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Abstract—Homogenates from platelets in pig blood were separated into three parti-
culate fractions (P1, Pz, Ps) and a “soluble” fraction (P3U). Approximately 50 per cent
of the protein content was found among P1-P3 and the remainder in PsU. Over 80 per
cent of the structure-bound ATP and serotonin was in fraction P1, which contained, in
addition to vesicular elements, vesicles containing serotonin and electron-dense
alpha-granulomeres. Acid phosphates occurred mainly in fraction Pz, 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?+, 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 Mg?+, Ca?+,
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 Blutplittchen beziehen
sich weitgehend auf Ergebnisse, die an Plittchennextrakten, -lysaten oder -homogen-
aten gewonnen wurden. Wenig zahlreich sind die Arbeiten, in welchen den Analysen
eine Auftrennung der Zellen in ihre strukturellen Bestandteile vorausging.1-11

Die hier beschriebenen Experimente wurden an Plittchenhomogenaten durchge-

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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fiihrt in denen sich nach Differentialzentrifugation und weiterer Auftrennung im
Saccharosedichtegradienten 11 partikelhaltige Fraktionen und ein “l8slicher”
Uberstand unterscheiden lieBen. Elektronenoptische Bilder zeigen eine charakteris-
tische Differenzierung der Plittchenultrastrukturen 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 P, P2, Ps und PsU 148t ein charakteristisches reproduzierbares Muster
erkennen. Weitere Untersuchungen dienten der Lokalisation dreier lysosomaler
Enzyme in den Fraktionen und der Charakterisierung durch Bestimmung dei
Abhingigkeit ihrer Aktivitit vom pH-Wert. Weiterhin wurde der EinfluB einer
Reihe von Substanzen auf das Verhalten der sauren Phosphatase gepriift.

METHODEN

1. Isolierung der Blutplitichen und Herstellung des Homogenates

In je 150 ml 3-8% Natriumzitrat- oder 1-0%, EDTA-Losung (mit 0-7%, NaCl)
wurden 850 ml Blut eines Schlachtchweines beim Abstechen des Tieres aufgefangen.
Die Isolierung der Plitichen durch Differentialzentrifugation (7-8 Minuten bei
2200 g zur Gewinnung des plittchenhaltigen Plasma; 20 Minuten bei 4600 g zum
Absetzen der Zellen) erfolgte ebenso wie alle weiteren Arbeitsgiinge in der Kilte. Die
Plittchenmassen wurden jeweils in einem groBen UberschuB eisgekiihiter Elektro-
Iytlosung (1 Teil Trismaleatpuffer pH 7-4 0-05 M - 4 Teile 0-9 %, NaCl-Losung und
NaCl in Substanz zur Einstellung eines osmotischen Druckes von 300 mOsmol*
3mal gewaschen. Die isolierten Plittchen von 3-6 Tieren wurden zusammengegeben,
gewogen und in der TrisNaCl-Losung suspendiert (1 Gewichtsteil Plittchen - 5
Volumenteile Losung). Zur AufschlieBung 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 Blutplittchen pro Gesichtsfeld bei 630-facher Vergro-
Berung. Diese Zellen wurden in Kauf genommen, weil die zu ihrer Zertriimmerung
notwendige Ausdehnung der Homogenisierzeiten zu einem unerwiinschten Aufschluf3
submikroskopischer Partikel fiihrte. ’

2. Fraktionierung des Pldttchenhomogenates (Gewinnung der Fraktionen P1,Ps,Ps3,
P3U und P1U)

Das durch Zentrifugieren von je 10-12 ml des Homogenates (30 Min bei 4600 g)
erhaltene Sediment, in TrisNaCl-Losung von gleichem Volumen wie der Uberstand
aufgenommen, und durch kurzes, hochtouriges Quirlen gleichméssig suspendiert,
wurde als Fraktion P; bezeichnet. Aus dem Uberstand (P1U) setzten sich bei 16,000 g
(30 Min) wiederum Partikel ab, die, wie oben aufgenommen und suspendiert, Fraktion
P; ergaben. Der Uberstand diente in entsprechender Weise der Gewinnung von Frak-
tion P3 (130,000 g; 30 Min). Die 15sliche Fraktion PsU zeigte stets eine opaleszente
Triibung.

