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Abstract—Quantitative determination of glycogen in blood platelets from the pig were
made, after extraction with KOH, by estimating enzymatically glucose released by acid
hydrolysis. Under conditions in which the glycogen in the thrombocyts breaks down
rapidly such as incubation at 37° in an electrolytic solution; or coagulation in vitro,
the glycogen fraction measured by the enzyme method and the fraction obtained by
estimation with Anthron both fell off. The kinetics of the glycogen reduction within
these fractions varied with the conditions selected and these glycogen fractions which
can be differentiated by means of KOH and TCE showed differences in the rate of
decomposition.

EINE Retraktion des Blutgerinnsels tritt nur dann ein, wenn “‘intakte’ Blutpldttchen
am Vorgang beteiligt sind. Die fiir diese “Intaktheit” verantwortlichen Fraktoren
sind bisher unbekannt. In diesem Zusammenhang verdienen die labilen Bestandteile
der Pliattchen besonderes Interesse. Zu diesen zdhlt Glykogen, welches Absolutwerte
wie im ruhenden Skeletmuskel erreicht (Woodside u. Kocholaty; Lohr er al.; Weber
et al.; Olssen et al.).

Es ist seit langem bekannt, daB die Absolutwerte an Organglykogen stark von der
Wahl des Extraktionsmittels bestimmt werden. Alkali-Ausziige ergeben héhere Werte
als trichloressigsaure Extrakte. Man unterscheidet deshalb einen stirker gebundenen
Anteil (““Desmoglykogen’) von einer als “frei”” oder “loslich” bezeichneten Fraktion
(“Lyoglykogen™). Diese Differenzierung gewann an Bedeutung, als mehrfach, z.T.
mit radiochemischen Methoden, gezeigt worden war, dall diesen beiden Fraktionen
verschiedene funktionelle Wertigkeit zukommt (Bloom and Knowlton; Bloom ef al.;
Figuero und Pfeifer; Lourau und Meyer; Merrick und Meyer; Platner et al.; Russel
und Bloom; Stetten und Stetten; Stetten er al.; Kits van Heijningen; w.a.m.).

Neuerdings hat sich ergeben, da} bei Ermittlung des stationiren Glykogengehaltes
mit Hilfe enzymatischer Verfahren niedregere Werte gefunden wurden als mit der
Anthronmethode (Koritz u. Munk; Balzer u. Palm). Es mul3 deshalb angenommen
werden, daB von dem Anthronreagenz eine weitere Fraktion miterfaBit wird, die
KOH-unemfindlich und alkoholunlgslich ist. Es ist bisher nicht mitgeteilt worden, ob
diese Feststellung auch fiir Thrombocyten zutrifft.
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Bei frither durchgefiihrten Analysen fanden wir eine positive Korrelation zwischen dem Glyko-
gengehalt von Plittchen und ihrem Retraktionsvermogen. (Weber er a/.). Spiter zeigte sich, daB die
Beteiligung der Plattchen an Gerinnungsvorgingen zu einem beschleunigten Glykogenzerfall fiihrt,
der durch den Ablauf der Retraktion noch weiter gefordert wird (Weber u. Unger).

In der vorliegenden Arbeit wurden zunidchst die mit der Anthron-bzw. enzyma-
tischen Methode erfaBbaren Glykogenmengen in KOH-Extrakten aus Thrombocyten
gemessen. Nachdem sich deutliche Differenzen ergeben hatten, untersuchten wir,
welche der Fraktionen den wihrend Inkubation und bei Gerinnungsprozessen sich
labil verhaltenden Glykogen-Anteil stellen. Fernerhin priiften wir, wie sich die durch
Trichloressigsdure bzw. KOH-Extraktion unterscheidbaren Glykogenfraktionen unter
diesen experimentellen Bedingungen verhielten.

METHODIK
1. Herstellung und Behandlung der Pliittchensuspensionen

Die Gewinnung des Blutes unter Zusatz von EDTA (1,7 g{l000 ml Blutmischung)
und die Isolierung der Blutplidttchen wurde wie friiher beschrieben gehandhabt (Weber
et al.). Die isolierten Plidttchen wurden, bevor wir sie suspendierten (1 Gew. T. Zellen
-+10 Vol. T. Medium), entweder zweimal in Plasma oder in Elektrolytldsung (0, 9%
NaCl-Losung 4 Vol. T. 4+ 0,05 M Tris-Maleat-Puffer von pH 7, 4 1 Vol. T.) ge-
waschen und im gleichen Milieu aufgeschwemmt. Jeweils 0, 2 ml der Suspension
pipettierten wir in Zentrifugenréhrchen mit Schliffstopfen ein.

