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Abstract-Homogenates from platelets in pig blood were separated into three parti- 
culate fractions (PI, Pz, P3) and a “soluble” fraction (P&). Approximately 50 per cent 
of the protein content was found among PI-P3 and the remainder in P~ij. Over 80 per 
cent of the structure-bound ATP and serotonin was in fraction PI, which contained, in 
addition to vesicular elements, vesicles containing serotonin and electron-dense 
alpha-granulomeres. Acid phosphates occurred mainly in fraction Ps, which contained 
chiefly vesicles and glycogen. Cathepsine and beta-glucuronidase were primarily in Pz, 
where we found alpha-granulomeras with matrices which were less electron-dense and of 
fibrillar appearance. The difference in distribution of the three hydrolases also occurred 
on further separation using saccharose-dense gradients. From the results we conclude 
that two types of alpha-granules occur in the platelets. Those which are specifically lighter 
and less electron-dense are assumed to be typical lysosomes. The activity of the acid 
phosphatase was inhibited by Cu 2+, EDTA, alloxan and oxalic acid. SH-group active 
substances (cysteine, mersalyl and NEM), thioglycolic acid and ammonium molyb- 
denate had the same effect, as did several surface-active substances (digitonin, predni- 
solon, Triton X 100). Albumin-activated phosphatase was inhibited by Triton. Either 
no effect or only an insignificant effect on the enzymes was produced by Mg2+, Cat+, 
tartrate, pyruvate, NaF, thrombin and hirudin. The heat inactivation curve and the pH 
optima (maxima at pH 5.4 and 6.0, minimum at pH 5.8) would indicate that at least two 
different phosphatases are present. The pH curve of cathepsine showed a maximum at 
pH 4.6 and a minimum at 4.2. The optima of beta-glucuronidase lay between 4.0 and 
4.2 and between 5.0 and 5.4. 

UNSERE Kenntnisse iiber die chemische Zusammensetzung der Blutplsittchen beziehen 
sich weitgehend auf Ergebnisse, die an Pl%ttchennextrakten, -1ysaten oder -homogen- 
aten gewonnen wurden. Wenig zahlreich sind die Arbeiten, in welchen den Analysen 
eine Auftrennung der Zellen in ihre strukturellen Bestandteile vorausging.l-11 

Die hier beschriebenen Experimente wurden an Pl%ttchenhomogenaten durchge- 

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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fi.ihrt in denen sich nach Differentialzentrifugation und weiterer Auftrennung im 
Saccharosedichtegradienten 11 partikelhaltige Fraktionen und ein “18slicher” 
uberstand unterscheiden liel3en. Elektronenoptische Bilder zeigen eine charakteris- 
tische Differenzierung der Pllttchenultrastrukturen durch das angewandte Verfahren. 
Auch die im folgenden wiedergegebene Verteilung von 4 Substraten (Protein, ATP, 
Serotonin und Glykogen) iiber die durch die Differentialzentrifugation erhaltenen 
Fraktionen PI, Pz, Ps und P& l%l3t ein charakteristisches reproduzierbares Muster 
erkennen. Weitere Untersuchungen dienten der Lokalisation dreier lysosomaler 
Enzyme in den Fraktionen und der Charakterisierung durch Bestimmung dei 
Abhgngigkeit ihrer Aktivitat vom pH-Wert. Weiterhin wurde der EinfluB einer 
Reihe von Substanzen auf das Verhalten der sauren Phosphatase gepriift. 

METHODEN 

1. Isolierung der Blutpltittchen und Herstellung des Homogenates 
In je 150 ml 3.8 % Natriumzitrat- oder 1.0% EDTA-Liisung (mit 0.7 % NaCl) 

wurden 850 ml Blut eines Schlachtchweines beim Abstechen des Tieres aufgefangen. 
Die Isolierung der Plattchen durch Differentialzentrifugation (7-8 Minuten bei 
2200 g zur Gewinnung des plgttchenhaltigen Plasma; 20 Minuten bei 4600 g zum 
Absetzen der Zellen) erfolgte ebenso wie alle weiteren Arbeitsglnge in der Kglte. Die 
Plgttchenmassen wurden jeweils in einem groDen OberschuD eisgekiihlter Elektro- 
lytliisung (1 Teil Trismaleatpuffer pH 7.4 0.05 M + 4 Teile 0.9 % NaCl-Lbsung und 
NaCl in Substanz zur Einstellung eines osmotischen Druckes von 300 mOsmol* 
3mal gewaschen. Die isolierten PlBttchen von 3-6 Tieren wurden zusammengegeben, 
gewogen und in der TrisNaCl-Lasung suspendiert (1 Gewichtsteil Pltittchen + 5 
Volumenteile LGsung). Zur Aufschliel3ung der Zellen beniitzten wir einen motor- 
getriebenen (3000 U/min) Glas-Teflon-Homogenisator (A. H. Thomas and Co., 
Philadelphia, USA), dessen Inhalt durch einen Kiihlmantel auf 2-4” gehalten wurde. 
Die Gesamtdauer des Homogenisierens wurde jeweils anhand phasenoptischer 
Kontrollen festgelegt und lag zwischen 15-20 Minuten. Als Kriterium diente die Zahl 
von maximal 3-5 intakten Blutpltittchen pro Gesichtsfeld bei 630-father Vergrii- 
l3erung. Diese Zellen wurden in Kauf genommen, weil die zu ihrer Zertriimmerung 
notwendige Ausdehnung der Homogenisierzeiten zu einem unerwiinschten AufschluB 
submikroskopischer Partikel fiihrte. 

2. Fraktionierung des PhZttchenhomogenates (Gewinnung der Fraktionen Pl,Pz,P3, 
P3 ii und Pl u) 

Das durch Zentrifugieren von je 10-12 ml des Homogenates (30 Min bei 4600 g) 
erhaltene Sediment, in TrisNaCl-LGsung von gleichem Volumen wie der uberstand 
aufgenommen, und durch kurzes, hochtouriges Quirlen gleichmgssig suspendiert, 
wurde als Fraktion Pl bezeichnet. Aus dem Uberstand (Plu) setzten sich bei 16,000 g 
(30 Min) wiederum Partikel ab, die, wie oben aufgenommen und suspendiert, Fraktion 
Ps ergaben. Der Oberstand diente in entsprechender Weise der Gewinnung von Frak- 
tion Ps (130,000 g; 30 Min). Die 1Ssliche Fraktion Ps0 zeigte stets eine opaleszente 
Triibung. 

3. Auftrennung der Fraktionen PI, PZ und P3 in Saccharosedichtegradienten 
Die Schichtung der diskontinuierlichen Saccharosedichtegradienten erfolgte in 5 ml 

* Dieses gepufferte NaGMedium wird im fblgenden mit Tris NaCl-LBsung bezeichnet. 
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. PlPttchen aus Zitratblut vom Schwein enthalten dunkle, elektronendichte alpha-Granula (Gd), 
:h deutlich von wenig dichten (Gly) unterscheiden. Neben diesen definierten Typen sind such 
rla mit mehr oder weniger dichter Matrix zu erkennen. Im Bildteil oben links ein dichtes 
Granulum (*) mit gestreifter Matrix (Iangsgeschnittene tubulare Strukturen), umgeben von vier 
Granula. Der Pfeil oben rechts kennzeichnet zwei quergeschnittene Tubuli (Kontrastierung: 

Uranylazetat-Bieizitrat). 

a.P.-facing page 1894 
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2. Fraktion PI aus Blutpllttchen enthllt neben elektronendichten alpha-Granula (vergl. P 
Serotonin-Granula (SG). Bleizitratkontrast. 

3. Fraktion PZ enthllt alpha-Granula mit wenig elektronendichter Matrix und fib1 
lnung (vcrgl. Abb. l), Mitochondrien (M), unterschiedlich groRe Vesikel und Glyl 

Blei~itratkontr~t . 
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ABB. 4. Fraktion P3 enthllt vor allem vesikul&re Strukturen und Glykogen, sehr selten aber 
und wenige Mitochondrien. Bleizitratkontrast. 

Granula 

ABB. 5. Die im Saccharosedichtegradienten aufgetrennten Fraktionen PI, PZ und P3. Die Lichtreflexe 
an den RGhrchenboden und die Stufung in P3 III sind durch das photographische Verfahren bedingt. 

