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Abstract-Swine thrombocytes were found to contain on average 2.38 :I 0.08 per 
cent glycogen (n ~~ 36) calculated on the dry mass. Incubation of blood platelets in 
0.9 :/, NaCl at 37 ‘C for 2 hr gave 20 per cent of the initial value for glycogen irrespective 
of whether a phosphate or bicarbonate buffer was used or whether EDTA or sodium 
citrate served as anticoagulant. In plasma and saline containing glucose the breakdown 
rate was retarded, here again independent of the buffer system used. About I5 per cent 
of the initial glycogen content was lost on incubating the platelets in plasma or NaCl 
solution at 0 ‘C for 6 hr. Sodium fluoride (iO_” M) inhibited glycogen breakdown while 
2:4 DNP had no effect. 

Parallel measurements of the clot retraction of the incubated thrombocytes and 
glycogen content showed a high glycogen content gave good retraction and a low one 
poor retraction. The correlation coefficient calculated as r -~ 0.74 is the expression 
linking both sets of values (p < OGOI). 

DAS Vorkommen von Glykogen in Thrombocyten war bis vor kurzem umstritten. 
Einerseits verliefen Versuche es aufzufinden ergebnislos,l. 2 andererseits wurde es 

mehrfach auf histochemischem Weg nachgtwiesen.“m i Die ersten quantitative11 
Daten legten Liihr et al.” fir menschliche Blutpl&tchen var. Woodside und Kocholaty!’ 
differenzierten 1960 die Kohlenhydrate in Menschen- und Rinderthrombocyten und 

zeigten, dass die Htilfte der Gesamtkohlenhydrate dieser Zellart aus Glykogen besteht. 
‘ijbereinstimmend stellten die vorgenannten Autoren einen Glykogengehalt fest, de1 
dem der Skelettmuskulatur entspricht. 

ES sind in der Literatur tiberzeugende Hinweise dafiir vorhanden, dass Glucoseabbau 
in den Plattchen und Retraktion des Gerinnsels eng miteinandcr verkniipft sind.Rq 1~~:~ 
Bei diesem Vorgang wurde ein crhBhter Glucoseverbrauch bei gleichzei-tiger 

Anhtiufung von Milchstiure und ein signifikanter Abfall der ATP-Werte neben 
Ansticg des anorganischen Phosphates iibereinstimmend beschrieben. Auf Grund 
dieser Kenntnisse und in Anbetracht der hohen station&-en Konzentration schien 
es wiinschenswert, das Hauptreservoir des Kohlenhydratstoffwechsels einer genauen 
Analyse zu unterziehen. 

Ein weiterer Ansatzpunkt dieser Arbeit steht im Zusammenhang mit Problemen 
der Plgttchen-Konservierung fiir Transfusionszwecke. Diese neuerdings in der 
Klinik eingefbhrte therapeutische Massnahme, z.B. bei Haemorrhagien thrombo- 
cytopenischer Patienten, erfordert die Bereitstellung sog. “intakter” Thrombocyten. 

* Direktor: Prof. Dr. 0. Eichler. 

145 



146 ELLEN WEBER.~OL~GANG LITTMANN und ROSINA FREITAG 

Nach Untersuchungen von Racugglia und BethelllJ darf die Aufbewahrungszeit 
nach der Blutentnahme maximal 24 Stunden, nach Ergebnissen von Baldini el al.l” 
cogar hochstens 3 Stunden betragen, wenn ein hacmostatischer Effekt erreicht wcrden 
SOlI. 

Systematische Untersuchungen zur Beeinflussbarkeit der fur die Erhaltung der 
Intcgrit% der Blutpl~~tt~llen verantwortlichen Faktoren unter in vitro-Bedingungen 
und die sich daraus ergebenden Konsequenzen fiir die Thrombocyten-Konservierung 
fehlen weitgehend. 

Blut von Schweinen wurde beim Abstechen der Tiere im Schlachthof in silikonierten 

1 1. Glasgefassen aufgefangen, die 100 ml einer l-7 % Titriplex III-LBsung* mit O-9 % 
NaCI-enthielten. Durch Differentialzentrifugation der Blutmischung in einer Kiihl- 

zentrifuge bei 14” (5 Min mit 2200 Y g zur Gewinnung des thromboc~enhaItigen 
Plasmas, 20 Min mit 4600 x g zum Absetzen der Plattehen aus dem Plasma) wurden 
die Thrombocyten isoliert und anschliessend in dem zu priifenden Medium gewaschen. 
Die Hauptmenge dieser Plattchen wurde darin suspendiert und nach Ablauf der 
lnkubationszeit ein weitcres Ma1 abgesetzt. Ein kleiner Teil dcr Zellen wurde ohne 
lnkubation sofort anschliessend ein zweites Ma1 gewaschen. Die von diesen Thrombo- 
cyten crmittelten Werte wurden als Glykogengehalt der frischen Blutplattchen 
angesehcn. 