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

* Dieses gepufferte NaCl-Medium wird im folgenden mit Tris NaCl-Losung bezeichnet.



Agg. 1. Plittchen aus Zitratblut vom Schwein enthalten dunkle, elektronendichte alpha-Granula (Gd),

die sich deutlich von wenig dichten (Gly) unterscheiden. Neben diesen definierten Typen sind auch

Granula mit mehr oder weniger dichter Matrix zu erkennen. Im Bildteil oben links ein dichtes

alpha-Granulum (*) mit gestreifter Matrix (lingsgeschnittene tubulidre Strukturen), umgeben von vier

hellen Granula. Der Pfeil oben rechts kennzeichnet zwei quergeschnittene Tubuli (Kontrastierung:
Uranylazetat-Bleizitrat).

B.P.—facing page 1894



Ass. 2. Fraktion P; aus Blutplittchen enthiilt neben elektronendichten alpha-Granula (vergl. Abb. 1)
Serotonin-Granula (SG). Bleizitratkontrast.

ABs. 3. Fraktion P: enthilt alpha-Granula mit wenig elektronendichter Matrix und fibrilldrer
Zeichnung (vergl. Abb. 1), Mitochondrien (M), unterschiedlich groBe Vesikel und Glykogen.
Bleizitratkontrast.



ABB. 4. Fraktion P3 enthélt vor allem vesikuldre Strukturen und Glykogen, sehr selten aber Granula
und wenige Mitochondrien. Bleizitratkontrast.

ABB. 5. Die im Saccharosedichtegradienten aufgetrennten Fraktionen Pi, P2 und Ps. Die Lichtreflexe
an den Rohrchenboden und die Stufung in Ps 111 sind durch das photographische Verfahren bedingt.

B.P.—facing prge 1894
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Kunststoffbechern passend zum SWL 39-Schwingkopf (Ultrazentrifuge Spinco L,
Beckman Instruments GmbH, Miinchen) von oben nach unten mit Rohrzucker-
16sungen folgender Molarititen: Zur Auftrennung von Fraktion Py 0-5-1-0-1-5-2-0
(je 125 ml), von Pz und P3 0-25-0-5-1-0-1-5 (je 1-25 ml). Die oberste Schicht (je
1-25 ml) wurde jeweils von der aufzutrennenden Fraktion gebildet, die in diesem Fail
bei ihrer Herstellung in 0-5 M (P1) bzw. 0-25 M Saccharoseldsung aufgenommen
worden war (P2 und P3). Nach Anwendung von 100,000 g iiber 60 Min konnten die
partikethaltigen Zonen in der Kiihlkammer (4 3°) mit Hilfe einer mit stumpfer
Kaniile versehenen Insulinspritze, die an einem auf- und abwirts bewegbaren,
drehbaren sowie seitwirts schwenkbaren Stativarm fixiert war, durch Absaugen von
oben her voneinander abgetrennt werden (Siehe Abbildungen 5 und 6).

P Py P3
Dichte
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ABB. 6, Schematische Darstellung der partikelhaltigen Gradienten und Sedimente (Romische Zahlen)
unter Angabe der refraktometrisch bestimmten Brechungsindices der Saccharoseldsungen (Arabische
Zahlen).

4. Chemische Analysenverfahren

Protein. Es wurde die Methode von Lowry et al.l2 nach Angaben von Pendl®3 in
geringfiigig modifizierter Form angewendet.

ATP. Die Bestimmung erfolgte nach Enteiweilen mit HCIO4 (50%) und Neutra-
lisieren durch 40 9, K2CO3 mit Hilfe der “Biochemica-Test-Kombination” (Boehringer,
Mannheim) unter Einfilhrung von Modifikationen (Erhohung der Kapazitit des
Tridthanolamin-HCl-Puffers und Zugabe von Hydrazinsulfatlésung).