B.P.-facing prge 1894 
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Kunststoff bechern passend zum SWL 39-Schwingkopf (Ultrazentrifuge Spinco L, 
Beckman Instruments GmbH, Miinchen) von oben nach unten mit Rohrzucker- 
liisungen folgender Molarit~ten: Zur Auftrennung von Fraktion P1 0%l-O-1%2-O 
(je l-25 ml), von Ps und PS 0*25-0*5-l&1-5 (je 1.25 ml). Die oberste Schicht (je 
1.25 ml) wurde jeweils von der aufzutrennenden Fraktion gebildet, die in diesem Fall 
bei ihrer Herstellung in 0.5 M (PI) bzw. 0.25 M SaccharoselGsung aufgenommen 
worden war (Pz und Ps). Nach Anwendung von 100,000 g iiber 60 Min konnten die 
partikel~alti~n Zonen in der K~kammer (+ 3”) mit Hilfe einer r&t stumpfer 
Kaniile versehenen Insu~nspri~e, die an einem auf- und abw&ts bewegbaren, 
drehbaren sowie seitwlrts schwenkbaren Stativarm fixiert war, durch Absaugen von 
oben her voneinander abgetrennt werden (Siehe Abbildungen 5 und 6). 
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ABB. 6. ~he~ti~he Darstelhmg der pa~ikelhaitigen Gradienten und Sedimente (Ri%mische Zahten) 
unter Angabe der refraktometrisch bestimmten Brechungsindices der Saccharoselijsungen (Arabische 

Zahlen). 

4. Chemische Analysenverfahren 
Protein. Es wurde die Methode von Lowry et al.12 nach Angaben von PendFs in 

geringfiigig modifizierter Form angewendet. 
ATP. Die ~stimmung erfolgte nach ~nteiwei~n mit HClOa (50%) und Neutra- 

lisieren durch 40 % KsCOs mit Hilfe der “Biochemica-Test-Kombination” (Boehringer, 
Mannheim) unter Einfiihrung von Modifikationen (Erh8hung der KapazitHt des 
TriHthanolamin-HCl-Puffers und Zugabe von Hydrazinsulfatliisung). 

Serotonin. Nach Extraktion des Serotonin mit Butanol und Heptan in alkalischem, 
NaCl-ges~tti~em Milieu nach Angaben von Brodie et al.14 erfolgte die Messung in 
salzsaurer LSsung mit einem S~ktral~uorometer (Carl Zeiss, Oberkochen~W~rtt.). 
Anregende WellenlHnge : 302,4 m,u, Fluoreszenzstrahlung :550 rnp. 

Glykogen. Je 0.2 ml der zu analysierenden Proben wurden mit der 5-fachen Menge 
30% KOH versetzt und 30 Min im siedenden Wasserbad gehalten. Die weitere 
Aufarbeitung lehnt sich an Angaben von Fong et al.15 an. Die Bestimmung des 
isolierten Glykogens erfolgte nach Anf~rbung mit einem schwefelsaur~n Anthron- 
reagenz auf kolorimetrischem Wege (615 mp). 

Saure Phosphatase (o-PhosphorMuremonoesterphosphoryiase EC.3.1.3.2.). Die 
Enzymaktivitlt wurde mit Hilfe der “Biochemica-Test-Kombination” (Boehringer, 
Mannheim) mit p_Nitrophenylphosphat als Substrat bestimmt. Die Inkubations- 
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periode bei 37” betrug, sofern nicht anders angegeben, 30 Minuten. Unter diesen 
Urnstanden kann damit gerechnet werden, dab die Gesamtaktivitat erfa& wird. Dies 
bestatigte sich in Versuchen, in denen die Fraktjonen Pr, Pa, Ps, PsU und Plfj lO- 
oder 30 ma1 eingefroren und wieder aufgetaut wurden. In keinem Fall war ein Anstieg 
der Enzymaktivitat zu verzeichnen. Sie nahm im Gegenteil mit der Anzahl der 
Wiederholungen der Prozedur ab: mit 66.5 % verbleibender Aktivitat in PsU am 
me&en, mit 86% Restaktivitgt in Pa am wenigsten. Die angegebenen Konzen- 
trationen an Wirkstoffen beziehen sich stets auf die im Bestimmungsansatz herrschen- 
den Bedingungen. 

Cathepsin (EC 3.4.4.9/23). Die Bestimmung erfolgte in Anlehnung an die von 
Gianetto u. De Duvel” benutzte Methode, die eine Modifikation des von Ansoni7 
beschriebenen Nachweises darstellt (0.15 M Laktatpuffer ; pH 3.6). Als Inkubations- 
dauer wurden auf Grund von Vorversuchen 90 Min bei 37” unter Schiitteln gewghlt. 
Das den Proben zugefiigte Triton-X-100 (0.25%) bewirkt, da13 stets die Gesamt- 
aktivitat des Cathepsins gemessen wird. 

B-Glukuronidase (I3-D-Glukuronid-Glukurollohydrolase EC 3.2.1.3 1). Es wurde die 
Methode von Fishman et all8 unter Einfiihrung einiger Modifikationen benutzt 
(Verdopplung der Molarittit des Acetatpuffers pH 4.5 auf 0.2 M und Halbierung der 
Substratmenge). Die Substratkonzentration von 5 x IO-4 M reicht nach Fishman 
et aLIs aus, sofern keine sehr hohen Enzymaktivit~ten nachzuweisen sind. Dies ist in 
unseren Experimenten der Fall. Die Jnkubation mu&e auf 19-21 Stunden bei 37” 
unter sttindigem Schiitteln ausgedehnt werden, urn Werte in einem giinstigen 
MeDbereich zu erhalten. Es ist davon auszugehen, da13 wir auf diese Weise stets die 
totale Aktivitat erfal3t haben. Die Uberpriifung der Abhangigkeit zwischen eingesetz- 
tern Volumen der Plattchenfraktion PrU und den Extinktionswerten ergab eine durch 
den Nullpunkt gehende Gerade. 

~~chtebesti~~ung der Gradientenzonen. Die Dichte der einzelnen Gradientenbanden 
wurde mit Hilfe eines Abbe-Refraktometers (Model1 A; Carl Zeiss, Oberkochen/ 
Wi.irtt.) ermittelt und fir die beim Zentrifugieren herrschenden Bedingungen (4”) 
umgerechnet. 

5. Preparation fiir die Eiektronen~likroskopie 
Sedimente der in der Kalte zentrifugie~en Fraktionen wurden in eiskalte Fixier- 

ISsung I (Glutaraldehyd 4% in Natrium-Kakodylatpufr pH ‘7.3) iiberftihrt und in 
Blijckchen von etwa 1 mm Kantenlange zerkleinert. Nach 2 Stunden wurde in Puffer 
mit Saccharosezusatz (0.22 M) ebenso lang gewaschen und anschliegend 1 Stunde in 
Fixierlosung II (OsOd-Losung nach Caulfield) nachfixiert. Anschliegend betteten wir 
die Blockchen nach Entw~sserung mit Aceton in Araldit ein. Die Kontrastierung 
erfolgte mit Uranylzitrat und Bleizitrat oder ausschlie~li~h mit Bleizitrat nach 
Reynold. 
Verwendeie Substamen 

Adenosin-Smonophosphoric acid, tryst. M = 347.2, Boehringer, Mannheim. 
Adenosin-5-triphosphat x NasHa x 3HzG, krist., Boehringer, Mannheim. 
Albumin, Fraction V, Porcine, Pentex Incorporated, Kankakee, III. 
Serum-Albumin, vom Rind, trocken, reins& Behringwerke AG, MarburgILahn. 
L-Cystein x HCI x HzO, p.A. M = 175.6, Serva, Heidelberg. 
Hamoglobin, vom Rind, 2 4: krist., reinst, Serva, Heidelberg. 
Hirudin, from leeches, grade II, 1 mg inhib. 200 units Thrombin, Sigma, St. Louis, U.S.A. 
Imidazol (Glyoxalin) M = 68.08, Schuchardt, Munchen. 
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Mersalylnatrium [(Salizyl-(3-hydroxymercuri-2-nlethoxypropyl)~a~~id-O-essigs~ure)] rein& Theo- 
phyllinfrei M = 505.9, Serva, Heidelberg. 