Alle Inkubationsmedien enthielten Titriplex 111: den Elektrolytliisungen wurde 
jeweils 1 mg Titriplex~ml zugesetzt, in dem Plasma befand sich die anfangs zur 
Verhtitung der Blutgerinnung zugegebene Titriplexmenge. Eine Ausnahme bildeten 
lediglich die im Ergebnisteil unter Ziffer lb zitierten, mit Na-Citrat als Antikoagulans 

durchgeftihrten Versuche. In diesem Fall wurde der NaCl-LSsung bei der Jnkubation 
kein Titriplex zugefiigt. 

Die geschilderten Arbeitsgange erfolgten alle unter stgndiger Kiihlung auf Eisbad- 

temperatur. 

2. Glykogenbestimmung 
(a) Im tr~c~~oressigsau~e~l Extrakt naclr Gun der VieP. Von der abzentrifugie~en. 

feuchten Thrombocytenmassc wurde etwa ein Gramm zu 4 ml 5 % TCEt eingewogen 
und in einem Teflonhomogenisator extrahiert. Der Riickstand wurde einer drei- 
maligen Nachextraktion mit je 3 ml 57; TCE unterworfen. Die ijberstgnde wurden 
gesammelt und mit TCE auf 20 ml aufgefiillt. Je 2 ml dieses Extraktes dienten zur 

Glykogenbestimmung nach der Metllode von v.d. Vies.l” 
(b) Im KOH-E,urr-akt n&z Fang et al. I7 Die isolierten Thrombocyten wurdcn iiber 

Nacht in einem Trockenschrank bei 105” getrocknet. In l-3 mg der Trockenmasse 
erfolgte die Bestimmung des Glykogengchaltes nach Fong et al.17 Es wurde jeweils 
eine Dr~ifachbestimmun~ vorgenommen und der Mittelwert errechnet. 

In beiden der angewandten Methoden diente Anthron zur kolorimetrischen 
Erfassung des Glykogens. Nur bei dem Vorgehen nach Fong et n2.l’ war dirser Messunp 
tine Fallung des Glykogens mit Alkohol vorgeschaltet. 

* Dinatriumsalz der ;ithylendiamintetracssigs8urc; Fa. Merck, Darmstctdt. 
i_ Trichloressi~~urc. 
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3. Bestitnmung der Gerinnsel-Retraktion nach A4acFarlane1s 

In ein ausgegltihtes Riihrchen wm-den etwa 20 mg feuchtc Thrombocytenmasse in 
plgttchenfreies Plasma des gleichen Tieres cingewogen und 2 ml einer 0.024 M 
CaCl,-Liisung zugegeben. Auffiillung mit Plasma auf 10 ml und gute Durchmischung 
des Inhaltcs. Als Verschluss des Riihrchens diente ein Gummistopfcn. Dicscr war 
mit einem Draht durchbohrt. dessen Ende zur Abschcidung dzs Koagulums als 
&e ausgcbildct war. Nach 1 i h lnkubationszeit in einem Brutschrank bei 37°C 

wurde dcr Gummistopfen mit Draht und anhaftcndem Gcrimxel van dcm fltihrchen 
cntfernt und die Menge dcs Serumriickatandcs als Mass dcs Rctraktionswrmiigens 

gewertet . 

ERGEBNISSE 

I. Der Glykogengehalt in Sch~~~Pinethromhocyten unter r~erschiedenm Bedingutzgen 
(a) Der Glykogengehalt frisch isolierter Thrombocyten. Der durchschnittliche 

Glykogengehalt frisch isolierter, zweimal mit physiologischcr NaCl-LBsung 

gewaschener Schweinethrombocyten betrug bei 36 Tieren 2.38 & 0.08 ‘A bczogen auf 
das Trockengewicht der PlBttchen. Der hiichste gemessene Wert wurde mit 3.49% 
bestimmt, der kleinste mit 1.26 %. Bei den 36 Schweinen lag der Glykogenbestand von 
15 Tieren zwischen 2.40% und 3*00x, bei 15 weiteren zwischen 1.80 und 2.40%. 

Nach Roe et al.ly extrahiert KOH aus Gewebe such Substanzen, die mit Alkohol 
fgllbar und wasserlijslich sind, anthronpositiv reagieren, sich von Glykogen aber 

durch ihre Dialysierbarkeit unterscheiden. Entsprechende Priifung der Aussen- 

fliissigkeit nach Dialyse von Glykogen, welches wir durch KOH-Extraktion aus 
Thrombocyten gewonnen hatten, ergab 1.87 % anthronpositive Substanzen. Eine ins 
Gewicht fallende Beeinflussung unserer Versuchsergebnisse kommt demnach nicht 
in Betracht. 

Die gemessenen Glykogenwerte liegen nach unsereren Erfahrungen mit bei 0 “C 
inkubierten Thrombocyten (s.u.) urn maximal 20% unter den in viva vorkommenden. 
Dies entspricht dem Ante& mit dessen Verlust man wzhrend der Aufarbeitung der 
Thrombocyten rechnen muss. Von der Blutgewinnung bis zur Blockierung der 
enzymatischen Reaktionen vergingen hijchstens 6 Stunden. 