Zur Auslosung der Gerinnung verwandten wir pro Réhrchen 0,05 ml in aqua dest.
gelostes Thrombin* (60 NIH-Einheiten/ 0,75 ml aqua dest.) oder 0,005 ml einer
CaCls-Losung (1 M) oder ein Gemisch aus beiden Substanzen. Blutplittchen, die in
Elektrolytmedium suspendiert waren, setzten wir 0,01 ml Fibrinogenldosungt (60 mg
in 1 ml aqua dest. gelost) pro 0,2 ml Suspension zu. Die Zellaufschwemmung wurde
im Eisbad bis zum Beginn der Inkubation gehalten, die bei 37° erfoigte. AnschlieBend
wurden die Rohrchen wieder in Eiswasser gebracht und sofort mit KOH versetzt.

11. Glykogenbestimmung

1. Mit enzymatischer Methodik nach KOH-Extraktion (Methode I) Nach der
Maceration von je 0,2 ml der Plittchensuspension mit 1 ml 309, KOH bei 100°
(20 Min) wurde das nach der Vorschrift von Seifter ef al. erhaltene glykogenhaltige
Sediment in 1 ml HCI (In) gelést und 2 h im verschlossenen Réhrchen im siedenden
Wasserbad hydrolysiert. Die Entfernung der wéssrigen Phase erfolgte innerhalb 2-3
h im Vakuum bei 35°, den zuriickbleibenden weiflen Riickstand 18sten wir in 1 ml
H:0. Die bei der Hydrolyse entstandene Glucose wurde dann mit Hilfe von Glucose-
Oxydase (Biochemica Test Combination; C. F. Boehringer & Soehne GmbH Mann-
heim) enzymatisch bestimmt. Die auf diese Weise gemessene Glykogenmenge wurde
als Fraktion e bezeichnet,

2. Anthronmethode. (a) nach KOH-Extraktion (Methode I1): Zu je 0,2 ml Plitt-
chen-Suspension fiigten wir 0,175 ml KOH (309%,) und macerierten den Rohrchenin-
halt 30 Min im siedenden Wasserbad. Der weitere Arbeitsgang richtete sich nach der
Vorschrift von Fong et al. Entsprechend des auf das Fiinffache erhohten KOH-
Volumens steigerten wir die Wasserzugabe um den gleichen Faktor, Die gemessene
Glykogenmenge wurde Fraktion A genannt.

* Test-Thrombin; Behringwerke Marburg.
1 Fibrinogen vom Rind; Behringwerke Marburg.
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(b) nach Trichloressigsdure-Extraktion (Methode III): Etwa 500 mg der feuchten
Thrombocytenmasse wurde in 2 ml TCE* (5%) eingewogen, mit einem Teflonhomo-
genisator bearbeitet und abgesezt. Wir unterzogen den Riickstand einer dreimaligen
Nachextraktion mit je 1,5 m! der TCE. Die Uberstinde wurden gesammelt und mit
TCE auf 10 m! aufgefiillt. Je 2 ml dieses Extraktes diente zur Glykogenbestimmung
nach v.d. Vies.

3. Modifikation der Methodik zur Erfassung von Glykogen im Riickstand nach
TCE-Extraktion.

Fiir die Versuche, in denen wir das Verhalten des Glykogengehaltes der Zellen
im TCE-Extrakt und in dessen Riickstand priiften, mufiten wir die Analysenmethoden
modifizieren. Es zeigte sich, daB der durch TCE nicht extrahierbare Glykogenanteil
nur wenige Prozent des Gesamtglykogens betrug und daher die Mengen zu klein
waren, um bei iiblichem Vorgehen eine genaue Messung zu gewihrleisten.

Wir fiigten zu 1, 1 ml einer Zellsuspension 2 ml TCE (6 %) zu, homogenisierten und
extrahierten wie oben beschrieben insgesamt viermal. 2 ml des auf 10 ml aufgefiillten
TCE-Extraktes wurden mit 1,5 ml KOH (609%) in verschlossenen Rohrchen mit
Schliffstopfen 20 Min gekocht. Nach dem Abkiihlen gaben wir 3,7 ml Alkohol (95%;)
zur Glykogenfillung zu und arbeiteten nach der oben angefiihrten Methode von Seifter
et al. weiter.