Nat~um(~~-Tartrat~ T~~kombinatjon Boehringer, M~nhejm. 
NEM = ~-~thy~ma~eimide, Sigma, St. Louis, U.S.A. 
Phenolphthalein Gtucuronic Acid, Cinchonidine Salt M = 788, Sigma, St. Louis, U.S.A. 
Phenolpbthaleinglucuronid Na-Salz, p.A. M = 5 164, Substratliis. : O-01 M pH 7.0. 
Phosphatase acid, from potatoes, analytical reagent grade, Eoehringer, Mannheim. 
Thioglykolsiure, redest., purum, M = 92.12, Fluka AC, Buchs, Schweiz. 
Thrombinum purum, Rind, Behringwerke AC, Marburg, Lahn. 
Triton-X-100 (~tyrprlen,it-deh~lenglykoi~tb~r)~ pract., Serva, Heidelberg. 
AIIe folgenden von E. Merck AC, Darmstadt: 
Ammoniummolybdat x 4HaQ, p.A. M = I23586, Anthron, p.A. M = 194-23. 
Brenztraubenslure, Natriumsalz, LAB M = 11@05. 
Calciumchlorid-2-hydrat, krist., p.A. M = 147.02. 
Digitonin, krist. M = 1229.35. 
EDTA = Dinatriumsalz der ~thy~endiamintetra~sis~ure, Titriplex HT. 
Kupf~~li)-sulfat + 5HaG p.A. M = 249.69. 
MaleinsUe, M = f 16-07. 
Magnesiumchlorid x 6H&, p.A. M = 203.31, 
Magnesiumsulfat x 7Hz0, p.A. M = 246-48. 
Milchslure, reinst, farblos, etwa 90% M = 90*08. 
tri-Natriumzitrat-2-hydra& rejnst x 2HzO M -1- 294.10. 
Natriumfluor~d, p.A. M = 42-O. 
OxaIs&ire x 2Hz0, p.A. M = 12607. 
Phenolreagenz nach FoIin-Ciocalieu 1 L = 1.22 K. 
Prednisotonhemisuccinat Natriumsalz M = 480.50. 
D(+)-Saccharose, reinst, Ampullenqualitat M I= 342.31. 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Puffersubstanz, M = 121.14. 
t(-)-Tyrosin (LAB) M = 181.19. 

ERGEBNLSSE UND BESPRECHUNG 

1. Verteilung uerschiedener Substrate iiber die Fraktionen A, 4, Pa und Psii 
Tabelle 1 gibt einen uberblick tiber die Verteilung von Protein, ATP, Serotonin und 
Glykogen iiber die vier durch Differentialzentrifugation gewonnenen Fraktionen. Die 

Protein 
ATP 
Serotonin 
Gfykogen 

Pi 

87.: 
85-O 
69 

P3 P3U 
= “1Bsl. Frakt.” 

” 15.6 66.5 
3.0 O-8 

9-4 
&: 6.6 

Protein ist jeweils in Prozenten der Summe des Eiweissgehaites in 
den vier Fraktionen angegeben. ATP, Serotonin und Glykogen sind 
ebenfalls in Prozenten, aber bezogen auf den Eiweissgehah in jeder 
Fraktion angegeben. Mittelwerte aus 6 bzw. 8 (Protein) Versuchen. 

~ieder~e~~nen Daten, die auf den Eiweiss~hait der Fraktion bezogen sind, wurden 
im V&auf der im folgenden beschriebenen Experimente gewonnen. Sie decken sich 
unter Beriicksichtigung des unterschiedlichen Bezugspunktes weitgehend mit den 
Angaben, die wir nach den ersten Versuchen in einer kurzen Mitteilung publiziert 
haben.se 
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Addiert man die in den Fraktionen gemessenen absoluten Substratmengen und 
berechnet den prozentualen Anteil der Fraktion, so ergeben sich in Fraktion PI, 
P2, Ps und P& fiir ATP folgende Zahlen: 78 %, 12 %, 5 % und 5 %. Fiir Serotonin 
lauten die entsprechenden Werte: 49 %, 11x, 3 % und 37 %. Damit sind die Absolut- 
mengen an ATP und Serotonin in Fraktion Pl gegeniiber unseren friiheren Angaben 
geringfiigig vermindert. Dies hlngt, wie eine experimentelle Uberpriifung ergab, mit 
den in den jetzigen Experimenten verwendeten grBl3eren Ausgangsmengen an Homo- 
genat bei unverlnderter Zentrifugiertechnik zusammen. 

Strukturgebundenes ATP und Serotonin finden sich fast ausschliel3lich in Fraktion 
PI. Dal3 dem freien, nicht sedimentierbaren Serotoninanteil kein entsprechender 
ATP-Gehalt gegeniibersteht, ist der aurjerordentlich hohen ATPase-Aktivitgt im 
Homogenat zuzuschreiben, die ohne EDTA-Zusatz such in der Kgilte wirksam wird 
und den zytoplasmatischen ATP-Pool abbaut. Rund die Hllfte des in den Plgttchen 
vorliegenden ATP-Bestandes wird in unseren Versuchen strukturgebunden erfaBt. 

Glykogen findet sich haupts&chlich in Fraktion Ps, die auf Grund der angewandten 
ZentrifugalkrBfte der “mikrosomalen” Fraktion entspricht. 

2. Elektronenmikroskopische Befunde 
BlutplHttchen vom Schwein unterscheiden sich im Elektronenmikroskop nicht 

wesentlich von denen anderer Sgugetiere oder des Menschen. Neben anderen Zellor- 
ganellen enthalten sie charakteristische, runde bis ovale oder hantelftirmige, mem- 
branumgebene Innenstrukturen mit elektronendichter Matrix, die alpha-Granula 
(Abb. 1). Am ultradiinnen Schnitt fgllt. die unterschiedliche Dichte der Matrix 
einzelner Granula auf. Wie Abb. 1 zeigt, lassen sich sehr elektronendichte Granula 
von heller erscheinenden, oft fibrillgr gezeichneten unterscheiden. AuBerdem findet 
man Granula mit mehr oder weniger dichtem Inhalt, die sich nicht ohne weiteres 
einem der beiden Typen zurechnen lassen. Die elektronendichten Granula besitzen 
oft tubullre Strukturen und fleckige Aufhellungen ihrer Matrix. In sehr hellen Granula 
fehlen diese Details. Nach der Fraktionierung findet man die elektronendichteren 
alpha-Granula in Fraktion Pl zusammen mit den Serotonin enthaltenden Vesikeln 
(Abb. 2). Der wenig dichte fibrillgr gezeichnete Teil der alpha-Granula ist dagegen, 
zusammen mit dem Hauptteil der Mitochondrien und vesikullren Strukturen, in 
Fraktion PZ enthalten (Abb. 3), und lokalisiert sich im Dichtegradienten in der 
untersten Bande (P&I) sowie im Sediment. Fraktion Ps (Abb. 4) setzt sich aus vor- 
wiegend vesikullren Strukturen, Glykogen, einigen Mitochondrien und sehr wenig 
granulgren Elementen zusammen. Uber die Verteilung der Plgttchenstrukturen in den 
einzelnen Fraktionen der Dichtegradienten berichteten wir bereits friiher ausfiihr1ich.s 

3. Verteilung dreier lysosomaler Enzyme iiber die Fraktionen-und Gradientenzonen 
Aus Tab. 2 geht hervor, dal3 iiber 85% der EnzymaktivitIten sich sedimentieren 

lassen und damit der Anteil in der l&lichen Fraktion gering bleibt. Weiterhin zeigt die 
Tabelle, daB iiber die. Hlilfte der Phosphatase in der mikrosomalen Fraktion Ps 
enthalten ist, wtihrend die maximale Aktivitlt von Cathepsin und Glukuronidase in 
PZ gefunden wird. 

Die Gleichsinnigkeit in der Verteilung von Cathepsin und Glukuronidase und die 
davon abweichende Lokalisation von saurer Phosphatase wird such bei der weiteren 
Differenzierung im Saccharosedichtegradienten deutlich. In Fraktion PZ liegen die 
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Maxima fiir Glukuronidase und Cathepsin in Schicht III, ftir same Phosphatase in 
Schicht II. In Fraktion Ps dagegen findet sich die saure Phosphatase vorwiegend in 
der obersten Bande, Cathepsin und Glukuronidase wieder vorwiegend in Zone III. 
Lediglich in Fraktion Pr kamen die hochsten Aktivitlten aller drei Enzyme 
iibereinstimmend in der mittleren Zone vor, bei gegentiber den anderen Fraktionen 
erheblich geringeren Absolutwerten. Die das alpha-Granulomer aufweisende Zone III 
(vergl. ref. 8) stellte sich als eine der am wenigsten lysosomale Enzyme enthaltende 
Bande heraus. 