Auch Woodside und Kocholatyg haben eine grosse Streubreite im Glykogengehalt 
von Menschen- und Rinderplsttchen gesehen, wenn die Dauer der Thrombocyten- 
isolierung variierte. 

Mit Hilfe des bei 33 Tieren bestimmten mittleren Trockengewichtes der Thrombo- 
cyten von 12 & 0.23% l&St sich der Anteil von Glykogen an der feuchten 
Plgttchenmasse zu 0.29 % berechnen. Da 1 g feuchte bzw. 120 mg trockene Thrombo- 
cytenmasse rund 3.6 x lOlo Zellen enthielt, sind in lOlo Plgttchen 0.81 mg Glykogen 
vorhanden. 

Wurde die Extraktion der Plgttchen mit TCE vorgenommen, so ergab sich bei 
30 Schweinen ein mittlerer Glykogengehalt von 2.10 _C 0.11% der Trockenmasse. 

(b) Das Verhalten des Glykogenbestandes in Pliittchen bei Suspension in Elektr-o- 

Zytliisungen. In Thrombocyten, die bei 37 “C in gepufferter, physiologischer NaCl- 
Liisung von pH 7.4 inkubiert wurden, kam es innerhalb der ersten beiden Stunden 
zu einem raschen Glykogenzerfall, dem eine Phase mit verminderter Abl,auge- 
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schv,lndigkeit folgte. Aus Fig. I geht hervor, dass es dabei gleichgiiltig ist. ob ein Puffer- 
system mit Phosphat (-•-a--) odcr mit Bikarbonat (--[I--I~.;--_) verwendet wird. 

Eine deutlichc VerzBgerung crfuhr der Glykogenabbau in ungeputrerter Kochsalz- 
liisung !.on pH 5 (-c.-<,--). Ohne Bedcutung fiir den Glykogengehalt blieb dcr 
Zusatz van Titriplex III (- @-- ---). 

FIG;. 1. Das Verhaltcn des Glykogenspiegels in Schweinethrombocyten wshrend der inkubdtion bci 

0 C in Plasma oder 0.9’?‘, NaCl-Msung (- A-- A-) bzw. bei 37 ‘C in 0,9Y,, NaCI-Liisung 
(- ,;-___~ _ -), in 0.97; NaCI-L6sung von pH 7.4 (mit Phospnatpuffer -- l - l -. mit Bikarbonat- 

puffer ._--Z -) oder in 0.9 “/, NaCI-Lasung von pH 7.4, die im Gegensatz zu den anderen Mcdien 

kein Titriplex 111 enthielt (-O- O-). Die Glykogenkonzentrationen sind auf der Ordinate in 

Prozenten der Ausgangswerte aufgetragen. Diese entsprechen dem Glykogengehalt der Plgttchen zu 

Inkubatlonsbeginn (IOOY,). Angegeben sind jeweils die Durchschnittswerte mehrerer Experimente; 

Anzahl der untersuchten Tier,: siehc Tabelle I oder 2. 

Dab Blut von drei Tieren wu-de ohne Titriplex Ill aufgearbeitet, indem wir als 
Antikoagulans Na-Citrat (3.8%: Verdiinnung mit Blut 1 :5) wtihlten. Auch dem 
phosphatgepufferten Inkubationsmedium wurde im Gegcnsatz zu sonst kein Titriplex 

beigemischt. 
Ein Verlust an das umgebende Milieu iiber eine Permeabilit%tsanderung der 

Pl&ttchenmembran ist fiir Glykogen sehr unwahrscheinlich. Zudem haben wir diese 
Mijglichkeit fiir Thrombocyten in gepufferter Elektrolytliisung mit und ohne 2.4- 
DNP-Zusatz durch Priifung des ijberstandes der Inkubationsmedien auf Vorhanden- 
sein \on Glykogen ausgeschlossen. Es liess sich in keinem Fall nachweisen, obwohl 
die Plattchen unter beiden Bedingungen die gleiche. hohe Abbauquote fir Glykogen 
aufwiesen (s.u.). 

Fig, 1 zeigt weiterhin. dass durch Eisbadtcmperatur der Glykogenabbau wirksam 
verlangsamt wird (-A-A-). Nach 6 Stunden waren allerdings doch nahezu 
20 Prozent des urspriinglichen Glykogengehaltes verloren gegangen. Daraus ergibt 
sich, dass die fi_ir die Isolierung der Plsttchen beanspruchte Zeit auf ein Minimum 
beschrYnkt bleiben muss. 

