit mit
der Zahl der Waschungen leicht an. Die (flache) Kurve der Heparinaktivierung
lieff bis zur 2. Waschung keine Verinderung erkennen, von der 3. Waschung ab
nahm die Antiheparinaktivitit ab. Mit hochnormaler Thrombozytenmenge
(300 000/cmm) hatten 3 Waschungen keinen statistisch gesicherten Einfluff auf
die nach Fonio-Henseler gemessenen Gerinnsellingen; das Gesamtvolu-
men der retrahierten Clots lieff aber eine Verschlechterung erkennen. Mit unter-
schwelligen Konzentrationen (100 000/cmm) wurde der ungiinstige Einflufl der
Waschungen manifest. Im Vergleich zu dem in Tabelle 4 angegebenen Abfall der
energiereichen Phosphate lifit diese Beobachtung Schliisse auf die fiir die Retrak-
tion noch erforderliche ,kritische ATP-Konzentration zu. Wie wir anldflich
von Untersuchungen auf Fragen der Thrombozyten-Konservierung schon fest-
stellten (Gross, Waller, Léhr [2]), sind die Thrombozytenfaktoren 3 und 4
in den zirkulierenden Plittchen priformiert und vom weiteren Stoffwechsel
weitgehend unabhingig, wihrend die Fihigkeit zur Retraktion die Aufrecht-
erhaltung eines bestimmten Energiepotentials zur Voraussetzung hat.

Bei einer kleineren Anzahl unserer Ansitze traten trotz gleichartiger Priipa-
ration Plittchenagglomerationen auf. Die Enzymaktivititen und Stoffwechsel-
groflen dieser agglomerierten Zellen waren deutlich erniedrigt und entsprachen
etwa denen 2- bis 3mal gewaschener Thrombozyten. Bei der Auswertung unserer
Ergebnisse in Tabelle 1 bis 4 wurden diese Ansitze daher nicht beriicksichtigt.

II1. Diskussion

Nach den vorgenannten Messungen enthalten die Thrombozyten die voll-
stindigen Enzymketten der Glykolyse, des Pentosephosphatzyklus und Zitronen-
siurezyklus sowie der Atmungskette, wie es auf Grund ihrer morphologischen
Struktur zu erwarten war. Nach unseren Untersuchungen besitzen die Thrombo-
zyten auflerdem sowohl Ca- wie auch Mg"-abhingige ATPasen, Myokinase
und Transaminasen. Im Enzymmuster der Blutplittchen (siehe Abb. 1 und Ta-
belle 1) iiberwiegen die Aktivititen der glykolytischen Enzyme weit iiber die
Fermente des Pentosephosphat- und Zitronensiurezyklus. Wir kinnen damit die

1ent wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielféaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.
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Beobachtung von Koppel und Olwin nicht bestitigen, die in.Versuchen mit
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) eine besonders hohe Aktivitit der Bernstein-
siure-, Glycerophosphat- und Apfelsiuredehydrogenase fanden. Unsere Bestim-
mungen der intermediiren und Stoffwechselendprodukte geben als Folge dieser
Enzymverteilung auch unter aeroben Bedingungen einen vorwiegend glykolyti-
schen Abbau der Kohlenhydrate wieder. Uber die Hilfte der in der Zeiteinheit
verbrauchten Glukose wurde als Pyruvat und Laktat wiedergefunden, und nur
etwa ein Fiinftel wurde zu Kohlensiure und Wasser verbrannt. Wir verweisen
in diesem Zusammenhang auf die elektronenmikroskopischen Untersuchungen
von Schulz und Hiepler, nach denen die Thrombozyten eine relativ
geringe Zahl besonders kleiner Mitochondrien enthalten. Etwa ein Viertel
der verbrauchten Glukose konnte in den von uns bestimmten Stoffwechselend-
produkten nicht wiedergefunden werden. Wir glauben nicht, dafl dieser Befund
auf methodische Fehler zuriickzufiihren ist, da die enzymatische Glukosebestim-
mung mit der Glukoseoxydase spezifisch und sehr empfindlich ist. Auch liegt die
Streuung des Mittelwertes viel niedriger als das Glukosedefizit.