Betrachtet man die Lokalisation der drei untersuchten Hydrolasen in Verbindung 
mit den in den einzelnen Gradientenzonen gemessenen Saccharosedichten, so ergibt 
sich, daB Cathepsin und Glukuronidase in allen drei Gradienten vorwiegend in einem 
Dichtebereich zwischen 1.121 und l-190 angetroffen werden. Die saure Phosphatase 
dagegen liegt in Ps und Ps in einer spezifisch leichteren (1.035-1.071) Zone als die 
beiden anderen Enzyme (s. hierzu Abb. 5 u. 6). 

4. Zur Charakterisierung der drei untersuchten Hydrolasen in Fraktion P~tf 
(a) Saure Phosphatase EC 3.1.3.2. 

Allgemeine Eigenschaften. Die I&rpri.ifung des Zusammenhanges zwischen steig- 
enden Plu-Mengen und beobachteter Extinktion zeigte keine Linearitit (Abb. 7). 
Offenbar unterliegt die Plattchenphosphatase ebenso wie die Prostatamonoesterase 
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ABB. 7. Beziehung zwischen eingesetzter Menge an Fraktion PIN und der nachweisbaren AktivitIt der 
sauren Phosphatase in Fraktion PIN ohrie (--O--O--) und mit (-O-O-) Albuminzusatz (0.81%). 
Mittelwerte aus 3 Versuchen. Fiir die ohne Albuminzugabe gewonnene Kurve muD der Abszissen- 

ma&tab mit 10 multipliziert werden. 
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einer erheblichen Oberflzcheninaktivierung, da Zusatz von Albumin (O-81 7:) nach 
Angaben von Tsuboi und Hudson21 die dargestellte Gerade ergab. Der Zuwachs an 
nachweisbarer Enzymaktivitgt betrug in An&Zen, die 1% Rinderalbumin enthielten, 
gegeniiber Proben mit 0.17% Albumin 55.8% bei etwa linearem Anstieg. Bei Ver- 
wendung von gleichen Konzentrationen an Schweine-Albumin ergab sich ein prak- 
tisch identischer Kurvenverlauf. Auch bei einem kommerziellen Pdparat von saurer 
Phosphatase aus Kartoffeln bewirkte Zusatz von Rinder- oder Schweinealbumin 
(0.41%) einen Anstieg der Extinktionswerte urn das 52- bis 47-fache. Bei Anheben der 
Albuminkonzentrationen resultierte allerdings eine geringere Zunahme der mel3baren 
Enzymaktivitst als bei den Plgttchenfraktionen. Die Oberfl%heninaktivierung der 
sauren Phosphatase lie13 sich dagegen im Saccharosemilieu (0.02-0.18 M) durch 
Albumin nicht aufhalten. 

TABELLE 2. DAS VERTEILUNGSMUSTER DREIER LYSOSOMALER ENZYME IN DEN FRAKTIONEN 

PI BIS P& SOWIE IN DEN AUS IHNEN GEWONNENEN SACCHAROSEDICHTEGRADIENTEN 

PI PZ P3 P3U 

saure 
Phospha- 
tase 

8.3 jz 1.2 243 zt 0.7 55.0 * 1.1 12.4 & 0.9 

I II III I II III IV I II III IV 

37.4 46.4 16.2 6.2 42.7 36.7 14.4 42.2 34.6 16.3 6.9 
k3.5 63.6 zt3.9 k2.7 h6.8 h10.1 k6.1 $3.2 h-1.8 *2.9 i-1.7 

Cathepsin 

24.7 & 2.4 44.7 !z I.8 25.7 i I.0 4.9 + 0.9 

I II III I II III IV I II III IV 

33.4 46.7 19.9 7.9 24.4 35.1 32.6 5.4 23.5 52.7 18.4 
f3.0 +1.9 i3.6 h1.6 13.0 12.9 h6.6 *1.7 11.2 12.9 *2.2 

22.0 + 5.0 55.2 f 5.8 20.9 + 3.4 1.9 + 0.4 

Glukuroni- I II III I II III IV I II III IV 
dase - 

23.6 57.2 19.2 4.1 12.0 47.1 36.8 7.4 30.9 39.7 22.0 
i6.3 174.7 15.5 52.0 k2.0 17.6 56.2 +l.l is.1 17.6 53.7 

Alle Angaben in Prozenten der Hauptfraktion bzw. des jeweiligen Dichtegradienten. Die Absolut- 
werte waren auf den Proteingehalt der betreffenden Fraktion bzw. Gradientenzone bezogen. Mittel- 
werte aus 12 Versuchen bei den Hauptfraktionen bzw. 4-5 Versuchen fiir die Dichtegradienten. 

Der EinfluD verschiedener Puffersysteme, die bei der Waschung, Homogenisierung 
der Zellen und bei der Herstellung der Fraktion P,u verwendet wurden, auf die 
Enzymaktivitgt ist in Tabelle 3 dargestellt. In Anbetracht der unbedeutenden Unter- 
schiede zwischen Tris-Maleat und Tris-NCl-Puffer und weil in parallel laufenden 
Versuchen sich die Benutzung des Tris-Maleat-Systems als vorteilhafter erwiesen 
hatte,22, 23 fiihrten wir die Mehrzahl der Experimente mit diesem aus. 

Denen2* beschrieb, da13 bei Verwendung von Acetatpuffer hiihere Aktivitaten der 
sauren Phosphatase im Serum gemessen werden kbnnen, weil Citrat zu einer Hemmung 
des Enzymes fiihre. Eigene Versuche mit Acetatpuffer (0.1 M; n = 2) ergaben gegen- 
iiber Citratpuffer einen Anstieg der EnzymaktivitHten urn 21% (pH 4.8) bzw. 7% 
(pH 5.0) und 11% (pH 5.2). 
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TABELLE 3. VERGLEICH DER AKTIVITAT DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION PIU 

MIT UND OHNE ALBUMINZUSATZ IN DREI VERSCHIEDENEN PUFFERSYSTEMEN, DIE IM 

PLATTCHENHOMOGENAT UND ZUR HERSTELLUNG DER FRAKTION P10 VERWENDET 

WURDEN 

Puffersystem 
ohne mit Albumin 

Albumin Steigerung gegen a) 
a b C 

Tris-Maleat 
Tris-HCI 
Imidazol-HCl 

100.0% 
445% 
87.5 % 

234 fach 
48.5 fach 
3@0 fach 

100.0% 
92.0 % 

112.5% 

Zur Aktivitltsmessung Standardansatz mit Citratpuffer. Mittel- 
werte aus 3 Versuchen. 

Zur Ermittlung der Inaktivierung bei 37” wurde die nach 30 Min und 120 Min 
Inkubation bei 37” in Plu noch vorhandene Aktivittit bestimmt. Nach 30 Minuten 
lagen 87.9, nach 120 Minuten 79.4 % der Ausgangswerte vor. In den ersten 30 Minuten 

ist die Summe des Aktivitgtsverlustes in den einzelnen Fraktionen (Pz, Ps und Pao), 
welche in P,u enthalten sind, mit IO.4 % praktisch identisch mit demjenigen von 12.1% 
in P,ljl. Der Vergleich der 30- und 120 Minutenwerte in P10 1sDt die Verlangsamung 

des Aktivittitsabfalles nach der 30. Minuts deutlich erkennen. Wurde Plu im Kiihl- 
schrank bei + 2” 24-72 Stunden gelagert, so bedeutete dies einen Aktivitgtsverlust 

zwischen 9 und 17 %. 

Beeinjlussung durch verschieden Substanzen 
ATP und AMP. Bei Webb25 finden sich Angaben iiberdie kompetitive Hemmung von 

Phosphatasen durch ATP. Es mu&e deshalb gepriift werden, ob das gegens5tzlich e 
Verteilungsmuster von ATP und saurer Phosphatase in den Fraktionen Pl bis PS im 
Zusammenhang mit dem ATP-Gehalt der Fraktion steht. Die im Bereich der an ATP 
reichsten Fraktion liegenden ATP-Konzentration von 2.3 x 10-S M ergab eine 
EnzymaktiviMt von 98% der Kontrollen. Ein entsprechender Versuch mit 10-3 M 
AMP fiihrte ebenfalls zu keiner Abweichung von den Kontrollwerten. 