Serotonin. Nach Extraktion des Serotonin mit Butanol und Heptan in alkalischem,
NaCl-gesittigtem Milieu nach Angaben von Brodie et ol erfolgte die Messung in
salzsaurer Losung mit einem Spektralfluorometer (Carl Zeiss, Oberkochen/Wiirtt.).
Anregende Wellenldnge: 302,4 mu, Fluoreszenzstrahlung:550 my.

Glykogen. Je 0-2 ml der zu analysierenden Proben wurden mit der 5-fachen Menge
309 KOH versetzt und 30 Min im siedenden Wasserbad gehalten. Die weitere
Aufarbeitung lehnt sich an Angaben von Fong et a/% an. Die Bestimmung des
isolierten Glykogens erfolgte nach Anfirbung mit einem schwefelsauren Anthron-
reagenz auf kolorimetrischem Wege (615 my).

Saure Phosphatase (o-Phosphorsduremonoesterphosphorylase EC.3.1.3.2)). Die
Enzymaktivitdt 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
Umstiinden kann damit gerechnet werden, daBl die Gesamtaktivitidt erfafit wird. Dies
bestitigte sich in Versuchen, in denen die Fraktionen Py, Ps, Ps, PsU und P,U 10-
oder 30 mal eingefroren und wieder aufgetaut wurden. In keinem Fall war ein Anstieg
der Enzymaktivitit zu verzeichnen. Sie nahm im Gegenteil mit der Anzahl der
Wiederholungen der Prozedur ab: mit 66-59% verbleibender Aktivitit in PsU am
meisten, mit 869% Restaktivitit in P» 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 Anson!?
beschriebenen Nachweises darstellt (0-15 M Laktatpuffer; pH 3-6). Als Inkubations-
dauer wurden auf Grund von Vorversuchen 90 Min bei 37° unter Schiitteln gewihit.
Das den Proben zugefiigte Triton—X-100 (0-25%) bewirkt, dal stets die Gesamt-
aktivitit des Cathepsins gemessen wird.

B-Glukuronidase (B-D-Glukuronid-Glukuronohydrolase EC 3.2.1.31). Es wurde die
Methode von Fishman ef @l18 unter Einfilhrung einiger Modifikationen benutzt
(Verdopplung der Molaritit des Acetatpuffers pH 4-5 auf 0-2 M und Halbierung der
Substratmenge). Die Substratkonzentration von 5 X 10~% M reicht nach Fishman
et al1? aus, sofern keine sehr hohen Enzymaktivititen nachzuweisen sind. Dies ist in
unseren Experimenten der Fall. Die Inkubation muBte auf 19-21 Stunden bei 37°
unter stindigem Schiitteln ausgedehnt werden, um Werte in einem giinstigen
MeBbereich zu erhalten. Es ist davon auszugehen, daB wir auf diese Weise stets die
totale Aktivitit erfaBt haben. Die Uberpriifung der Abhéngigkeit zwischen eingesetz-
tem Volumen der Plittchenfraktion PyU und den Extinktionswerten ergab eine durch
den Nullpunkt gehende Gerade.

Dichtebestimmung der Gradientenzonen. Die Dichte der einzelnen Gradientenbanden
wurde mit Hilfe eines Abbé-Refraktometers (Modell A; Carl Zeiss, Oberkochen/
Wiirtt.) ermittelt und fiir die beim Zentrifugieren herrschenden Bedingungen (4°)
umgerechnet.

5. Prdparation fiir die Elektronenmikroskopie

Sedimente der in der Kilte zentrifugierten Fraktionen wurden in eiskalte Fixier-
losung 1 (Glutaraldehyd 4% in Natrium-Kakodylatpuffer pH 7-3) iiberfiihrt und in
Blsckchen von etwa I mm Kantenlinge zerkleinert. Nach 2 Stunden wurde in Puffer
mit Saccharosezusatz (0-22 M) ebenso lang gewaschen und anschlieBend 1 Stunde in
Fixierlosung II (OsO4-Losung nach Caulfield) nachfixiert. AnschlieBend betteten wir
die Blséckchen nach Entwisserung mit Aceton in Araldit ein. Die Kontrastierung
erfolgte mit Uranylzitrat und Bleizitrat oder ausschlieBlich mit Bleizitrat nach
Reynold.

