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Proteine sind fiir die Struktur und Funktion der Thrombozyten von wesent-
licher Bedeutung. Da der Proteinstoffwechsel mit dem Stoffwechsel der Amino-
siuren (AS) eng verkniipft ist, erschien es aufschlufireich, die AS der Thrombo-
zyten quantitativ zu bestimmen. Qualitative Untersuchungen iiber die freien AS
in Thrombozyten sind von Hino (1) durchgefiihrt worden. Bestetti und
Crosti (2) haben im Hydrolysat der nicht fraktionierten Thrombozyten-
proteine 16 verschiedene AS papierchromatographisch qualitativ nachgewiesen.
Quantitative Untersuchungsergebnisse liegen unseres Wissens bisher nicht vor.

Methodik: Fiir die Gewinnung der Thrombozyten wurde das Blut von gesunden Blutspendern
mittels ViA-Kaniilen und dem Plastikgerit ,Donafix“ (Fa. Braun, Melsungen) durch leichten
Unterdruck in silikonisierte Konservenflaschen eingeleitet. Die Flaschen enthielten 1%/ Dinatrium-
acthylendiaminotetraacetat (,Sequestrenc” Alrox oder ,Titriplex I1I* Merds) in 0.7%0 Kochsalz-
lssung: die Mischung mit Blut erfolgte im Verhiltnis 1 Teil Lésung auf 9 Teile Blut, Diese
Mischung wurde sofort bei + 4°C 10 Min. mit 1000 r (= 100 g) zentrifugiert, das iiber-
stechende thrombozytenhaltige Plasma vorsichtig abpipettiert, die Thrombozytenzahl bestimmt.
Das thrombozytenhaltige Plasma wurde erneut bei +4°C 15 Min. mit 3000 r (1000 g)
zentrifugiert, der Uberstand entfernt, das Sediment in einem kleineren Volumen thrombozyten-
freien Plasmas so resuspendiert, dal Konzentrationen um 2 Mill/mm? entstanden. Die Thrombo-
zytenzahl wurde bei allen diesen Schritten im Phasenkontrastmikroskop nach der Methode von
Feissly und Liidin bestimmt. Das thrombozytenfreie Plasma fiir Verdiinnung und fiir die
Differenzbestimmungen (s. u.) wurde durch zweimaliges Zentrifugieren (4 4° C) mic 10000 r
fiir 30 Min. (10900 g) gewonnen. Dieses Plasma enthielt in allen Versuchen < 200 Thrombo-
zyten oder sichtbare Thrombozytentrimmer/mm?.

Vor der Elutionsdiromatographie der AS wurden die Proteine mit Trichloressigsiure gefille.
Die Siureamide der Monoaminodicarbonsiuren (Glutamin, Asparagin) und die mit Trichlor-
essigsiure nicht gefillten Peptide wurden durch Kochen mit 2n HCl hydrolysiert. Dauer der
Hydrolyse 3 Stunden, Temperatur des Sandbades 120° C. An der Siule eines Anionenaustauschers
(Dowex 138, 200—400 mesh) wurden zunichst durch Elution mit Azetatpuffer von pH 4,2
bzw. 5,8 die Monoaminodicarbonsiuren von den iibrigen AS getrennt. Die letzteren wurden
an der Siule eines Kationenaustauschers (Dowex 508, 200—400 mesh) durch Elution mit
Zitratpufferlésungen von abgestuftem pH und 0,2n NaOH in 5 AS-Gruppen aufgegliedert
(Einzelheiten des Verfahrens siehe Gerok [3]). An der Kationenaustauschersiule wurde aufler-
dem eine ninhydrinpositive Fraktion isoliert, die vor den AS im Eluat erschien und deshalb
als AS-Vorfraktion bezeichner wurde.
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Die Konzentration des o-Amino-N in den Eluatfrakrionen bestimmten wir kolorimetrisch
mit Hilfe der Ninhydrinreaktion in der Modifikation nach Rosen (4). AuBérdem wurde nach
der Methode von Troll und Lindsey (5) die Iminosiure Prolin bestimmt. Aus der Diffe-
renz der ‘AS-Konzentration im thrombozytenfreien und thrombozytenangereicherten Plasma und
der Thrombozytenzahl konnte der AS-Gehalt der Thrombozyten berechnet werden. Der Analysen-
gang ist in Tab. 1 schematisch dargestellr.

Zur Charakterisierung der AS-Vorfraktion wurde das zugehsrige Eluat durch Verdriingungs-
chromatographie an einem Anionenaustauscher ,entsalzt” und auf Chromatographiepapier
Whatman Nr. 1 mit dem Lésungsmictel Butanol-Essigsiure Wasser (4:1:5 Vol TL) in
absteigender Technik papierchromatographisch analysiert (Einzelheiten des Verfahrens siche
Gerok [3]).