Kationen 
Magnesiumionen aktivieren die saure Erthythrocytenphosphatase26 und sind fiir die 

Umsetzungen der Plattchen und Erythrocytenpyrophosphatase obligat. Dagegen sind 
sie ohne Bedeutung fiir die lysosomale saure Leberphosphatase. In P10 war nur ein 
schwacher, aber konzentrationsabhgngiger Effekt durch Magnesium zu erreichen, 
dem allerdings osmotische Einfliisse zugrunde liegen kiinnen (Tabelle 4). 

Calcium. Im Bereich von 3.3 x 1O-6 M bis 3.3 x 10-a M Calcium lagen die 
Aktivitgten der sauren Phosphatase in Plu von 97.8 bis 98.8 % bezogen auf die gleich 
100 % gesetzten Kontrollen (Tabelle 4). 

Kupferionen (2 x 1O-4 M) inhibieren die Erythrocytenphosphatase, dagegen nur 
wenig die Prostataphosphatase. Nach Befunden von Abul Fad1 u. King27 sol1 diese 
Hemmung der Prostataphosphatase bei Benutzung eines Acetatpuffers auftreten, 
wghrend in Citratpuffer-haltigem Milieu 3 x 1O-3 M Kupferionen die Phosphatase 
geringgradig aktivieren. In unseren Versuchen verhielt sich das Enzym in Plfi 
shnlich wie die Erythrocytenphosphatase (Tabelle 4). 
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EDTA bleibt auf die Prostataphosphatase sowie auf die Stabilitlt von Lysosomen 
ohne EinfluB. Weber et al.28 wiesen dagegen an saurer Phosphatase aus Leberextrakten 
eine Aktivierung in Abhlngigkeit vom Enzymsubstrat nach. In Plu verursachte EDTA 
eine nahezu 50 %-Hemmung (Tabelle 4). 

TABELLE 4. DIE AKTIVITiCT DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION Plu NACH EIN- 
WIRKUNG VON KATIONEN UND VON EDTA 

n M ‘A der Kontrollen 

; 
MgClz 10-Z 844 
M&la 

4 MgCl2 ;;I” 4 
;f: 2 :‘; 

. . 

: EEi 
CSl”a 

3.3 3.3 x x 10-S 10-a 91.8 98.5 f 2.0 

2 3.3 x IO-6 98.8 

: %5: 4 10-3 10-d 63.8 9.4 f -+ 2.8 1.5 

2 EDTA 1.67 x 1O-4 547 

Angaben in Prozenten der unbehandelten Kontrollen. In den Versuchen 
mit Calcium erfolgte eine Vorinkubation von Plu iiber 10 Min. bei 37” unter 
Zusatz der Calciumionen. 

Inhibitoren der Prostataphosphutase 
Die Natriumsalze von Tartrat, Pyruvat und Fluorid sind bekannte Hemmstoffe der 

sauren Prostatphosphatase (Lt. s. bei Schmidt,sS). Dariiber hinaus hemmt Tartrat die 
lysosomale Rattenleber phosphatase vollstgndig, die im Uberstand jedoch nur zu 
20-28%.sO Yu et aZ.31 fanden eine durch 10-s M Tartrat bedingte Hemmung des 
Enzyms urn 90% in allen aus Rattenleukocyten gewonnenen Fraktionen und Iype u. 
Heidelbergerss eine teilweise Inhibierung in verschiedenen Geweben der Maus. Im 
Lysat, das aus menschlichen BlutplZittchen hergestellt worden war, wurde unter 
Tartratzusatz (10-s M) die saure Phosphatase bei Verwendung von p-Nitrophenyl- 
phosphat als Substrat zu 65% gehemmt.39 

Der Effekt von NaF auf die saure Prostataphosphatase ist maximal bei 10-Z M. 
Er nimmt bei niedrigeren und hSheren Konzentrationen ab und hHngt vom Verhlltnis 
der Fluorid- und Substratkonzentration ab (Lit. s.b. Schmidt29). Auch in fraktio- 
nierten Leukocytenhomogenatenwurde die SaurePhosphatase der granulgren Fraktion 
zu 33 % gehemmt, wghrend die Inaktivierung in der Kern- und l&lichen Fraktion nur 
7 bzw. 15 o/o betrug. In unseren Versuchen blieben die drei genannten Substanzen, 
trotz Anwendung hoher Konzentrationen, ohne nennenswerten Effekt (Tabelle 5). 

Alloxan und Oxalsiiure 
5 x 10-Z M Alloxan unterdriickt in alien Fraktionen aus polymorphkernigen 

Rattenleukocyten iiber 90% der Aktivitiit der sauren Phosphatase. Eine 40x-Hem- 
mung wird nach lo-2 M Oxalsaiure beobachtet. 31 In der Rattenleber ist besonders die 
Phosphatase der l&lichen Fraktion alloxanempfindlich.34 Beide Substanzen bewirkten 
such in der PlSittchenfraktion P10 einen deutlichen Aktivitltsabfall der Phosphatase 
(Tabelle 6). 
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TABLE 5. DIR EINFLUI) DREIER TYPISCHER HEMMER DER SAUREN PHOSPNATASE AUS 

PROSTATAGEWEBE AUF DAS ENTSPRECHENDE FERMENT IN FRAKTION Pru 

n M M ‘A der Kontrollen 

: 
Na-Tartrat l-53 x 10-Z 99.3 * 1.5 
Na-Tartrat 7.2 x 1O-2 102.0 

: 
Na-Pyruvat 
Na-Pyruvat 

104 93.1 
10-a 94.5 

4 NaF 
3 NaF 

10-3 101.5 
IO-2 96.6 

TABELLE 6. DER HEMMENDE EFFEKT VON ALLOXAN UND OXALSAURE AUF DIE SAURE 

PHOSPHATASE IN FRAKTION P10 

n M % der Kontrollen 

Alloxan 
Alloxan 

Oxalsiure Oxalsiiure 

IO-4 71.0 
10-3 33.2 

;;I” 2 95.3 2.7 

TABELLE 7. DIE BEEINFLUSSUNG DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION Pru DURCH 

THIOGLYKOLSAURE UND AMMONIUMMOLYBDAT 

n M % der Kontrollen 

: 
Thioglykolslure f;:: 84.9 
Thioglykolsiiure 29.2 

: 
Ammoniummolybdat 10-S 58.4 i 1.4 
Ammoniummolybdat 10-S 4.4 * o-3 

Thioglykols~ure und Ammoniummolybdat 
Thioglykolsaure aktiviert die Phosphoproteinphosphatase, die ebenso wie Phos- 

phatasen p-nitrophenylphosphat spaltet (Lit. bei Schmidtss). Ein entsprechendes 
Ferment in der l&lichen Fraktion aus Leberhbmogenaten ist gegen die Einwirkung von 
Molybdationen unempfindlich.ss 

Im untersuchten Konzentrationsbereich erwiesen sich beide Substanzen als Inhibi- 
toren der sauren Phosphatasen Pro (Tabelle 7). Dieses Ergebnis macht die Erfassung 
einer Phosphoproteinphosphataseaktivitat in Pi0 unwahrscheinlich. 