Verwendete Substanzen

Adenosin-5-monophosphoric acid, cryst. M == 347-2, Boehringer, Mannheim.
Adenosin-S-triphosphat x NasHz % 3H20, krist., Boehringer, Mannheim.

Albumin, Fraction V, Porcine, Pentex Incorporated, Kankakee, Il

Serum-Albumin, vom Rind, trocken, reinst, Behringwerke AG, Marburg/Lahn.

L-Cystein ¥ HCI x H20, p.A. M = 175-6, Serva, Heidelberg.

Himoglobin, vom Rind, 2 x krist., reinst, Serva, Heidelberg.

Hirudin, from leeches, grade 11, 1 mg inhib. 200 units Thrombin, Sigma, St. Louis, U.8.A,
Imidazol (Glyoxalin) M == 68-08, Schuchardt, Miinchen.
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Mersalylnatrium [(Salizyl-(3-hydroxymercuri-2-methoxypropyl)-amid-O-essigsdure)] reinst, Theo-
phylinfrei M = 505-9, Serva, Heidelberg.

Natrium{-)-Tartrat, Testkombination Bochringer, Mannheim.

NEM = N-Ethylmaleimide, Sigma, St. Louis, U.S.A.

Phenolphthalein Glucuronic Acid, Cinchonidine Salt M = 788, Sigma, St. Louis, U.S.A.

Phenolphthaleinglucuronid Na-Salz, p.A. M = 5164, Substratlss.: 001 M pH 7-0.

Phosphatase acid, from potatoes, analytical reagent grade, Boehringer, Mannheim.

Thioglykolsdure, redest., purum, M = 92-12, Fluka AG, Buchs, Schweiz.

Thrombinum purum, Rind, Behringwerke AG, Marburg, Lahn.

Triton-X-100 (Octylphenyl-decaithylenglykolidther), pract., Serva, Heidelberg.

Alle folgenden von E. Merck AG, Darmstadt;

Ammoniummolybdat x 4Ha:0, p.A. M = 1235-86, Anthron, p.A. M = 194-23,

Brenztraubensidure, Natriumsalz, LAB M = 110-03.

Calciumechlorid-2-hydrat, krist., p.A. M = 147-02,

Digitonin, krist. M = 122935,

EDTA == Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessisiure, Titriplex II1.

Kupfer(l)-sulfat + SHz0, p.A. M — 24969,

Maleinsdure, M = 11607,

Magnesiumchlorid x 6H:0, p.A. M = 203-31.

Magnesiumsulfat x 7THz0, p.A. M = 246-48.

Milchsédure, reinst, farblos, etwa 90% M = 90-08.

tri-Natriumzitrat-2-hydrat, reinst X 2H20 M = 294-10.

Natriumfluorid, p.A. M = 42.0.

Oxalsdure X 2H20, p.A. M = 12607,

Phenolreagenz nach Folin-Ciocalteu 1 L = 122 K.

Prednisolonhemisuccinat Natriumsalz M = 480-50,

D(+)-Saccharose, reinst, Ampullenqualitat M = 342-31.

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Puffersubstanz, M = 121:14.

L{—)-Tyrosin (LAB) M = 18119,

ERGEBNISSE UND BESPRECHUNG
1. Verteilung verschiedener Substrate iiber die Fraktionen Py, P;, Py und P3U
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Verteilung von Protein, ATP, Serotonin und
Glykogen iiber die vier durch Differentialzentrifugation gewonnenen Fraktionen. Die

TaBELLE 1. DIE VERTEILUNG VON SUBSTRATEN {BER DIE FRAKTIONEN Py, Py, Pa unp P3U

P P2 P3 P30

== **1sl. Frakt.”
Protein 9-8 81 156 665
ATP 81-4 14-8 30 0-8
Serotonin 85-0 2-5 31 9-4
Glvkogen 69 264 601 &6