Der Riickstand der TCE-Extraktion wurde, um noch anhaftendes Glykogen zu
entfernen, zunichst mit aqua dest. gewaschen. Nach Bestimmung des Gesamtge-
wichtes der Sedimente iiberfiihrten wir einen aliquoten Teil in Réhrchen mit Schliff
stopfen und macerierten ihn 20 min bei 100° mit 1 ml KOH (30%). Der weitere
Versuchsablauf entspricht den obigen Angaben (s. 11/1). Die Glykogenbestimmung
erfolgte nach saurer Hydrolyse mit der enzymatischen Methode.

ERGEBNISSE

1. Der Glykogengehalt frisch isolierter Thrombocyten gemessen mit drei verschiedenen
Methoden

Um die mit drei verschiedenen Verfahren ermittelten stationdren Glykogenkonzen-
trationen in frisch isolierten, zweimal mit Plasma gewaschenen Plattchen direkt
miteinander vergleichen zu kénnen, wurden jeweils die von einem Tier stammenden
Zellen zur Aufarbeitung nach den zwei bzw. drei Vorschriften augfeteilt.

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht der gemittelten Ergebnisse wieder. Die in mg pro
Gramm feuchte Plittchenmasse gemessenen Werte wurden hierfiir in den auf die
trockene Zellmasse bezogenen, prozentualen Glykogenanteil umgerechnet. Das
mittlere Trockengewicht der iiber Nacht bis zur Gewichtskonstanz im Trocken-
schrank bei 105° gehaltenen Thrombocyten von 6 Schweinen betrug 16,3 4- 0,49 9.
Die Tabelle zeigt, daBB Extraktion mit KOH und anschlieBende Bestimmung mit
Anthron die hochsten Werte lieferte. Setzt man diese gleich 100 %, so umfafit die mit
TCE/Anthron meBbare Menge 81 %, withrend man mit der enzymatischen Methode,
trotz der Extraktion mit KOH, nur auf 51 % kommt.

Bei den Zellen von 7 Tieren wurden parallelgehend Methode II und ITI angewandt. In dieser
Gruppe ist der mit Methode III zu messende Glykogenanteil hoher und betrédgt 93 9/.

* TCE = Trichloressigséure.
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TABELLE 1. MITTLERE STATIONARE GLYKOGENKONZENTRATIONEN IN FRISCH AUS

EDTAPLASMA ISOLIERTEN SCHWEINE-BLUTPLATTCHEN BESTIMMT MIT DREI VERSCHIE-

DENEN METHODEN. ANGABE IN PROZENTEN DES TROCKENGEWICHTES DER ZELLMASSE -+
MIT- TLERER FEHLER DES MITTELWERTES.

Methode Extraktions- Analysenmethode n  Glykogen (%)

mittel
I KOH Hydrolyse und enzy-
matische Bestimmung 20 1,14 + 0,05 51
1L KOH Anthron 20 2,25 -+0,08 100
I TCE Anthron 7 1,82 4+ 0,13 81

* Prozentualer Vergleich der mit den drei Methoden erfaBBten Glykogenmenge.

Thrombocyten, die vor Anwendung der enzymatischen Bestimmung zweimal mit
NaCl-Losung (0,99;) gewaschen worden waren (n = 9), wiesen einen Glykogen-
Bestand von 2,69 4- 0,17 mg/g auf, gegeniiber 1,93 4 0,11 mg/g bei den aus Plasma
isolierten Zellen. Unter Beriicksichtigung der festeren Packung der Zellen im Plitt-
chen/Elektrolytmedium-Sediment als im Plittchen/Plasma-Sediment (Intercellular-
raum durchschnittlich 309, gegeniiber 409;; Eichler et al.) konnte man bei mit
NaCl-Losung gewaschenen Thrombocyten eine um das 1,165 fache hohere Glykogen-
konzentration erwarten. Wir fanden aber das 1,39fache, also 19,5% mehr. Es wirkt
sich dabei wahrscheinlich u.a. die gegeniiber den anderen beiden Gruppen um die
Hilfte kleinere Anzahl der Versuchstiere aus.