Wir vermuten, daff ein Teil der Glukose zu Glykogen, Aminosduren und
Lipiden metabolisiert wird. Stor ti und Mitarbeiter; Reingold und Wis-
locki; Heckner; Gibb und Stowell konnten in den Blutplittchen
reichlich Glykogen nachweisen, wihrend Gerok und Gross sowie Morita
fast alle freien Aminosiuren in den Thrombozyten fanden. Hinsichtlich des
Sauerstoffverbrauches der Thrombozyten stimmen wir mit Maupin (3) iiber-
ein; mit den von M au pin angegebenen Daten fiir die Kohlensiurebildung ist
ein Vergleich nicht moglich, da dieser keine Angaben iiber fixe Sduren gemacht
hat. Die auch von Campbell,Small und Damesh ek beschriebene An-
hdufung von Laktat, welche etwa mit unseren Werten iibereinstimmt, findet ihre
Erklirung in der niedrigen Aktivitit der Enzyme des Zitronensiurezyklus. Das
glykolytisch gebildete Pyruvat kann im Trikarbonsiurezyklus nur zum Teil
weiter verbrannt werden.

Nach unseren Untersuchungen liegt die begrenzende Reaktion der Glykolyse
fiir die Thrombozyten in der Glukoseeinschleusung durch die Hexokinase, wie
wir es auch an Erythrozyten und Leukozyten beobachten konnten. Bei allen drei
Blutzelltypen lag die Hexokinaseaktivitit von den glykolytischen Enzymen weit-
aus am niedrigsten und betrug nur etwa die Hilfte der ebenfalls niedrigen
Aldolaseaktivitat. Eine Bestitigung dieses Befundes erhielten wir durch die Be-
obachtung, daff durch Zusatz von hochgereinigter Hefehexokinase zu Plittchen-
zytolysaten in zweifach hoherer Konzentration als in normalen Plittchen die
Glykolyserate auf das Doppelte gesteigert werden konnte. Eine weitere Steige-
rung der Glykolyse durch noch héhere Hexokinasezusitze war jedoch nicht még-
lich, da dann die Aldolase zum begrenzenden Enzym wurde. Die Streuung d-r

37 Vol. 3
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Mittelwerte (o) der von uns gemessenen Enzyme liegt zwischen 5 und 15%
der jeweiligen Mittel und damit wesentlich héher, als wir sie bei Erythrozyten
fanden (unter 5%) (Lohr, Waller, Karges). Die groflere Streuung bei
den Thrombozyten ist nicht durch die angewandten Enzymbestimmungsmetho-
den bedingt, sondern ist auf die Unsicherheit der Bezugsgrofe zuriickzufiihren.
Die Thrombozytenzihlung erfaft die morphologisch intakten Plittchen und
nicht die bei der Isolierung entstehenden kleineren enzymhaltigen Zelltriimmer.
Trotz vorsichtiger Priparation in silikonisierten und gekiihlten Gefifien sowie
Bestimmung der Plittchenverluste in den Uberstinden war eine Verringerung
dieses methodischen Fehlers nicht moglich.

Berechnet man unter Zugrundelegung der fiir die einzelnen Enzyme bekann-
ten Umsatzzahlen (pH 7,4 bis 7,6, 25° C, Substratsittigung) den Anteil der
aktiven Enzymproteine am Gesamtprotein der Blutpldttchen (nach Maupin;
Fantl,Ward;GrossundSchwick [1] im Mittel etwa 175 mg Protein
je 1011 Plitechen), so machen die in Tabelle 6 aufgefithrten 11 Enzyme in den
Blutplittchen etwa 2% des gesamten Thrombozyteneiweifles aus. Von den in
Tabelle 6 nicht besonders aufgefiihrten Enzymen waren uns Umsatzzahlen nicht
zuginglich.