Zu einer merklichen Behinderung des Glykogenabfalles bei 37 ‘C fiihrte die 
Vergiftung der Thrombocyten mit NaF (IO-” M) wie Fig. 2 (-A-A-) zeigt. 
Nach zwei Stunden waren noch 62.2% des Ausgangswertes an Glykogen nach- 
weisbar. also nahezu das Dreifache der Kontrollandtze. 
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Dagegen blieb 2.4-DNP in einer Konzentration von 1Om~‘J M ohne Einfluss auf die 
Zerfallsgeschwindigkeit des Glykogens. Ebenso wie in den unvergifteten Vergleichs- 

prgparaten waren hier nach 2 Stunden bereits rund 80 Brozent des urspriinglich 
vorhandenen Glykogens abgebaut (Fig. 2, - l - a-). 

GiykOgen 

h 

2 L 6 

Fit;. 2. Der Einfluss von NaF (IO-” M; -A- A--) und von 2,4_Dinitrophenol( IOey M; - l - e) 
auf den Glykogenabbau in Schweinethrombocyten, die bei 37 YJ in 0.9 % NaCl-Lbsung von pH 7.4 
(Phosphutpuffer) inkubiert waren. Zur Bezeichnung der Ordinate siehe Legende von Fig. 1. Ein- 
gezeichnet sind jeweils die Mittelwerte aus mehreren Experimenten: Anzahl der untersuchten Tiere 

siehc Tabelle 1 oder 2. 

2 i k 

FIG. 3. Der Glykogcnzerfall in Schweinethrombocyten nach Suspension der Zellen bci 37 C in 
Plasma (-0 -fl -), oder in 0.9 “//, NaCl-Liisung, welche 0.2% Glukose enthielt (pH 7.4; Phosphat- 
puffer -S +--; Bikarbonatpuffer - 0- G-). Zur Bezeichnung der Ordinate siehe Legende von 
Fig. I Jede Kurve gibt die gemittelten Werte mehrerer Experimente wieder; Anzahl der untersuchten 

Tiere siehe Tabelle I oder 2. 

(c) Das Verhalten zon Giykogen in Blutpliittchen bei Suspensiotl in Plasma; Einfuss 
r:on Glucose. Der Glykogengehalt von Thrombocyten, die bei 37 ‘C in Plasma inkubiert 
wurden, nahm innerhalb der ersten vier Stunden etwa linear ab (Fig. 3, -_3--_n---). 
Dieser langsamere Zerfall des Polysaccharides in Plgttchen, welche in Plasma sus- 
pendiert waren gegeniiber solchen, die in ElektrolytlBsungen inkubiert wurden, konnte 
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durch den Glucosegehalt dcs Plasmas bcdingt sein. Tatsgchlich erreichten wir eino 
wesentlichc Verlangsamung des Glykogenzcrfallcs, wenn wir dcr physiologischcn 
NaCl-Liisung 200 mg Glucose/100 ml zusctztcn wicdcrum ohnc B~influssung durch 
die Art des angewandtcn Puffers (Fig. 3. --0-0- bzw. -~ -~- --). Del- Ahbau 
erfolgtc jctzt iibcr die crstcn vicr Stunden strcng linear. 

Inkubation dcr Blu:pl%ttchen bci 0 C itI Plasma crgab die glcichc Verlustquotz t’ii~ 
Glykogcn uie bci Suspension in physiologischer Kochralzliisung bci dicser Tcmperatul 
(Fig. I. -~A-A-). 

2. Dcr. %~c.srn~~i~lr~rlllNiig :~~~i.scllen l’liittclien-C!l~kogen rind Rcttuk liotlsl,ertttiiSetl 

In cintim klcinen Teil der nach Inkubation abgcsctzien Thrombocy!enmass~ 
wurdc-~~parallcl zur Glykogenbestimmung-das Rclraktionsvcrmiigcn gcmesscn. 
Die fiir eine Vcrsuchsanordnung und Inkubationszeit gemittcltcn Wcrte dcs Scrum- 

riickstandes sind in Tabclle I zusammengefasst. Die ausgeprcsstc Serummenge 

TAUELLE I. ~~BERSICHT CUBER DIE ERGEBNISSE VON RETKAKTIONSMESSUNGEN AN 

ZWEIMAL IM SUSPENSIONSMEDIUM GEWASCHENEN ODER BEI 37 “C 
MEHRERE STUNDEN INKUBIERTEN THROMBOCYTEN 

(Alle Elektrolyt-LGsungen enthielten 0.1% Titriplex III, Plasma die bei dcr Blutgewinnung 
Tugesetzte Titriplex-Ill-Menge. Die Werte in ml geben den mit einer modifizierten 
MacFarlane-Technik bestimmten Serumriickstand nach abgeschlossener Retraktion des 

Gerinnsels an, n bedzutet die Anzahl der untersuchten Tiere.) 