Die hier angegebenen Daten decken sich weitgehend mit den frither mitgeteilten (fiir Methode 1I
2,38 1 0,089;; fiir Methode 111 2,10 + 0,13%, Weber er al.). Es waren damals allerdings aus-
schlieBlich zweimal mit NaC1-Losung gewaschene Zellen analysiert worden, so daB die Werte um den
Faktor 1,165 iiber den jetzigen liegen sollten. Dies trifft fiir die seinerzeit nach Methode I1I bestimmten
Werte genau zu, wihrend die mit Methode 1l gemessenen damals etwas tiefer lagen. Wir fithren diese
Erscheinung auf methodische Unterschiede zuriick, die besonders in der Handhabung der Platt-
chenmasse nach ihrer Isolierung bestehen: wir trockneten frither die Zellen vor der Behandlung mit
KOH; heute geben wir sie dagegen sofort nach der Inkubation in KOH und vermeiden so mit
Sicherheit einen bei Trocknungs beginn nicht auszuschlieBenden Glykogenabfall.

2. Verhalten des enzymatisch ermittelten Glykogenbestandes bei Inkubation und bei
Gerinnungsprozessen

Nachdem mit dem enzymatischen Verfahren durchschnittlich nur halb so viel
Glykogen nachweisbar war wie mit der Anthronmethode, haben wir die friiher
beschriebenen Versuchsanordnungen wieder aufgegriffen und gepriift, wie sich diese
Glykongenanteile bei Inkubation oder im Gerinnungsablauf verhalten. Die durch-
schnittlichen Kurvenverldufe sind in Abbildung la und 1b wiedergegeben.

Die Gegeniiberstellung mit den fritheren durch KOH/Anthron erhaltenen Resul-
taten ergibt qualitativ eine fast vollige Ubereinstimmung: im Plasmamilieu erfolgt der
langsamste Glykogen-Abbau, wihrend Pliattchen in Elektrolytmedien oder nach
Auslosen von Gerinnungsprozessen sowohl im Plasma wie in Salzlosungen einen
rapiden Verlust des Polysaccharides erleiden. In der Plittchen-Plasma-Suspension
148t sich der Effekt von Thrombin und CaCls an Hand der verschiedenen Zerfalls-
geschwindigkeiten differenzieren; fiir die Zellaufschwemmung im Elektrolytmedium
trifft dies nicht zu. In quantitativer Hinsicht fillt auf, daB jetzt der sich schlieBlich
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einstellende, konstante Glykogenspiegel nur 20 %, oder weniger des Ausgangswertes
betrigt, damals bei Ausfilhrung der Analyse mit KOH/Anthron bei rund 309, oder
héher lag.
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ABB. 1. Verhalten des mit KOH/enzymatischer Bestimmung (Methode 1) erfaBten Glykogen-
bestandes von Plittchensuspensionen bei 37°. Die Kurven geben durchschnittliche Werte aus 3-9
Versuchen, ausgedriickt in Prozenten des Ausgangswertes, wieder.

(a) Plittchenaufschwemmung in EDTA-haltigem Plasma, ohne weiteren Zusatz — O-—(O—, nach
Auslosen der Blutgerinnung durch Thrombin (4 NIH-E/0,25 ml) —@—@— oder durch 1 M
CaClz-Losung (5 x1/0,2 ml) —A—A—,

(b) Plittchenaufschwemmung in Elektrolytlosung, ohne weiteren Zusatz — x — > —, nach 4 NIH-E
Thrombin/0,25 ml oder nach Gerinnungseinleitung in fibrinogenhaltigem Milieu durch Thrombin
und 1 M CaCl-2Lésung (5 u1/0,2 ml) —A—A—,

3. Unterscheidung von Glykogenfraktionen durch Anwendung von Anthron und enzy-
matischer Bestimmung

Nachdem sich mit KOH-Anthron mehr Glykogen (Fraktion A) nachweisen lieB
als mit KOH/ enzymatische Bestimmung (Fraktion e), konnte das Verhalten der
unbekannten, nur mit Anthron faBbaren Glykogenfraktion a iiber die Beziechung A =
e + a berechnet werden. Die Verminderung dieser drei Fraktionen in Blutplidttchen
withrend der Gerinnung, ausgeldst durch Thrombin oder CaCls ist in Abbildung 2a
und 2b dargestellt. Die unterste Kurve ist jeweils mit Hilfe der enzymatischen Metho-
de* und die mittlere durch Anwendung von Anthronreagenz gewonnen.