In der Skelettmuskulatur betrigt der Anteil der gleichen Enzyme am Gesamt-
eiweifl etwa 10%, in den Erythrozyten dagegen nur etwa 0,1%. In der Tabelle 5
wird der Anteil der einzelnen Enzyme am Gesamtprotein von den Thrombo-
zyten mit denen der Erythrozyten und der Skelettmuskulatur verglichen. Die
Daten fiir die Skelettmuskulatur entnahmen wir den Arbeiten des Biicher -
schen Arbeitskreises, wobei die Werte, soweit sie auf das Feuchtgewicht der Mus-
kulatur bezogen waren, mit dem Faktor 5,6 auf Gesamteiweif} umgerechnet wur-
den (nach Beisenherz, Boltze, Biicher und Mitarbeiter). Die Werte
fiir die Erythrozyten wurden z. T. unseren friiheren Arbeiten entnommen
(Lohr,WallerundKarges;Bock, Waller,Léhrund Karges).

Nach Tabelle 5 liegt der Anteil der aufgefiihrten Enzyme am Gesamtprotein
bei den Thrombozyten zwischen dem der Erythrozyten und der Skelettmuskula-
tur. Er ist bei den Thrombozyten etwa zwanzigmal héher als in den Erythro-
zyten und nach Abzug des Himoglobinanteils vom Gesamteiweifl der Erythro-
zyten (etwa 90%) noch doppelt so hoch. Die Enzymmuster von Thrombozyten
und Skelettmuskulatur zeigen Ahnlichkeiten.

Auffallend ist der hohe ATP-Gehalt der Blutplittchen, der im Mittel 21,5 X
1076 Mol je 10" Plittchen oder 1,2 X 1077 Mol je mg Thrombozyteneiweifl
betrdgt. Der Thrombozyt enthilt — bezogen auf das Gesamtprotein — etwa
150mal mehr ATP als der Erythrozyt. Er gehort somit sicher zu den energie-
reichsten Zellen iiberhaupt. Der hohe ATP-Gehalt der Thrombozyten steht in
Beziechung zu der mechanischen Funktion der Plittchen bei der Retraktion. Wir
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konnten zeigen, dal durch Hemmung der ATP-liefernden Reaktionen der Glyko-
lyse die Retraktionsfihigkeit der Thrombozyten aufgehoben werden kann
(Gross,Lohr,Waller[1]; Waller,L6hr,Kargesund Gross).
Auch die Befunde von Bounameaux, der mit Na-Fluorid die Retraktion
hemmen konnte, und der von Born (2) beschriebene Abfall des ATP-Gehaltes
der Thrombozyten wihrend der Retraktion sprechen fiir eine Abhingigkeit der
Retraktionsfahigkeit der Plittchen von ihren energieliefernden Reaktionen.
Fant]l und Ward sowie Born fanden niedrigere ATP-Werte als wir. Die
Unterschiede diirften methodisch bedingt sein — z. B. bei Fant] durch Ionto-
phorese bei pH 3,5. Im sauren Milieu findet eine hydrolytische Spaltung des
ATP statt. Soweit bekannt, ist bei allen intakten Zellen das Verhiltnis ATP/
ADP > 2,5. Ein Uberwiegen von ADP spricht fiir eine erhebliche Schidigung
der Zellen bei der Aufbereitung.

Tab. 5: Anteil der Enzymproteine in Prozent am Gesamtprotein verschiedener Zellarten

Erythrozyten Thrombozyten Skelettmuskel

Enzyme (Mensch) (Mensch) (Ratte und Kaninchen)

Aldolase 0,011 0,20 2,20
TIM 0,0025 0,016 0,05
PGADH 0,050 0,250 5,10
GDH 0 0,002 0,18
PGK 0,0026 0,002 —
Enolase 0,0005 0,013 0,007
PK 0,012 0,660 1,00
MDH 0,012 0,120 0,71
G-6-PDH 0,004 0,030 0,003
IDH 0 0,460 0,170
AeDH 0,016 0,003 0,400