SH-gruppenaktive Substanzen 
Cystein beeinflubt weder die Aktivitat der Prostatamonophosphoesterase noch die 

der sauren Phosphatase aus Erythrocyten (Lit.s.bei Schmidtss). In einer Konzentration 
tiber 10-s M wird die saure Phosphatase in Pro gehemmt. (Tabelle 8). Auch die 
beiden SH-Gruppeninhibitoren Mersalyl und NE44 blockieren ihr Aktivitat (Tabelle 

8 und Abb. 8). Dabei ergab sich, da8 das Ausma8 der Hemmung nicht vom gewahlten 

Puffersystem abhlngig ist. Zus&zliche Cysteingabe zu Mersalyl vermindert diese 

Hemmwirkung nur geringfugig (Tabelle 8). Anhand des Verlaufes der Dosiswirkungs- 

kurven fiir NEM und Mersalyl la& sich zeigen, da13 die Konzentrationsbereiche, in 
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TABELLE 8. DEREFFEKTVONSH-GRUPPEN-AKTIVENSTOFFENAUFDIESAUREPHOSPHATASE 
IN FRAKTION PIG 

n M % der Kontrollen 

5 Cystein 96.8 * 24 
5 Cystein 

;;I” 
2 6.0 + 0.2 

: 
Mersalyl (Tris-Maleat-Puffer) 1.5 
Mersalyl (Tris-HCI-Puffer) 4; ;;I; 

:, 
Mersalyl (Imidazol-Puffer) 5 x IO-4 X:7’ 
Mersalyl IO-3 

: 
Mersalyl + Cystein 10-Z M IO-3 z * o.2 

Mersalyl 10-a 0.4 
3 Mersalyl + Cystein low2 M 10-e 3.4 

: 
NEM (Tris-Maleat-Puffer) 10-s 12.7 
NEM (Tris-HCI-Puffer) 10-s 11.7 

1 NEM (Imidazol-Puffer) 10-S 11.1 

t i I 

o-2oe 
Ko IO-' 

A 

Mel NEM Mot Mers 

ABB. 8. Die Beeinflussung der sauren Phosphatase in Fraktion Prif durch NEM ohne (-Q-Q-) 
und mit (-A-A-) Albumin sowie durch Mersalyl ohne (-_O-_O--) und mit (-S-O-) 
Albuminzusatz (0.81%). In den albuminfreien Proben wurde die dreifache Menge Prij eingesetzt, 
urn mebbare Werte zu erreichen. Die Kontrollen sind folgendennat3en bezeichnet: LI ohne NEM, 
ohne Albumin, A ohne NEM, mit Albumin, 0 ohne Mersalyl, ohne Albumin, 0 ohne Mersalyl, 

mit Albumin. 

denen der inhibitorische Effekt beider Substanzen einsetzt, unabhangig vom Albu- 
mingehalt des Milieus ist (Abb. 8). Schon IO-4 M Mersalyl fiihren einerseits zu einer 
elektronenoptisch nachweisbaren Lyse von Lysosomen und hemmen andererseits zu 
13.7% (mit 10-s M zu 165%) die saure Phosphatase aus Rindergranulocyten.s6 Da 
wir unter den gewahlten Bedingungen die totale Aktivitat erfassen, muD die Mersalyl- 
wirkung in unseren Versuchen allein auf einen direkten Effekt auf das Enzym bezogen 
werden. 
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TABLE 9. DIE WIRKUNG MEMBRANAKTIVER STOFFE AUF DIE SAURE PHOSPHATASE IN 

FRAKTION Plu 
~_____ -I___ -. 

n Konzentration ‘A der Kontrollen 

3 Digitonin 2 x 10-S M 13.0 
3 Digitonin 2 x 10-4 M 0 

4 Triton- x - 100 (-I- Albumin) 850 

: 
Triton- x -lOO(ohneAlbumin) ;:;g 3100 f 4 
Triton- x - 100 (ohne Albumin) 202 1 l&O 

4 Prednisolon-21hemisuccinat Na 10-a M 58.1 
.~- _~____.~. 

Triton wurde in der angegebenen Konzentration 10 Min bei 25” zusammen mit PrU vorinkubiert. 
Im Bestimmungsansatz, der 5 Min. bei 37” gehalten wurde, betrug die Tritonkonzentration l/6 der 
aufgefiihrten Werte. 

Lysosomen sind gegeniiber Digitonin sehr empfindlich; bereits 0.8 x lo-4 M setzen 
die sauren Hydrolasen zu 100% frei ,379 33 Erythrocyten werden durch 4 x 1O-6 M 
Digitonin zerstijrt. In Pru wurde jedoch die saure Phosphatase durch Digitonin 
maxima1 gehemmt (TabelIe 9). 

ZXtmz-X-100. Die Anwendung der obe~~chenaktiven Substanz Triton-X-100 
ermijglicht es, neben der freien En~maktivit~t such die totale zu messen. Die ver- 
wendeteten Konzentrationen schwanken zwischen 0.1 und 1% und dartiber in der 
Literatur. Teilweise wird die Substanz bereits vor den! Homogenisieren zugegeben. 
Fraktion Pro wurde zunachst 10 Min bei 25” unter Zugabe der angegebenen Triton- 
konzentration gehalten; zur Phosphatasebestimmung wurde 5 Min bei 37” inkubiert. 
Wir fanden gemessen an Kontrolten einen AbfalI der Phosphataasektivit~t, wenn dem 
Ansatz Albumin zugefiigt worden war, dagegen eine dreifache Steigerung in Albumin- 
freiem Milieu (Tabelle 9). Einen optimalen Effekt erreichten wir jedoch erst durch 

l - 

0*400- 

A~B. 9. Effekt steigender Triton-X-lOO-Konzentrationen in PIU auf die meDbare Aktivitlt der 
sauren Phosphatase (Ordinate). Vor Durchftirung der Bestimmungen wurden die PlU-haltigen 
Proben unter Zusatz der angegebenen Tritonmenge 10 Minuten bei 25” gehalten. Mittelwerte aus 2-6 

Versuchen. 
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einen Tritongehalt von 2% (Abb. 9), aber such dann reichte das Ergebnis nicht an 
das mit Albumin allein erzielte heran, sondern lag urn etwa l/5 darunter. Triton iibt 
eine starke membranlabilisierende Wirkung aus. Daneben vermag es die Ober- 
%cheninaktivierung von Enzymen zu verhindern (Lit s. bei Schmidtaa), kann anderer- 
seits aber such Enzyme hemmen. Eine Deutung unserer Befunde ist nur unter 
Beriicksichtigung dieser verschiedenen Eigenschaften von Triton moglich. 

Prednisolon. Die durch Hydrocortison hervorgerufene Stabilisierung von Lysoso- 
men, die mit u-v.-Licht behandelt wurden,*O interpretiert Ding@ mit einer direkten 
Reaktion zwischen Hydrocortison und der Lysosomen-Membran. Kowalski et al.42 
wiesen eine verringerte Abgabe von saurer Phosphatase aus Schweineblutplattchen 
durch freisetzende Substanzen nach Prednisolongabe nach. Es ist fraglich, ob es sich 
bei der unter dem EinfluB von Prednisolon in P1U gemessenen verringerten Aktivitat 
urn einen membranstabilisierenden Effekt handelt. Vielmehr ist eine direkte negative 
Wirkung des Corticoids auf die saure Phosphatase anzunehmen (Tabelle 9). 

Thrombin und Hirudin 
Thrombin (5 E/ml) allein oder in Kombination mit CaClz (17 x 10-s M) oder 

Hirudin (6.7 E/ml) waren (in 6fach hiiherer Konzentration) bereits in einer Vorinku- 
bationsperiode von 2-30 Minuten Dauer bei 25” oder 37” der Plattchenfraktion P10 
zugegeben worden. Ftir die Best~mung der Phosphatase wurden die Ansatze 5 
Minuten bei 37” gehalten. In keinem Fall traten nennenswerte Abweichungen zu den 
Kontrollen auf (Tabelle 10). 

TABELLE 10. DER EINFLUD VON THROMBIN UND HLRUDIN AUF DIE SAURE PIIOSPHATASE 

IN FRAKTION P1 

n 

3’ 
1 

Konzentration % der Kontrollen 

Thrombin 5 E/ml 
rfi 2.5 Thrombin + 1.7 x 10-3MCaClz 5 E/ml :;:; 

Thrombin + 6.7 E/ml Hirudin 5 E/ml 974 

(b) Verlauf der pH-Kurven ftir sure Phosphatase, Cathepsin und beta-Glukuronidase 
Same Phosphatase. Die mit zwei verschiedenen Puffersystemen im Standardansatz 

gewonnene Kurve der Beeinflussung der Enzymaktivitat durch Variation des pH- 
Wertes ist aus Abb. 10 ersichtlich. Ubereinstimmend liegen in beiden Systemen 
deutliche Maxima bei pH 5.4 und 6-O sowie ein Minimum bei pH 5.8, Dagegen tritt 
das angedeutete Optimum bei 4.8 nur im Citratp~ermilieu auf. Unsere Ergebnisse 
stimmen weitgehend mit Befunden von Yu et al.31 tiberein, nach denen in fraktionierten 
polymorphkernigen Rattenleukocyten pH-Optima von 5.3 fur die lysosomale Granula- 
fraktion, von 5.7 fur die kernhaltige Fraktion und von 6-O fur die im Uberstand 
befindliche Phosphatase gefunden wurden. Ftir das aus Plattchen vom Pferd gewon- 
nene Enzym wiesen Wagner und Yourke49 mit A~~tpuffer und ~~-Glyzerophosphat 
als Substrat ein pH-Optimum von 5 nach. Unter identischen Bedingungen erzielten 
Mizuno et al.44 das gleiche Ergebnis an Plattchen vom Kalb. 