Die oberste Kurve zeigt den berechneten Verlauf von Fraktion a auf.

Die mit Anthron erhaltene Kurve ist der Arbeit von Weber und Unger entnommen, Die dort auf
die jeweils mitlaufende Kontrolle des betreffenden Zeitpunktes bezogenen Prozentangaben sind
jetzt von dem gleich 100 % gesetzten Ausgangswert abgeleitet.

Es stellt sich heraus, daB im allgemeinen der Glykogenverlust in Plittchen, die bei 37° in Plasma
inkubiert sind—zumindest innerhalb der ersten 90 Minuten—weniger stark ist, als wir unseren
ersten Versuchen entnommen haben, nach dene: innerhalb zwei Stunden 509 des urspriinglichen
Vorrates verloren gingen. Es stehen inzwischen den frither mitgeteilten vier Versuchen mehr als
25 gegeniiber, die bestitigen, daB tatsédchlich im genannten Zeitraum die Glykogenkonzentration
sich nur wenig indert. Gewisse methodische Unterschiede, die zum Teil oben erwidhnt wurden,
kénnten fiir diese Differenzen von Bedeutung sein.

* Diese beiden Kurven sind identisch mit zwei der in Abb, la dargesteliten.
B.P.—4I
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Abbildung 2a und 2b macht deutlich, da8 in Blutplittchen, welche an Gerinnungs-
vorgingen teilnehmen, in den ersten 30 Minuten nicht nur die mit der enzymatischen
Methode gemessene Fraktion e, sondern gleichzeitig auch die nur mit Anthron zu
fassende Fraktion a abnimmt. Dies gilt unabhingig davon, ob die Gerinnung durch
Thrombin oder durch CaCl; in Gang gebracht wurde.
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ABB. 2. Abnahme des Gehaltes verschiedener Glykogenfraktionen in bei 37° inkubierten Plittchen-~
Plasma-Suspensionen nach Einleiten der Blutgerinnung durch (a) Thrombin (4 NIH-E/0,25 ml)
oder (b) I M CaCls-Losung (5 #1/0,2 ml). Durchschnittswerte aus 3-10 Versuchen. Angaben in
Prozenten der Ausgangswerte.
Fraktion A —@— @ —
Fraktiona —Q-—0O—
Fraktione —A—/A—-

In allen Fraktionen ist die Zerfallsgeschwindigkeit bis zur 10. Minute gleich und
verringert sich dann in den drei Fraktionen, wenn auch nicht im gleichen Ausmal.
Sie ist am geringsten in Fraktion a.

Eine entsprechende Betrachtung des Verhaltens der drei Glykogenfraktionen in
Plittchen, die in Elektrolytiosung bei 37° ohne weitere Zusiitze gehalten wurden, ist
den stark umrandeten Rubriken der Tabelle 2 zu entnehmen.

TABELLE 2. ABBAU VERSCHIEDENER (GLYKOGENFRAKTIONEN IN PLATTCHEN/PLASMA/SUS-

PENSIONEN NACH AUSLOSEN DER GERINNUNG DURCH RECALZIFIZIERUNG ODER DURCH

THROMBIN SOWIE IN PLATTCHEN/ELEKTROLYTLOSUNG-SUSPENSIONEN BEI INKUBATION.
AUFBEWAHRUNGSTEMPERATUR IN ALLEN FALLEN 37°.

Glykogen (%))

Fraktion A Fraktion ¢ Fraktion a
Min,
Gerinnungs- Inku-~ Gerinnungs- Inku- Gerinnungs- inku-
auslosung durch bation ausiosung durch bation auslosung durch bation
CaClz2 Thrombin CaClz Thrombin CaCl: Thrombin
10 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 70 95 88 54 86 70 88 104 106

30 56 92 73 33 83 57 80 103 89
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Die Form der Gegeniiberstellung muBte hier modifiziert werden, weil in den zur Auswertung
mitherangezogenen Experimenten von Weber und Unger die ersten Messungen mit der Anthron-
methode erst nach 10 Minuten erfolgt waren. Diese Resultate waren damals als Bezugsbasis gewihlt
und gleich 100 %, gesetzt worden. Beim Vergleich mit den jetzt auf enzymatischem Weg gewonnenen
Ergebnissen wurde daher bei der Berechnung des prozentualen Glykogengehaltes ebenfalls von der
10. Minute ausgegangen.