Die von Zucker und Borelli vertretene Ansicht, daf Enzymbestim-
mungen an Thrombozyten nur nach mehrfacher Waschung exakt seien, da durch
anhaftende Plasmaenzyme falsche Aktivititen vorgetduscht wiirden, kénnen wir
fiir den Kohlenhydratstoffwechsel auf Grund unserer Untersuchungen nicht tei-
len. Selbst unter der Annahme, daf 10! Thrombozyten, die unter physiologi-
schen Bedingungen in etwa 200 ml Plasma suspendiert sind, auch nach Abtren-
nung vom Suspensiom$milieu die Enzyme von 10 ml Plasma noch anhaften,
wiirde der Anteil dieser Plasmaenzyme an den Thrombozytenenzymen nur we-
nige Prozent ausmachen und damit im Bereich der Streuungsbreite liegen, wie
Tabelle 6 zeigt. In Tabelle 6 sind nur die Enzyme aufgefiihrt, die in einem mef-
baren Betrag im Plasma vorkommen. Dazu gehéren vor allem Aldolase, MDH,
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GPT, GOT und alkalische Phosphatase. Als nicht im Plasma nachweisbare En-
zyme haben wir die G-6-PDH und IDH in die Tabelle aufgenommen.

Tab. 6: Enzymgehalt von 10 ml Plasma und von 10" Thrombozyten in Biicher-Einheiten

Enzyme Plasma Thrombozyten Plasma-/Thromb. Enzyme
in Prozent

Aldolase 4,8 449 1,0
MDH 25,0 5340 0,5
GPT 4,0 42 9,5
GOT 3,0 89 3,5
alk. Phosphatase 0,06 50 <0,
G-6-PDH 0 380 0

1DH 0 181 0

Unsere Untersuchungen an 1- bis 3mal gewaschenen Thrombozyten (s. Tab. 3
und 4) zeigen dagegen einen deutlichen Verlust fast aller Enzyme, besonders der
phosphatiibertragenden Fermente PGK und PK sowie der GDH und IDH mit
der Folge einer Stérung des Zellstoffwechsels, der sich besonders im Verlust der
energiereichen Phosphate ausdriickt. Dieser Enzymverlust ist wohl kaum durch
eine Abwaschung von an der Zelloberfliche haftenden Plasmaadsorbaten bedingt,
da 1. gerade die Enzyme PGK, PK und GDH nicht im Plasma nachzuweisen
sind, und da 2. durch den Verlust von adsorbierten Plasmaenzymen keine Beein-
trichtigung des Plittchenstoffwechsels eintritt. Unsere Beobachtungen sprechen
gegen die Feststellung von Tullis, daf die Konservierbarkeit der Plattchen
durch mehrfache Waschungen verbessert werden kann. Lediglich die priformier-
ten, vom weiteren Plittchenstoffwechsel unabhingigen Thrombozytenfaktoren 3
und 4 werden durch mehrfache Waschungen und nachfolgende Konservierung
nicht mafigeblich vermindert, wihrend die vom Energiestoffwechsel abhingige
Retraktion gegen diese Prozeduren sehr empfindlich ist (Gross, Waller,
Léhr [2])

Stefanini und Dameshek berichteten aufierdem iiber eine Verkiir-
zung der in-vivo-Lebensdauer von transfundierten Blutplitechen durch vorherige

Waschungen.

Zusammenfassung

Fs wurden in ungewaschenen und mehrfach gewaschenen Thrombozyten
quantitativ folgende Fermente der Glykolyse, des Pentosephosphat- und Zitro-
nensiurezyklus, der Atmungskette, der Phosphatspaltung und der Transaminie-

rungen bestimmt:
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Hexokinase, Diphosphofruktosealdolase, Trioseisomerase, L-u-Glycerophos-
phatdehydrogenase, Phosphoglyceraldehydrogenase, 3-Phosphoglycerat-1-Kinase,
Enolase, Pyruvatkinase, Milchsiuredehydrogenase, Glukose-6-Phosphatdehydro-
genase, 6-Phosphoglukonatdehydrogenase, TPNH-Oxydase, Isozitronensiure-
dehydrogenase, Succinodehydrogenase, Apfelsiuredehydrogenase, globale At-
mungskettenbestimmung, Myokinase, Mg''-aktivierte ATPase, Ca'"-aktivierte
ATPase, alkalische Phosphatase, Glutamat-Oxalacetat-Transaminase, Glutamat-
Pyruvat-Transaminase.