In 6 Versuchen wurde mit Hilfe eines O-4 M Glyzinpuffers ein pH-Wert von 10.4 
eingestellt. Eine unter diesen Bedingungen nachweisbare alkalische Phosphatase 
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konnte in Ubereinstimmung mit Resultaten von Mizuno et ~1.~4 such bei Erhohung der 
eingesetzten Pro-Menge nicht aufgefunden werden. Auch in Leberlysosomen kommt 
sie nicht vorPs Eine hohe Aktivitat enthalten jedoch Granola von polymorphkernigen 
Leukocyten.43 

Cathepsin. Zur Einstellung der pH-Werte wurde Citratphosphatpuffer nach 
McIlvaine verwendet. Aus Abb. 11 geht hervor, daD Cathepsin in PiU ein deutliches 

CM- 

3 3~4 4 4.6 6’5.4 56662 66 7 76 

PH 

.bB. IO. Abhtigigkeit der Enzymaktivitat der sauren Phosphatase in Fraktion PrU vom pH-Wert. 
Citratpuffer O-05 M (n = 3-8). Das Substrat ~-Nitrophenylphosphat wurde in Cit~~u~er ver- 
schiedener W~se~to~one~o~ntrationen gel&t. Der osmotische Druck der Puffer-Substrat- 
Liisung lag zwixhen 305 @II 3.8) und 357 mosmol (pH 60). Citrat-Phosphat-Puffer (n = 3). Die 

Osmolaritat wuchs mit steigenden pH-Wert (34-7.6) von 314 auf 535 mosmol an. 

Optimum bei pH 46 und ein Minims bei pH 4.2 aufweist. Der Kurvenveriauf 
spricht da&, dal3 ein(oder mehrere) pH-Optima jenseits des niedrigsten von uns 
erfaBten pH-Wertes im Bereich der Optima von Cathepsin D (pH 2&4), vielleicht such 
von Cathepsin E (pH < 2.5) liegen. Das Optimum von pH 4.6 kbnnte bedingt sein 
durch eine Uberlagerung der Effekte zweier Proteasen wie Jodice et al.46 dies fiir 
das Catbepsin A und D des Skelettmuskels nachgewiesen haben. Zwar greift Cathepsin 
A H~o~obin nicht an, kiinnte aber die durch Wirkung von D ents~ndenen Bruch- 
stiicke hydrofysieren. Die begrenzte untersuchte pH-Spanne erschwert den Vergleich 
mit Angaben aus der Literatur. Unter Berticksichtigung der verwendeten Bestim- 
mungsmethode sowie den aufgefundenen pH-Optima ist anzunehmen, da13 vorwiegend 
die Aktivitat von Cathepsin D erfal3t wurde. 

Bei Benutzung des 0.15 M-Lactatpuffer-Systems der Standardmethode (pH 3-6) 
liegen die Werte im Mittel urn 80.4 % iiber dem entsprechenden Wert der abgebildeten 
Kurve. 

beta-Glukuronidhe. Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Aktivitat der beta-Glukur- 
onidase. Die Art der Spezies, das Alter der Tiere, genetische Besonderheiten, das 
Vorhandensein von Inhibitoren in biologischen und synthetischen Medien best&men 
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die nachweisbare Fermentmenge. 16% 1% 47-50 Shibko et ~1.51 fanden keine beta-Gluku- 
ronidase im Milzgewebe von SW scrofa. Nach Conchie et al.52 ist die Glukuronidase- 
aktivitat in Schweinegewebe allgemein sehr niedrig oder ~~rhaupt nicht vorhanden. 
Auch wir hatten Miihe, sie in Schweineplattchen nachzuweisen, wie 2-B. aus der 
langen Inkubationszeit bei der Bestimmung hervorgeht. 

Aus dem in Abb. 11 festgehaltenen Kurvenverlauf kann geschlossen werden, dab 

PH 

ABB. 11. pH-Abhlngigkeit der Aktivitiit von Cathepsin --O--O-- (n = 2-3) und beta-Gilucuronidase 
- x-x - (n = 2-4). Einstelhmg der pH-Werte durch Citratphosphatpuffer. Die in 8 Versuchen fiir 
Cathepsin gemessene mittiere Aktivitit (& mittlerer Fehler des ~ittelwertes) bei pH 3.6 im Laktat- 
puffermilieu des Standardansatzes ist angegeben (0). Der in 6 Versuchen fur Glucuronidase ermittelte 
entsprechende Wert (pH 4.5; Acetatpuffer des Standardansatzes) wurde mit x bezeichnet. 

die Plattchenglukuronidaseien pH-Optimum zwischen 4.0 und 4.2, ein weiteres zwis- 
then pH 5.0 und 5.4 besitzt. Buddecke u. HoefeW bezeichnen dieses doppelte pH- 
Optimum in Abh~ngigkeit der Me~bedingungen such reinster Priparate als charak- 
teristisch fur beta-Glukuronidase aus Rinderaorta. Die Anzahl der Optima der 
Glukuronidase in Rattenleber hangt dagegen nach Fishman et al.53 vom angewandten 
Substrat ab. Die Doppelgipfligkeit der pH-Kurve fur Glukuronidase kijnnte nach 
Angaben von Paigen*s durch methodisch bedingte pH-Verschiebungen im Versuchs- 
ablauf verursacht sein. SchlieBlich muB such eine Verunreinigung durch beta- 
A~tyl-Gluko~minidase, wie im Fall der Rinderaorta, diskutiert werden.“a 

ZUSAMMENFASSENDE BESPRECHUNG 

Das von uns nach mehrfacher Verlnderung der Bedingungen schliel3lich gewahlte 
Vorgehen zur Gewinnung der Fraktionen PI, Ps, Ps und Psu hat zu einer Verteilung 
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von Substraten und Enzymaktivitaten geftlhrt, die sich reproduzieren lie& Es lehnt 
sich eng an die fiir die Fraktionierung von Zellbestandteilen iiblichen Methoden an 
(vergl. Eichberg et aZ,,s*). Im Gegensatz zu anderen, die Blutpl~ttchen ~nte~uchen, 
fraktionieren wir das Homogenat durch Differentiakzentrifugation, bevor es in 
Dichtegradienten aufgetrennt wird und verwerfen kein durch niedertouriges Zentri- 
fugieren gewonnenes Sediment. Auf diese Weise erreicht man weit voneinander 
liegende, gut isolierbare Banden, such bei Aufarbeitung von mehreren Grarnm PI%tt- 
chenmasse (vergl. Abb. 5). St~kt~gebundenes Serotonin und ATP werden von einer 
zweiten, die Mito~hondrien en~altenden Fraktion abgetrennt. Die unterscheidbaren 
Formen des alpha-Granulomers erfassen wit gesondert in Pr und Ps. Pa entspricht in 
seiner Zusammensetzung den als “Mikrosomen’ ’ einzustufenden Zellbestandteilen. 
Die beobachtete Verteilung im Dichtegradienten beweist die fehlende Identittit von 
den ATP- und Serotonin-haltigen Strukturen mit dem alpha-Granulomer (vergl. 
such Weber et al.*). Eine nennenswerte Verunreini~ng durch zytoplasmatisches 
Material liegt nicht vor. 

Obwohl sich unser Vorgehen von dem anderer Autoren unterscheidet, die Plattchen 
von Mensch oder Kaninchen untersuchten, besteht doch eine ubereinstimmung in 
einer Reihe von Daten. Es seien das gemeinsame Vorkommen von strukturgebun- 
denem Serotonin und ATP, sowie die Abgrenzbarkeit dieser Organellen von alpha- 
Granulomer und Mitochondrien genannt.lr, 55-60 

Der lifsliche Anteil der drei Hydrolasen lag in unseren An&Zen mit 36.1% fiir 
saure Phosphatase 17 % ftir Cathepsin und 7.8 % fur beta-Glukuronidase (jeweils in 
Prozenten der Gesamtaktivitat und nicht auf den Eiweissgehalt bezogen) deutlich 
unter den von Marcus et al.2 sowie von Holmsen et al.10 mitgeteilten Daten. Lediglich 
fir Phosphatase stimmen die Werte von Marcus et al.2 mit den unsrigen tiberein. Filr 
die beobachteten Differenzen sind wahrs~heinli~h vor allem methodische Unter- 
schiede verantwortlich zu machen, aber such speziesbedingte Besonderheiten sind 
nicht auszuschliegen. 