Auch bei Inkubation der Plittchen in Elektrolytlésung geht die Abnahme der
Fraktion a am langsamsten vonstatten. Sie ist lo Minuten nach Beginn der Messung
noch vollstandig erhalten und hat sich nach weiteren 10 Minuten erst um etwa 109,
verringert.

Wir haben die gleiche Art der Berechnung —Glykogenbestand in der 10 Minute
als Bezugspunkt—auch fiir die Gerinnungsversuche angewandt und zum Vergleich
ebenfalls in Tab. 2 eingetragen. Diese Art der Darstellung fiir die 3 Versuchsanord-
nungen erscheint gerechtfertigt durch den Umstand, dal3 Differenzen in der Abbau-
geschwindigkeit erst ab der 10. Minute einsetzen. Es bestiitigt sich die gegeniiber
Fraktion a grof3ere Labilitdt der Fraktionen A und e. Es wird evident, was sich bereits
aus dem Kurvenverlauf in Abb. 2a und 2b herauslesen 148t, dafBl in den mit Thrombin
versetzten Suspensionen Fraktion a innerhalb 30 Minuten nicht weiter abnimmt,
dhnlich wie bei Inkubation der Pldttchen im Elektrolytmedium. Erst nach 60 Minuten
setzt ein schneller Zerfall in den 3 Glykogenfraktionen ein, der wahrscheinlich mit
einer Desintegration der Pldttchen zusammenhingt. Induziert man dagegen den
Gerinnungsvorgang durch Recalzifizierung, so bleibt Fraktion a zwar die stabilste
Fraktion, verliert aber doch sukzessive an Umfang.

4. Unterscheidung von Glykogenfraktionen durch Anwendung von Trichloressigsaure
und KOH

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3a und 3b graphisch wiedergegeben. In beiden
Darstellungen liegt die Kurve des Riickstandes iiber der des TCE-loslichen Glykogens.
Dies bedeutet, daB unter den Bedingungen beider Versuchsanordnungen die Abbauge-
schwindigkeit der nur durch KOH extrahierbaren Fraktion geringer ist.

Die UnregelmiBigkeiten im Verlauf der Kurve, welche den Glykogengehalt im Riickstand auf-
zeichnet, sind bedingt durch die sich hier stirker auswirkende Streubreite der Methodik. Schon bei
Inkubationsbeginn sind nur rund 109, des Gesamtglykogens im Riickstand enthalten. Es stehen
anfangs durchschnittlich 1,75 mg Glykogen/g feuchte Plattchenmasse in der TCE-Fraktion 0,172 mg/g
im Riickstand gegeniiber.

Fiihrt man eine Signifikanzberechnung der Mitielwertsunterschiede der Abbaurate
von Glykogen im TCE-Extrakt und in dessen Riickstand durch, so ergibt sich fiir
die recalzifizierten Plittchen/Plasma-Proben in jedem gemessenen Zeitpunkt ein
p-Wert, der gleich oder kleiner ist als 0,05 (Tabelle 3). In den in Elektrolytldsungen
suspendierten Zellen wird diese Grenze erst nach 30 Min unterschritten.

Die Hohe des Absolutwertes von p sowie die Art des Kurvenlaufes lassen es moglich erscheinen,
daB bei Erhdhung der Versuchszahl auch in Pldttchen/Elektrolytlosung-Suspensionen schon zu
einem fruheren Zeitpunkt signifikante Differenzen erreicht werden.

DISKUSSION

Die dargestellten Befunde zeigen, dal man bei dem Versuch, die quantitativen
Verinderungen von Blutplittchenglykogen mit verschiedenen Methoden zu erfassen,
keine einheitlichen Resultate erhélt. Offensichtlich messen die verschiedenen Me-
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thoden nur teilweise das gleiche Substrat. Wie aus unseren Experimenten hervorgeht,
erfalit die Ahthronmethode annéhernd das Doppelte (Fraktion A) der enzymatischen
Methode (Fraktion e). Es wird die Bezichung A = e + a angewandt, in der a den
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ABB. 3. Verminderung des Gehaltes in den durch TCE und KOH unterscheidbaren Glykogen-
fraktionen in Pliattchen-Suspensionen wihrend der Inkubation bei 37°, Mittelwerte aus 4-7 Versuchen.
Angaben in Prozenten der Ausgangswerte.