Tab. 1

Thrombozytenangereichertes Plasma bzw.
thrombozytenfreies Plasma.
Enteiweillung. Hydrolyse.
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*) Prolin wird nach Troll und Lindsey (7) gesondert bestimmt.
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Ergebnisse

Das Ergebnis der AS-Gruppenanalysen von 7 gesunden Versuchspersonen
zeigt Tab. 2. Von den AS der Thrombozyten gehdrt der grofite molare Anteil
zu der Gruppe der Monoaminodicarbonsiuren (Asparaginsiure, Glutaminsdure)
und zur Gruppe der aliphatischen Monoaminomonocarbonsiuren (Glycin,
Alanin, Valin, Cystin). Alle iibrigen AS-Gruppen sind in den Thrombozyten
nur in geringer Menge enthalten. Unter den ninhydrinpositiven Substanzen der
Thrombozyten iiberwiegt die sog. AS-Vorfraktion; ihre Konzentration, berech-
net auf Grund der Extinktion bei der Ninhydrinreaktion, ist grofler als die
Gesamtkonzentration der AS. Die papierchromatographische Analyse ergab,
da die AS-Vorfraktion zum iiberwiegenden Teil oder ausschlieflich eine Sub-
stanz enthdlt, die im Losungsmittel Butanol-Essigsaure-Wasser den gleichen
chromatographischen Rf-Wert wie Taurin aufweist. Andere ninhydrinpositive
Substanzen konnten bei der Papierchromatographie der AS-Vorfraktion nicht
nachgewiesen werden. Ein hoher Tauringehalt der Thrombozyten ist auch von
Frendo et al. (6) und von Hino (1) beobachtet worden.

Tab. 2
Thrombo- WAS- Monoamino- Hydroxy- Aliph. Aliph. Aromar, Diamino-  Imine-
zyten- Vorfrakeion*  diearbon- AS Monoamino- Monoamino-  AS  monocarbons. siuren
zahl siluren monocarbon- monocarbon- Heterocycl. (Prolin)
Mill./mm? SHuren 1 Sturen 11 AS

1 11 I 1 I 11 I 1 I 1 1 1 T 1 1 1

2.53 1.02 403 0.33 130 0.13 51 0.26 103 0.12 47 004 16 011 43

1

2 1.94 0.92 475 0.33 170 017 B8 0.22 113 0.08 41 0.06 31 0.11 57

3 2.34 1.36 581 0.30 167 0,18 7 0.30 128 0.16 68  0.10 43 0.15 64

1 3.30 1.36 409 .43 130 0.19 58 032 97 023 70 010 30 0.16 48

5 2.73 1.16 425 031 114 017 62 023 B4 008 29 004 15 019 70 0.05 18

6 4.20 1.3 319 0.55 131 0.20 69 056 138 018 43  0.06 14 0.20 69 009 21

7 3.40 1.82 535 0.49 144 0.14 41 0.15 44 0.14 41 0.04 12 0.2 3% 004 17
Arithm. Mirtel 45633 14148 6416 101 £11 48x6 2344 55k5 1743

1: Differenz der AS-Konzentration in Thrombozyten-freiem und Thrombozyten-angereichertem Plasma
(mg¥s a-Amino-N).
11: AS-Gehalt der Thrombozyten (ug a-Amino-N in 10" Thrombozyren.

In Tabelle 2 sind die Streuungen der Mittelwerte (om) angegeben. Da in
jeden Einzelwert der methodische Fehler bei der Thrombozytenzihlung und die
methodischen Fehler von 2 AS-Bestimmungen eingehen, ist diese Streuung
relativ grofi.

Die in den Thrombozyten besonders reichlich vorhandenen Monoaminodicar-
bonsiuren (Glutaminsiure, Asparaginsiure) konnen mit Hilfe von Trans-
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aminasen, die von Waller, Lohr, Grignani und Gross (7) in
Thrombozyten nachgewiesen wurden, in die entsprechenden, im Zitronensiure-
zyklus wichtigen o-Ketosduren (o-Ketoglutarsiure, Oxalessigsiure) iibergefiihrt
werden und umgekehrt. Taurin ist Endprodukt im Stoffwechsel der schwefel-
haltigen AS. Es ist naheliegend, den auffallend hohen Tauringehalt der Throm-
bozyten so zu deuten, daff den schwefelhaltigen AS im Stoffwechsel der Throm-
bozyten eine besondere Bedeutung zukommt.

Untersuchungen iiber die AS in den Thrombozyten von Thrombozytopathien
sind im Gang.

Zusammenfassung

Durch Eluationschromatographie an Ionenaustauschern wurden 6 AS-Grup-
pen und dic Iminosiure Prolin in Thrombozyten quantitativ bestimmt. Der
grofite molare Anteil der AS entfillt auf die Gruppe der Monoaminodicarbon-
siuren. Thrombozyten enthalten in hoher Konzentration Taurin,

Summary

Six groups of amino-acids and the imino-acid proline were quantitatively
determined in platelets by elutionchromatography on ion exchange resins. On a
molar basis, the group of monoamino-dicarbonic acids were the greatest group.
Platelets were found to contain taurin in high concentration.

Résumé

Six groupes d’acides aminés et I'iminoacide proline ont été dosés quantitative-
ment en faisant appel A la chromatographie sur échangeur d’ions. Les di-acides
monoaminés forment le plus grand groupe, calculé sur une base molaire. Les

thrombocytes contiennent de la taurine en forte concentration.

Den technischen Assistentinnen E. Staufenberg und R. Pagel danken wir fiir ihre
fleiflige und verstindnisvolle Arbeit.
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