Auflerdem wurden an ungewaschenen und mehrfach gewaschenen Blutplite-
chen Gesamtstoffwechselmessungen sowie Bestimmungen von Intermediir- und
Endprodukten des Stoffwechsels vorgenommen, wie Glukoseverbrauch, Milch-
saurebildung, Pyruvatbildung, CO:-Bildung, Oe-Verbrauch, zusitzlich Bestim-
mungen der energiereichen Phosphate ATP, ADP und AMP.

Folgende Ergebnisse wurden erhalten:

1. Die Blutplittchen enthalten die vollstindigen Stoffwechselketten der
Glykolyse, des Pentosephosphat- und Zitronensiurezyklus, die Atmungskette,
3 ATP-spaltende Fermente und Transaminasen.

2. Der Gehalt an glykolytischen Enzymen iibersteigt bei weitem den Gehalt
an Enzymen des oxydativen Kohlenhydratabbaues.

3. Die begrenzende Reaktion der Glykolyse in den Thrombozyten ist die
Hexokinase-Reaktion.

4. Der Stoffwechsel der Blutplittchen im Vergleich zu anderen Zellelementen
ist grofi.

5. Auch unter aeroben Bedingungen wird iiber die Hilfte der abgebauten
Glukose zu Pyruvat und Laktat glykolysiert; nur etwa /s der Glukose wird zu
CO: und H:20 verbrannt. /s der abgebauten Glukose wurde in den Stoffwech-
selendprodukten nicht wiedergefunden; es wird angenommen, dafl sie zu Gly-
kogen, Aminosiuren und Lipiden metabolisiert wird.

6. Der respiratorische Quotient (R.Q.) der Thrombozyten betrigt 1,1, was
fiir einen vorwiegenden Kohlenhydratstoffwechsel spricht.

7. Der ATP-Gehalt der Blutplittchen ist auffallend hoch und liegt etwa
150mal hoher als der ATP-Gehalt der Erythrozyten, bezogen auf das Gesamt-
protein der Zellen. Das Verhiltnis von ATP : AMP : ADP betrug bei unseren
Messungen 3,1 : 2,3 : 1 und liegt damit in der Groflenordnung anderer Organe.
Dieser Befund spricht dafiir, dafl bei unseren Versuchsbedingungen die Plittchen
nicht geschidigt wurden.

8. Unter dem Einfluf von 1 bis 3 Thrombozytenwaschungen kommt es zu
einem weitgehenden Verlust der meisten fiir den Energiehaushalt wichtigen
Enzyme, besonders der phosphatgruppeniibertragenden Fermente 3-Phospho-
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glycerat-1-Kinase und Pyruvatkinase mit der Folge eines starken ATP-Verlustes
der Plittchen. Der Zellstoffwechsel wird durch Plittchenwaschungen deutlich be-
eintrichtigt.

9. Enzym- und Stoffwechseluntersuchungen sollten wegen ihrer Beeintrichti-
gung durch Thrombozytenwaschungen moglichst an vom Plasma abgetrennten,
ungewaschenen Blutplittchen durchgefiihre werden. Vergleichende Untersuchun-
gen an Plasmaenzymen zeigten, dafl die Mefifehler durch anhaftende Plasma-
fermente unbedeutend sind und nur etwa 1 bis 10% ausmachen.

10. Eine direkte Abhingigkeit der Retraktionsfihigkeit der Blutplattchen von
ihrem Energiestoffwechsel konnte durch Hemmversuche der ATP-liefernden
Reaktionen der Glykolyse wahrscheinlich gemacht werden. Bei normaler oder
erhéhter Thrombozytenzahl fiihren 1 bis 3 Waschungen zu einer eben noch er-
kennbaren Stérung der Retraktion, die bei suboptimaler Thrombozytenkonzen-
tration deutlicher wird.