(a) Zellen, ohne Zusatz in gepufferter Elektrolytlosung gehalten.

(b) Plittchen in EDTA-haliigem Plasma nach Recalzifizierung mit 1 M CaClz-Losung (5 £1/0,2 mb)
TCE-losliche Glykogenfraktion — @—@-—
KOH-Losliche Glykogenfraktion im
Riickstand des TCE-Extraktes —O—O-—

TABELLE 3. BERECHNUNG DER SIGNIFIKANZ VON MITTELWERTSDIFFERENZEN DER AB-

BAURATE DER DURCH TCE uUND KOH UNTERSCHEIDBAREN GLYKOGENFRAKTIONEN IN

PLATTCHENSUSPENSIONEN BEl 37°. A: ZFELLEN NACH ZWEIMALIGEM WASCHEN IN ELEK-
TROLYTLOSUNG SUSPENDIERT; B: ZELLEN IN RECALZIFIZIERTEM EDTA-PLASMA

Min. A B
10 p <02 p < 0,05

n == 4 t::l,sl n=7 :2,28
20 p <0, p < 0,05

n =4 t = 2,00 n=3>5 t =240
30 p <0,05 p <001

n=4 n= 272 n=>5 t= 7,39,
60 p < 0,02 P < 0,001

n =4 t = 3,79 n=35 t = 5,37

“Glykogen”-Anteil bezeichnet, der zwar durch Anthron, nicht aber durch die enzy-
matische Methode bestimmt wird.

Die interessierende Frage, um welche Verbindung(en) es sich bei dem durch Anthron
zusitzlich erfaBten “Glykogen” handelt, kann zur Zeit nicht beantwortet werden.
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Anthron ist ein universelles Reagenz auf Kohlenhydrate; die Behandlung der Gewebs-
extrakte mit 309, KOH bei 100° und die anschlieBende Ausfidllung mit Alkohol
eliminieren aber naturgemal eine Reihe der interferrierenden Substanzen.

Es hat sich weiterhin herausgestellt, daB die Glykogenabnahme in Thrombocyten
bei Inkubation oder wihrend der Gerinnung nicht nur auf Kosten von Fraktion
a oder e erfolgt. Beide Fraktionen verringern sich bei der Gerinnung nur innerhalb
der ersten 10 Minuten in gleichem AusmaB, dann bleibt die Zerfallsgeschwindigkeit
von Fraktion a deutlich hinter der von Fraktion e zuriick. Es 148t sich ab diesem
Zeitpunkt auch zwischen beiden Arten der Gerinnungsauslosung unterscheiden. In
den mit Thrombin versetzten, gerinnenden Proben nimmt Fraktion a innerhalb der
nichsten 20 Minuten nicht mehr weiter ab, wohl aber, wenn auch nur gerinfiigig, in
den recalzifizierten Ansiitzen. Ahnlich wie die Plittchen/Plasma-Suspensionen mit
Thrombin verhalten sich die in Elektrolytmilieu suspendierten Zellen.

Diese Beoachtungen lassen zunéichst zwei Interpretationen zu. Fraktion a wird nur
im Fall der recalzifizierten Plittchen/Plasma-Suspensionen in stirkerem Malle abge-
baut, in Ansdtzen also, die von der Vorphase bis zur Retraktion den kompletten
Gerinnungsvorgang durchlaufen. Im Gegensatz hierzv werden bei den mit Thrombin
versetzten Proben die Vorphase sowie die erste Phase iibersprungen und die Retraktion
kommt nicht in Gang (EDTA-Plasma!). Die Fraktion a ist an einer oder mehreren
dieser Phasen beteiligt. Der zeitliche Verlauf—keine schnellere Abnahme als in den
anderen Fraktionen zu Anfang, dagegen anhaltender Abbau nach 10 Minuten im
Falle der recalzifizierten Proben—spricht fiir die Mitwirkung von Fraktion a bei der
Retraktion. Offenbar bestehen Unterschiede in der funktionellen Wertigkeit dieser
Fraktionen.