Medium 

lnkubationsdaucr (Stunden) 
0 2 4 6 

II ~- ~___. ___ _ ___.__ 
ml ml ml ml 

NaCI-Liisung 0.9 “/g* 
(Phosphat-Puffer) 

NaCI-L6sung 0.9 “/: -L 0.2 7,; Glukose 
(Bikarbonat-Puffer) 

NaCI-LBsung 0.9 % : 0.2 % Glukose 
(Phosphat Puffer) 

NaCI-L6sung 0.9 %, (Phosphat-Puffer) 
kein Titriplex 111 

Plasma 

NaCl-Liisung 0.9 Tfi 
(Bikarbonat-Puffer) 

NaCl-Msung 0.9 y<, 
(Phosphat-Puffer) 

NaCl-LGsung 0.9 ‘:c 
(PH 5.0) 

NaCI-L6sung 0.9% -t NaF 10m3M 
(Phosphat-Puffer) 

NaCI-LGsung 0.9:/, -i 2.4-DNP 1O-3 M 
(Phosphat-Puffer) 

2 9.4 9.4 9.3 9.2 

3 8.9 8.4 8.5 7.‘) 

3 9.1 Y, I 7.5 4.6 

3 9.0 Y.4 6.9 5.8 

8.5 

8.9 

8.1 

8.1 

6.5 

6.0 5.2 

4 

3 

9.1 7.0 

4 8.2 5.5 

3.0 

3.0 

3.0 

3.0 

5.3 4.7 

3.0 7.(9 

* Die Inkubation prfolgte hier bei 0°C 
t Die Inkubationsdauer betrug in diesem Fall 30 Minuten, in den beiden folgenden Spalten 1 bzw. 

2 Stunden. 
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schwankte fiir nicht inkubierte Blutplzttchen, deren Behandlung sich nur in der 
Zusammensetzung der Waschfliissigkeit unterschied, zwischen 9.4 und 8.5 ml. Lediglich 
mit ungepufferter NaCl-Liisung gewaschene Thrombocyten lagen mit 8.2 ml gering- 
fiigig tiefer. 

TABELLE ~.ZUSAMMENSTELLUNG DEK PARALLEL DURCHGEF~~HRTCN RETRAKTIOM- 

MESSUNGEN UND GLYKOGENBESTIMMUNGEN AN LWEIMAL IM SUSPENSIONS- 

MEDIUM GEWASCHENEN ODER BEI 37 'C MEHRERE STU~DEN INKUBIERTEN 

THROMBOCYTEN 

(Die Ergebnisse der Retraktionsmessungen aus Tabellc I (R) wurden in drci Gruppen 
eingestuft und folgendermassen gekennzeichnet: gute Retraktion , massige Retraktion .- , 
schlechte oder fehlende Retraktion 0. Die cntsprechenden SerumrtickstCnde betrugen in 
Gruppe 1 > 8.4 ml, in Gruppe II 8.4-6.5 ml, und in Gruppe III c 6.5 ml. Die Prozentwcrte 
geben den Glykogengehalt der Plattchen als Anteil ihres Trockengewichtes bei Beginn der 
Retraktionsmessung an, n bedeutet die Anzahl der untersuchten Tiere. i)ber Titriplex-lll- 

Zusatze s. Legende von Tabelle 1.) 

Medium 

Inkubationsdauer (Stunden) 
0 2 4 6 

II 
R % R "' R "/' /" I" R % 

NaCl-Losung 0.9 %* 
(Phosphat-Puffer) 

2 mim 2.83 AL 2.66 - 2.48 2.35 

NaCl-Losung 0.9 % + 0.2 % Glukose 
(Bikarbonat-Puffer) 

3 I- 2.30 1.63 0.89 - 0.61 

NaCI-Losung 0.9 % + 0.2 % Glukose 3 + 2.72 ~:+ 1.80 - 0.97 0 0.88 
(Phosphat-Puffer) 

NaCl-Losung 0.9 % (Phosphat-Puffer) 3 :m 2.55 :- 0.51 0.39 0 0.34 
kein Titriplex 111 

Plasma 

NaCl-Losung 0.9 % 
(Bikarbonat-Puffer) 

4 1.94 0.90 ~~ 0.40 0 0.28 

3 I- 2.30 - 0.38 0 0.22 0 0.21 

NaCl-Liisung 0.9 % 
(Phosphat-Puffer) 

2 !. 1.61 - 0.41 0 0.21 0 0.22 

NaCI-Losung 0.9 7; 4 ~- 2.21 0 1.29 0 1.10 0 1.06 
(PH 5.0) 

NaCi-Liisung 0.9 % f NaF lo-$ M 3 2.33 0 1.46 0 1.16 0 0.77 
(Phosphat-Puffer) 

NaCl-Losung 0.9% + 2.4-DNP 1O-3 M 3 + 2.34 0 0.77t 0 0.46 0 0.40 
(Phosphat-Puffer) 

* Die Inkubation erfolgte hier bei 0”. 
t Die Inkubationsdauer betrug in diesem Fall 30 Minuten, in den beiden folgenden Spalten 1 bzw. 

2 Stunden. 

Bei Betrachtung von Tabelle 1 f%llt deutlich die verschiedene Beeinflussung des 
Retraktionsvermijgens iiber mehrere Stunden in Abh;ingigkeit der angewandten 
Inkubationsbedingungen auf. 