11. Vergleichende Untersuchungen iiber die Enzymverteilungsmuster und die
Berechnung der Anteile der einzelnen Enzymproteine am Gesamtprotein der Zel-
len weisen auf Ahnlichkeiten zwischen dem Stoffwechsel von Skelettmuskulatur
und Thrombozyten hin. Beiden Zellelementen ist die Fihigkeit zu mechanischer
Arbeit gemeinsam.

Summary

The following enzymes which are involved in glycolysis, pentose-phosphate
cycle and citric acid cycle, cellular respiration, phosphate splitting and trans-
aminizing were quantitatively determined in platelets before and after several
washings:

Hexokinase, Diphosphofructose-aldolase, Triose-isomerase, L-a-Glycero-
phosphate-dehydrogenase, Phosphoglycerolaldehyde-dehydrogenase, 3-Phospho-
glycerate-1-kinase, Enolase, Pyruvate-kinase, Lactic acid dehydrogenase, Glucose-
6-phospho-dehydrogenase, 6-Phosphogluconate-dehydrogenase, TPNH-oxidase,
Isocitric acid dehydrogenase, Succino-dehydrogenase, Malic acid dehydro-
genase, globale respiration enzymes, Myokinase, Mg" activated ATPase,
Ca™ activated ATPase, alkaline phosphatase, Glutamic-oxalacetic-transaminase,
glutamic-pyruvic-transaminase.

The total metabolism, the intermediary, and final products of metabolism
were determined in washed and non washed platelets in regards to consumption
of glucose, Oz, the formation of lactic acid, pyruvic acid, COz and the energy
rich phosphates ATP, ADP and AMP.

The results were as follows:
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1. The platelets contained all the enzymes necessary for glycolysis, pentose-
phosphate cycle and citric acid cycle, for cellular respiration, for splitting of
ATP and transaminases.

2. The amount of glycolytic enzymes was higher than the amount of enzymes
involved in the oxidative carbohydrate metabolism.

3. The hexokinase-reaction was the limiting reaction for the glycolysis
in platelets.

4. The metabolism of platelets was high as compared with the metabolism
of other cells.

5. More than the half of the metabolized glucose was glycolyzed to pyruvic
and lactic acid even under aerobic conditions. About one fifth of the glucose
was metabolized to COz2 and water. One fourth of the metabolized glucose was
not found as final products of the metabolism. It is suggested that it is meta-
bolized to glycogen, amino acids and lipids.

6. The respiratory quotient of platelets was 1.1, which is a sign of predo-
minating carbohydrate metabolism.

7. The content of ATP in platelets was surpisingly high, and was 150 times
higher than the ATP-content of red cells, calculated on the basis of total
protein of the cells. The ratio of ATP: AMP: ADP was 3.1:23:1, and is
of the same order as that in other organs. This means that the platelets were
not deteriorated under the conditions of our experiments.

8. Washing of platelets 1 to 3 times induced a considerable loss of the most
important enzymes concerned with energy metabolism, especially of 3 phospho-
glycerate-1-kinase and pyruvic-kinase, and with a loss of ATP. The metabolism
was also diminished after washings of the cells.

9, Determinations of both enzymes and metabolism should be performed
on unwashed platelets separated from plasma. A comparison with the enzymes
in the plasma showed that the fault of the determination induced by the
enzymes of the plasma was of low order and was not more than 1 to 10%.

10. A correlation between the ability to retract and the energetic metabolism
of the platelets was suggested by experiments with inhibition of the ATP-
supplying reactions of glycolysis. One to three washings induced a disturbance
of clot retraction with normal or high number of platelets, this inhibition was
more pronounced with suboptimal platelet concentrations.