Fernerhin hat sich in unseren Versuchen die Ofters beschriebene Erscheinung
bestiitigt, daBl die quantitativen Verdnderungen im TCE-unloslichen, nur mit KOH
extrahierbaren Glykogenriickstand nicht identisch sind. Sowohl bei Inkubation wie
auch bei Beteiligung der Zellen an der Blutgerinnung in vitro (Recalzifizierung) zer-
setzen sich die beiden Fraktionen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit.

Selbst wenn mit der Bezeichnung TCE-I5sliche und KOH-Iosliche Fraktion eine willkiirliche
Trennung des Glykogenpools in Abhingigkeit der Wirksamkeit der angewandten Methoden (z.B.
Intensitdt des Homogenisierens; vergl. Roe u. Mit.) durchgefithrt wird, dndert sich nichts an der
Tatsache, daB dieses Glykogenpool nicht einheitlicher Natur zu sein scheint.

Friiher hatte man geglaubt, diese unterscheidbaren Fraktionen durch eine Bindung
an verschiedene chemische Bestandteile der Zelle, z.B. Proteine, erkliren zu kénnen.
Heute ist es durch die Kenntnisse, welche uns die Elektronenmikroskopie und die
biochemische Aufarbeitung fraktionierter Zellhomogenate vermittelt haben, am
wahrscheinlichsten geworden, dafl Glykogen nicht nur im Zytoplasma verteilt ist,
sondern auch bestimmten Zellstrukturen zugeordnet sein kann. Diese Verteilung
variiert nach Untersuchungen von Tata an der Hundeleber in reversibler Weise mit
dem Funktionszustand der Zelle. Eine enge Bindung zwischen Glykogen und seinen
synthetisierenden und spaltenden Fermenten besteht ebenfalls (Sutherland u. Wosilait;
Leloir u. Goldemberg; Tata). In diesen Gegebenheiten konnte der Schliissel zur
Deutung der verdnderlichen Extrahierbarkeit von Glykogen liegen.

Die prinzipiell gleichartige Ausstattung der Thrombocyten mit Ultrastrukturen
(De Marsh, Kautz u. Motulsky; Feissly, Gautier u. Marcovici; Schultz u. Hiepler;
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u.a.m.; Literaturliste siche bei Marcovici, Gautier u. Jean), wie wir sie auch von
anderen tierischen Tellen kennen, 14Bt es sicher erscheinen, dal auch in dieser spezia-
lisierten Zellart mit dhnlichen Vorgéingen zu rechnen ist. Damit wére die wechselnde
Festigkeit der Glykogenbindung innerhalb der Zellen erklirt (Zur Lokalisierung von
Glykogen in Blutplittchen mit elektronenmikroskopischer Technik siehe Jean u.
Gautier).

Unsere Befunde zeigen, dal3 der funktionellen Unterscheidbarkeit von Glykogen-
fraktionen durch Extraktion mit KOH und TCE als weitere M&glichkeit die Anwen-
dung von Anthron und enzymatischer Methode zur Seite gestellt werden kann. Bei
den auf diese Weise zu differenzierended Fraktionen handelt es sich den vorgelegten
Resultaten nach nicht um identische Verbindungen.

ZUSAMMENFASSUNG

In Blutpldattchen vom Schwein wurde nach Extraktion mit KOH Glykogen quan-
titativ durch enzymatische Bestimmung der aus ihm nach saurer Hydrolyse freigesetzten
Glucose bestimmt. Durchschnittlich enthielt die trockene Pliattchemnasse 1,14 = 0-051
°¢ Glykogen. Vergleichsweise mit Anthron gemessene Extrakte ergaben annihernd
das Doppelte dieses Wertes.

Beim Einhalten von Bedingungen unter denen Glykogen in den Thrombocyten
rasch zerfillt (Inkubation bei 37° im Elektrolytmilieu; Einleiten der Blutgerinnung
in vitro)nahm sowohl die mit der enzymatischen Methode gemessene Glykogenfraktion
¢ wie auch die nur durch Anthron zu fassende Glykogenfraktion a ab. Die Kinetik
der Glykogenverminderung innerhalb dieser Fraktionen variierte mit den gewihlten
Bedingungen.

Die durch KOH and TCE unterscheidbaren Glykogenfraktionen zeigten unter
den eben erwiihnten Bedingungen ebenfalls Differenzen in der Abbaugeschwindigkeit.
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