Von den vier Hauptfraktionen wiesen Pa und Pa mit 70 und mehr Prozent der 
relativen Gesamtaktivittit den gr613ten AnteiI an Hydrolasen auf und mtissen demnach 
die eigentiichen IysosomaIen Strukturen enthalten. * In Fraktion PI, worin ein Teil des 
alpha-Granulomers-vorwiegend in Bande III (d = 1.1849)-erscheint, ist der Gehalt an 
Cathepsin oder beta-Glukuronidase jedoch niedrig. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 das 
alpha-Granulomer der Pliittchen in toto nicht ohne weiteres als Lysosomen ange- 
sprochen werden darf. So la& sich such im elektronenoptischen Bild der Fraktion 
Pa &tBerst wenig alpha-Granulomer nachweisen, wahrend sich dort die Hauptmenge 
der sauren Phosphatase befindet. Aus der Beurteilung der in Bande III (d = l-1232) 
und irn Sediment des Pz-Gradienten lokalisierten granuhiren Strukturen ergeben sich 
einige neue Gesichtspunkte zur Charakterisierung der alpha-Granula. fm Vergleich 
mit dem morphologischen Aspekt der in Pr enthaltenen fallt ihre weniger dichte, oft 
fibrillar gezeichnete Matrix auf. In intakten Pllttchen lassen sich ebenfalls zwei 
Granulatypen unterscheiden. Allerdings sind hier such solche vorhanden, deren 
Zuordnung zu einer der Gruppen schwierig ist. Die voneinander abweichende Dichte 
und Ausstattung an Enzymen sowie die mo~hologis~hen Differenzen beweisen 
hinreichend, daIj tatsachlich zwei gut definierte Typen von alpha-Granula in den 

* Aus diesem Grund wurde in unseren Versuchen zur Charakterisierung der lysosomalen Enzyme 
weitgehend Fraktion PIN (= Homogenat - PI) verwendet. 

BP6d 
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Plattchen vorliegen. Es fragt sich nun, ob es sich urn unterschiedliche Reifestufen dieser 
Strukturen handelt, oder ob man das Vorhandensein separater Typen von Zellor- 
ganellen in den Plattchen ~nehmen mu& analog zu Befunden an anderen Blu~ellen.61 
Die hier diskutierten Befunde aber lassen den SchluB zu, daB die in P2 anfgefundenen 
granularen Strukturen die “echte” Lysosomenfraktion darstellen, die vom klassischen 
alpha-Granulomer, dem Trager gerinnungsaktiver Phospholipide, abgegrenzt werden 
miissen. 

In den von Holmsen u.Mitarb.10 im Dichtegradienten ohne vorherige Differen- 
tia~zentrifugation in neun Sch~chten aufgetrennten Homogenaten mensc~~her 
Blutplattchen trat alpha-Granulomer ebenfalls in verschiedenen Zonen mit Dichten, 
die unseren Angaben ansprechen, auf. Die Verteilung der sauren Phosphatase, beta- 
Glukuronidase und anderen Hydrolasen ging dieser Aufteilung etwa parallel. Dagegen 
beobachteten Siegel u.Li.ischer5 ebenso wie wir eine Dissoziation in der Verteilung der 
sauren Phosphatase einerseits und von eta-Glukuronidase und Cathepsin anderer- 
seits. Es kann allerdings die M~glichkeit nicht ausgeschlossen werden, daB die 
getrennte Erfassung Folge der Aufspaltung mikrosomaler Strukturen in bevorzugten 
Bruchrichtungen wahrend der Aufarbeitung ist. Solche Vorgtinge konnen zu hoher 
Anreicherung von Enzymen und Substraten bei der Auftrennung ftihrenfl. Beta- 
Glukuronidase und Cathepsin erscheinen in allen Gradienten in Zonen identischer 
Dichte (1*121~1.1250), w~hrend das Maximum der sauren Phosphatase sich zu- 
mindest in Pa und Pa in spezifisch leichteren Schichten findet (etwa 1.03~1.070). 
Dies entspricht den von Siegel und Liischers mitgeteilten Resultaten. Nach Holmsen 
u.Dayg werden beta-Glukuronidase und Cathepsin neben einer Reihe anderer, granu- 
lar gebundener saurer Hydrolasen wahrend der “release reaction “im Gegensatz zu 
saurer Phosphatase freigesetzt. Diese Befunde machen es sehr wahrscheinlich, daB 
die beoba~htete Dissoziation in der Lok~sation der Hydrolasen keinen Artefakt 
darstellt. 

Auf Grund des Verteilungsmusters taucht die Frage auf, ob es sich bei der 
sauren Phosphatase urn ein ursprtinglich einheitliches, uni- oder multilokulares 
Enzym bzw, urn verschiedene Formen handelt, die unilokullr oder multilokular in 
Blutpl~ttchen vorkommen. Die W~~ein~tivie~ngskurve, die doppelgipflige 
pH-Kurve und die mit den Literaturangaben kaum ver~eichbaren Ergebnisse bei 
den Hemm- bzw. Aktivierungsvers then sprechen dafiir, da13 zumindest zwei Enzyme 
erfal3t wurden. Das eine konnte in den Lysosomen zusammen mit Cathepsin und 
beta-Glukuronidase vorkommen, des andere an mikrosomalen Strukturen verankert 
sein. 

Zusammenfaasung-Aus Homogenaten von Schweineblutpl~tmhen wurden durch 
Differentiaizentrifugation 3 Fraktionen (PI, P2, Pa) und eine ‘“liisliche” Fraktion (Pe.0 
gewonnen. Rund 50 % des EiweiBgehaltes verteilten sich auf PI-Pa, der restliche Anteil 
fand sich in P&. Strukturgebundenes ATP und Serotonin kamen zu tiber 80% in 
Fraktion PI vor, weiche neben vesikuhtren Elementen serotoninhahige Grana und 
elektronendichtes ~pha-Groomer aufwies. Sam-e Phosphatase lag iiberwiegend in 
Fraktion Ps vor, die ele~onenopt~ch vor allem Vesikel und Glykogen zeigte. 
Cathepsin und beta-Glukuronidase waren dagegen haupt&chlich in Pa enthalten, wo 
sich alpha-Granulomer mit wenig elektronendichter Matrix und fibrillarer Zeichnung 
fand. Die beobachtete Dissoziation in der Verteilung der 3 Hydrolasen trat such bei 
weiterer Auftrennung im Saccharosedichtegradienten auf. Aus den Ergebnissen wurde 
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geschlossen, dag in den Phittchen 2 Typen von alpha-Granula vorkommen. Die spezifisch 
leichteren und weniger elektronendichten werden als die eigentlichen Lysosomen der 
Plllttchen angesehen.-Die Aktivitat der sauren Phosphatase wurde durch Cus*, 
EDTA, Alloxan und Oxals&ure gehemmt. Die gleiche Wirkung hatten SH-Gruppen 
aktive Stoffe (Cystein, Mersalyl und NEM), Thioglykolsiiure und Ammoniummolybdat 
sowie einige oberllachenaktive Substanzen (Digitonin, Prednisolon, Triton-X-100). 
Durch Albumin aktivierte saure Phosphatase wurde durchTriton gehemmt. Keinen oder 
nur unwesenthche Effekte auf das Ferment zeigten Mg2+, C?azf, Tartrat, Fyruvat, NaF, 
Thrombin und Hirudin. Die W&rrteinaktivierungskurve und die pH-Optima (Maxima 
bei pH 5-4 und 60; Minimum bei pH 5.8) deuten auf das Vor~den~in von 
mindestens 2 versehiedenen Phosphatasen hin. Die pH-Kurve von Cathepsin zeigte ein 
Maximum bei pH bei 4.6 und ein Minimum bei 42. Die Optima von beta-Glukuronidase 
lagen zwischen 4.0 und 42 und zwischen 5.0 und 54. 
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