11. A comparison of the distribution of enzymes and the calculation of the
proportion of the individual enzyme proteins of the total proteins of the cells
suggests similarities between the metabolism of skeletal muscles and platelets.
Both types of cells have the ability to perform mechanical labour.
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Résumé

Les enzymes suivants ont été dosés quantitativement dans les thrombocytes
non lavés et plusieurs fois lavés: enzymes de la glycolyse, du cycle pentose-
phosphate et acide citrique, de I'oxydation, de la scission des phosphates et de
la transamination: Hexokinase, Diphosphofructose aldolase, Triose isomérase,
L-a-glycérophosphate déhydrogénase, Phosphoglycéraldéhyde déhydrogénase,
3-Phosphoglycérate-1-kinase, Enolase, Pyruvate-kinase, Déhydrogénase de
lacide lactique, Glucose-6-phosphate déhydrogénase, 6-Phosphogluconate
déhydrogénase, TPNH-oxydase, Déhydrogénase isocitrique, Succinodéhydro-
génase, Déhydrogénase de I'acide malique, dosage global des ferments respira-
toires, Myokinase, Mg" ATPase, Ca" ATPase, Phosphatase alcaline, Trans-
aminase glutamique-oxalacétique, Transaminase glutamique-pyruvique.

Des mesures du métabolisme total et la détermination de produits inter-
médiaires et finaux du métabolisme ont été éffectuées. Il s’agit de Iutilisation
du glucose, de la formation de l'acide lactique, de I'acide pyruvique, du CO,
de P'utilisation de O, et enfin du systéme riche en energie ATP, ADP et AMP.

Les résultats suivants ont été obtenus:

1) Les thrombocytes contiennent les systémes enzymatiques complets de la
glycolyse, du cycle pentose-phosphate, de 'acide citrique, de la chaine respi-
ratoire, les ATP-ases et transaminases.

2) Le contenu en enzymes glycolytique dépasse de beaucoup le taux des
enzymes d’oxydation des hydrates de carbone.

3) La réaction limitante de la glycolyse dans les thrombocytes est celle de
I’hexokinase.

4) Le métabolisme des thrombocytes comparé 4 celui d’autres éléments cellu-
laires est important.

5) Méme sous conditions aérobiques la moitié¢ du glucose est métabolisée en
pyruvate et lactate, seul environ 1/5 du glucose est transformé en COz et H:z0.
1/4 du glucose n’est plus retrouvé, on suppose qu'il est métabolisé, en glycogene,
acides aminés et lipides.

6) Le quotient respiratoire des thrombocytes est de 1.1, il indique une
prédominance du métabolisme des hydrates de carbone.

7) Le taux d’ATP des thrombocytes est particuliérement élevé, environ 150
fois plus élevé que celui des érythrocytes, rapporté aux protéines totales de la
cellule. Le rapport ATP — ADP — AMP est de 3,1:2,3:1 il est du méme
ordre de grandeur que pour les autres organes. Ce résultat est une preuve que
nos thrombocytes n’ont pas été endommagés.

8) Le lavage des thrombocytes (1—3 fois) entraine une perte d’enzymes
particulidrement des phosphattransféras, 3-phosphoglycérate-1-kinase et pyru-
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vate kinase avec comme conséquence une forte perte d’ATP. Le mérabolisme
des thrombocytes est nettement diminué par le lavage.

9) Les déterminations d’enzymes et du métabolisme doivent ére faites, a
cause de I'action néfaste du lavage, sur des thrombocytes simplement séparés
du plasma et non lavés. Les erreurs dues aux enzymes plasmatiques adsorbés
sur les thrombocytes sont comprises entre 1 et 10% et de ce fait négligeables.

10) Une interdépendance directe entre la capacité de rétraction et le méta-
bolisme énergétique est suggérée par les essais d’inhibition des réaction glyco-
lytiques productrices ’ATP. Aux concentrations thrombocytaires normales ou
élevées, 1 2 3 lavages conduisent déja & un trouble de la rétraction qui devient
plus distinct aux concentrations plus basses que la normale.

11) Une étude de la répartition et de la proportion des enzymes montre une
certaine similitude entre le métabolisme des thrombocytes et de la musculature
du squelette. Les deux éléments cellulaires ont en commun la capacité d’effectuer
un travail mécanique.
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