Stellt man nun Glykogengehalt und Retraktionsvermijgen der Plattchen einander 
gegeniiber wie es Tabelle 2 zeigt, so lassen sich die gesamten Ergebnisse trotz der 
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\ erschicdcncn Versuchsbedingungen unter einem einheitlichen Gesichtspunkt 
zusammenfassen. Im allgemeinen ist eine gute Retraktion mit einem hohen Glyko- 
gengehalt und umgekehrt eine schlechtc Retraktion mit einem kleinen Gfykogen- 
bestand grkopp:it. 

Einc gcwisse Ausnahme bildeten die in Kochsatz-Liisung von pH 5 inkubicrtcn 
Pl~ttchen. In diesem Milieu war der Glykogenzerfall zwar langsamer als bei physio- 

logischen pH-Wcrten, abcr die durch das schwach sauere Medium gesetzte SchBdigung 
der Retraktion scheint nicht voll reversibel zu sein. Bei mit NaF vergifteten Pliittchen 
zcigte +h trotz ~~~r~l~ltnisrn~ssig hoher G~ykogenkonz~ntrat~on e~waI~un~sgem~s~ 
eine schiechte Retraktion wegen dcr Verwertungsstiirung von Glucose, bedingt durch 
die blockierte Glykolyse. Nach 2,4-DPN-Zusatz war das Retraktionsvermiigen 
bereits 11x1~ 30 Minuten aufgchobx. 

Die Einteilung der Rctraktionsergebnisse in drei Gruppen (s. Tabelle 2) entspricht 
dem Aspekt der Gerinnsel. Diescs machte bei Gruppe I nur einen Bruchteil des 
Gesamt\x?lumens aus und war bei Gi-uppe II noch deutlich rerrahicrt. w$hrend c> 
bei Gruppe III ganz odcr zum weit iiberwiegenden Teil das Gesamtvolumcn ausfi.illtc. 

Urn un\; Klarheit iiber das Ausmass der stochastischcn Verbundenheit der beiden 
Griisscn zu verschaffen, haben wir zun$ichst die unter vergleichbaren Bedingungcn 
(phosphatgepuffertc NaCl-Ldsung) erzielten Resultate in ein Scatterdiagramm ein- 
LTetragen (Fig. 4) Es wurdcn nur die Wertcpaaie a~lfgenommen, bei denen tine gute 2 

FIG,. 4. Korr&tion zwischen dem Glykogengehalt in Schweinethrombocyten (Angabc in Prorenten 

der trockenrn PlZttchenmasse) und dem ais Ausdruck des Retraktionsverm6gens dieser &lien nach 

MacFarlane ermittelten Serumr~ckstand (ml). Die iiber der X-Achse cinge~eichneten Punkte bedeuten 

cinc gute. die unterhalb liegenden eine mHssige Retraktion. Entsprechend stellen die Punkte. wclche 

rcchts dcr Y-,\chse liegen einen hohen. die links davon aufgetragenen einen niedrigen Ciykogcngchalt 

dar. 

oder m&sige Retraktion vortag, d.h. bis zu einem Serumrgckstand von 6.5 ml. 
sodass kein strafferer Zusammenhang durch Esfassung von flInktionsun~~chtigcn 
Thrombncyten (fehlende Retraktion bei niedrigem Glykogengehalt~ vorget&uscht 

wird. 
Die Vzrtrilung der Punkte I&St sich eindeutig durch den Korrelationskoeffizienten 

beschreihsn. Er wurde nach Doerffel”O berechnet und zeigte den hohen Wert van 
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1’1 = i-0.74. Mit y1 < 0.001 erwies er sich bei den 47 Wertpaaren als hoch signifikant. 

Der Korrelationskoeffizient wurde such unter Einbeziehung aller Versuchsbedin- 
gungen-mit Ausnahme der Vergiftungsexperimente-bestimmt. Zwar betrug er 
jetzt nur noch I’~ = +0.62, aber die Signifikanz des Zusammenhanges war. bedingt. 
durch die hahere Anzahl der Experimente (89 Wertepaare), praktisch die gleiche 
(17~ < 0.001 : t, = 7.22: t, = 7.36). 

DISKUSSION 

Die bisher mitgeteilten Glykogenwerte von BlutplCttchen im Vergleich zu den in 

anderen Organen ermittelten gibt Tabelle 3 wieder. Da sich einige Werte nicht auf das 

TABELLE 3. UBERSKHT UBER DIE BISHER MITGETEILTEN QUANTITATIVEN 

CLYKOGENANALYSEN IN THROMBOCYTEN IM VERGLEICH ZUM GLYKOGENGEHALT 

ANDERER ZELLARTEN 

Species Zellart 
Glykogen 

:< des Extraktionsmittel Literatul 
Trockenget 

Mensch 6 
Rind 

: Mensch 
Schwein 36 

Mensch 10 
Mensch 20 
Mensch 25 

Mensch 
Ratte 

Mensch 

Thrombocyten 2.34 :!: 0.17 KOH Woodside und KocholatyY 
Thrombocyten 2.26 : 0.36 KOH 
Thrombocyten 2.42 : 

:OH 
Lijhr et a1.8 

Thrombocyten 2.38 :‘: 0.08 Diese Arbeit 

Leukocyten 2.12 $ KOH Leikin*? 
Lymphocyten 4.73 4 KOH 
Leukocyten 6.17 $ KOH Esmann”’ 

Skelettmuskel 2.0 4.0 Lohmann und 0hlmeyer8” 
Skelettmuskel 1.8 20, Bloom und KnowltorP 

Lcbcr 4-28 KOH Cremer und FiihneP 

* Anzahl der untersuchten Individuen 
+ -+ mittlerer Fehler des Mittelwertes. 
: Umgerechnet auf Trockengewicht nach Angaben von Woodside und Kocholaty”. 
5: Umgerechnet auf Trockengewicht nach Angaben von Bird, Clements und BeckeP und von 

Willstltter und Rohdewald3”. 

Trockengewicht des betreffenden Gewebes bezogen, wurden sie mit Hilfe von 

Literaturangaben umgerechnet. Soweit angegeben wurde die Art der Gewebsextrak- 
tion mit aufgefiihrt. Die Ergebnisse stellen sicher, dass entgegen friiher gegusserten 
Ansichtenls 2 Glykogen ein Bestandteil der Thrombocyten darstellt. Auffgllig ist die 
nahezu vollstgndige ijbereinstimmung fiir die drei gepriiften Species, obwohl drei 
voneinander unabhsngige Arbeitsgruppen an den Analysen beteiligt waren. Aus de1 
Tabelle geht weiterhin hervor, dass der Glykogenbestand in Thrombocyten bezogen 
auf das Trockengewicht dem des Skelettmuskels entspricht und ausserhalb des Blutes 
nur von Lebergewebe iibertroffen wird. In Leukocytenzl, nach Leikin22 besonders in 
Lymphocyten, finden sich ghnlich hohe Konzentrationen fir Glykogen wie in den 
Plgttchen. 

Uber das Verhalten von Glykogen in inkubierten Thrombocyten haben unseres 
Wissens nur Woodside und KocholatyY Befunde publiziert. 

Nach eintggiger Lagerung in Vollblut wiesen daraus isolierte Thrombocyten nur 
rund 50 Prozent der durchschnittlichen Glykogenmenge frisch aufgearbeiteter Zellen 
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auf. Wurde eine zusiitzlichc Inkubation der isolicrten Plzttchcn van 16 Stunden bci 
0 “C in NaCl-Liisung angeschlosscn, so ging nur tin wcitcres Zehntcl des LII ~nka- 
bationsbcginn noch vorhandenen Glykogens vcrloren. Daraus wurdc geschlossen. 
dass in Vollblut dcr Kohlcnliydratssto~~~cli~~l schncller ablliuli als in Kochsalzliisunp. 
Diesc Vcrmutung kijnncn wir nicht bestiitigen. 

Wenn man cinc gleichmlissigc AbbaLlg~sch\~indigkcit ~OII Glykogcn in den Pl$ttchcn 
bci 0 ‘C annimmt. w stimmcn die van \Vooci\ide und Koch~~laty!’ mitgctciltcn Ll’ir:~ 
gut mit dam L on uns gcmcbxncn iibcrein. 

In kcinem Fall, such nicht in den unter Glucnsc-Zusatz durchgcfiihrtcn Vcr\;~il~n. 
habcn wir cinsn Anstieg dcs GlykogcnspicgLl\ b.5 Inkubation txobachtet. Einc 
Glykogcnsynthesc, die iibcrdic Nach licl‘crung abgcbautcr Meng~n hin;tusging. t;tnd 

also nicht statt. Die Ursache der unto- Glucose-Zusatz bzw. im Plasmamilieu b~:crbach- 
tcten langsameren Abbauratc fir Glykogcn ist unklar. 

Glykogen crweist sich nach unsercn Erfahrungen als ausg’ p.$igt labilcr Lell- 
bestandteil dcr cxtravasicrten Thrombocyten. Dies trifft such untcr anniihcrncl 
physiologischen Bcdingungcn zu. wit sic die Inkubation van Pl3ttchen in Plasma 
bedeutet. Es schcint dahcr miiglich, dass Glykogen cincr dcr Faktoren darstellt. die 

fiir die Intcgritiit der Blutplsttchcn wesentlich sind und, dass die Schwierigkeiten dcr 
Pl:ittchenkonservicrung fiir Transfusionszwecke zumindest zum Teil auf‘ diei;erl 
Gegebenheiten beruhen. 

Die Entdeckung des iiberraschend hohen ATP-Gehaltes in Thrombocyten2’:. 2i 
fiihrte zur Untersuchung ihres intermedigren Stoffwechsels in Abhgngigkeit vom 
Gerinnungs- und Retraktionsvorgang. Born lo beschrieb 1956 erstmals einen ATP- 
Abfall in Blutpkittchcn nach Ausliisung der Gcrinnung, ein B-fund, der inzwischen 
mehrfach beststigt wurde.8, 11, l2 Liischer 2j hat cbenfalls 1956 darauf hingewiesen. 

dass die Gerinnselretraktion mit Milchsgure-Bildung einhergcht. Sie versagt, Penn 
durch Zerstiirung der Plgttchen die Milchs%urcproduktion unmijglich gemacht wird. 
Gross2” und Bettex-Galland und Liischerll zeigten, dass eine Beziehung zwischen 

ATP-Konzentration in Thrombocytcn und der Retraktions-Aktivitzt besteht. Als 
weiterer Beweis fir den Zusammenhang zwischen Gerinnselretraktion und Energie- 
stoffwechsel der Pkittchen, ist das Ausbleiben der Retraktion nach Zusatz \-on 
Hemmstoffen dcr Glykolyse. des Zitronens%urezyklus und der Atmungskettenphos- 
phorylierung anzusehen,“, 11, 13, 2i--‘J!) ebenso die Befunde, die an Plgttchen von 
Patienten mit Glanzmann-Naegelischer Thrombopathie erhoben wurden.“, zi Aus 
diesenBeobachtungen geht, wie schon anfangs erwghnt, mit grosser Wahrscheinlichkeit 
hervor, dass fiir die Retraktion wcitgehend glykolytische Vorg2nge in den Thrombo- 
cyten die energieliefernden Prozcsse stellen. 

Die Vcrhgltnisse liegen in Wirklichkeit komplizierter, da trotz der weit iiber- 
wiegenden glykolytischen Aktivitat der Blutplgttchen such mit Hemmern des Zitronen- 
sgurezyklus und mit Atmungsgiften eine Aufhebung der Retraktion erreicht werden 
kann, obwohl nach Bettex-Galland und Liischer l1 die Sauerstoffaufnahme der 

Plgttchcn bci Zugabc von Thrombin sichcr nicht gcfijrdert, eher sogar gehemmt wird. 
Bei diescn Untersuchungen ist dcr in Thrombocyten nachgewiesene, grosse 

Glykogen-Vorrat unberticksichtigt geblieben. Unsere Experimente ergaben ein 

einhcitliches Resultat insofern, als weitgehend ein hoher Glykogen-Gehalt mit einer 
guten Rctraktion. niedriger Glykogen-Bestand dagegen mit schlechtem Retraktions- 
vermijgen. vcrg..scllschaftet war. Die quantitative Beschreibung dieser Verh%ltnissc 
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durch den Korrelationskoeffizienten r zelgte mit r = +0*74 und p < 0.001 eine 
hochsignifikante Verkniipfung der beiden Wertereihen an. Welcher Art die Bedeutung 
des Glykogens fiir den Retraktionsprozess im einzelnen ist, kann zungchst an Hand 
des mathematisch-statistischen Zusammenhanges nur vermutet werden und bedarf 
weiterer experimenteller Klgrung. Nach den bisher iiber den Thrombocyten-Stoff- 
wechsel vorliegenden Daten und den heute geltenden Anschauungen erschient such 
die funktionelle Zuordnung beider Grijssen miiglich. 

ZUSAMMENFASSUNG 

In Schweinethrombocyten fanden sich durchschnittlich 2.38 & 0.08 % Glykogen 
(n = 36) bezogen auf die Trockenmasse. Bei 37 “C in 0.9 % NaCl-Liisung inkubierte 
Blutpl;ittchen wiesen nach 2 Stunden nur noch 20 Prozent des Ausgangswertes an 
Glykogen auf ohne Unterschied, ob mit Phosphat oder mit Bikarbonat gepuffert 
und. ob ;iDTA oder Na-Citrat als Antikoagulans verwendet wurde. Eine langsamere 
Abbaurate zeigte sich in Plasma und in glucosehaltiger Kochsalzliisung, wiederum 
unabhgngig von den angewandten Puffersystemen. Nach 6 Stunden Inkubation der 
Plgttchen in Plasma oder NaCI-Lasung von 0 “C waren rund 15 Prozent des urspriing- 
lichen Glykogenbestandes verloren gegangen. NaF (lO-3 M) bewirkte eine Hemmung 
des Glykogenzerfalles, 2,4-DNP blieb dagegen ohne Einfluss. 

Parallel zur Glykogenbestimmung ausgefiihrte Messungen des Retraktionsver- 
mijgens der inkubierten Thrombocyten ergaben einheitlich eine Kopplung von guter 

Retraktion mit hohem Glykogenbestand und von schlechter Retraktilitgt mit niedrigem 
Glykogengehalt der Plgttchen. Ausdruck der Zuordnung beider Wertereihen ist der 
zu I’ = to.74 errechnete Korrelationskoetlizient (p < 0.001). 
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