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

wiedergegebenen Daten, die auf den Eiweissgehalt der Fraktion bezogen sind, wurden
im Verlauf 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.20
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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 P,
P2, P3 und P3U fiir ATP folgende Zahlen: 78%, 12%, 5% und 5%, Fiir Serotonin
lauten die entsprechenden Werte: 499/, 119, 3% und 379%,. Damit sind die Absolut-
mengen an ATP und Serotonin in Fraktion P; gegeniiber unseren fritheren Angaben
geringfiigig vermindert. Dies héngt, wie eine experimentelle Uberpriifung ergab, mit
den in den jetzigen Experimenten verwendeten gréoBeren Ausgangsmengen an Homo-
genat bei unverinderter Zentrifugiertechnik zusammen.

Strukturgebundenes ATP und Serotonin finden sich fast ausschlieBlich in Fraktion
P;. DaBB dem freien, nicht sedimentierbaren Serotoninanteil kein entsprechender
ATP-Gehalt gegeniibersteht, ist der auBerordentlich hohen ATPase-Aktivitit im
Homogenat zuzuschreiben, die ohne EDTA-Zusatz auch in der Kiilte wirksam wird
und den zytoplasmatischen ATP-Pool abbaut. Rund die Hilfte des in den Pliittchen
vorliegenden ATP-Bestandes wird in unseren Versuchen strukturgebunden erfaBt.

Glykogen findet sich hauptséchlich in Fraktion Ps, die auf Grund der angewandten
Zentrifugalkrifte der “mikrosomalen” Fraktion entspricht.

2. Elektronenmikroskopische Befunde

Blutplittchen vom Schwein unterscheiden sich im Elektronenmikroskop nicht
wesentlich von denen anderer Sdugetiere oder des Menschen. Neben anderen Zellor-
ganellen enthalten sie charakteristische, runde bis ovale oder hantelférmige, mem-
branumgebene Innenstrukturen mit elektronendichter Matrix, die alpha-Granula
(Abb. 1). Am ultradiinnen Schnitt fillt die unterschiedliche Dichte der Matrix
einzelner Granula auf. Wie Abb. 1 zeigt, lassen sich sehr elektronendichte Granula
von heller erscheinenden, oft fibrillir 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 tubulédre Strukturen und fleckige Aufhellungen ihrer Matrix. In sehr hellen Granula
fehlen diese Details. Nach der Fraktionierung findet man die elektronendichteren
alpha-Granula in Fraktion P; zusammen mit den Serotonin enthaltenden Vesikeln
(Abb. 2). Der wenig dichte fibrillir gezeichnete Teil der alpha-Granula ist dagegen,
zusammen mit dem Hauptteil der Mitochondrien und vesikuldren Strukturen, in
Fraktion Py enthalten (Abb. 3), und lokalisiert sich im Dichtegradienten in der
untersten Bande (P2III) sowie im Sediment. Fraktion Ps (Abb. 4) setzt sich aus vor-
wiegend vesikuldren Strukturen, Glykogen, einigen Mitochondrien und sehr wenig
granuliren Elementen zusammen. Uber die Verteilung der Plittchenstrukturen in den
einzelnen Fraktionen der Dichtegradienten berichteten wir bereits friiher ausfiihrlich.®

3. Verteilung dreier lysosomaler Enzyme iiber die Fraktionen-und Gradientenzonen

Aus Tab. 2 geht hervor, daBl iiber 85% der Enzymaktivititen sich sedimentieren
lassen und damit der Anteil in der 18slichen Fraktion gering bleibt. Weiterhin zeigt die
Tabelle, daB iiber die Hilfte der Phosphatase in der mikrosomalen Fraktion P
enthalten ist, wihrend die maximale Aktivitdt von Cathepsin und Glukuronidase in
P; gefunden wird.

Die Gleichsinnigkeit in der Verteilung von Cathepsin und Glukuronidase und die
davon abweichende Lokalisation von saurer Phosphatase wird auch bei der weiteren
Differenzierung im Saccharosedichtegradienten deutlich. In Fraktion P; liegen die
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Maxima fiir Glukuronidase und Cathepsin in Schicht III, fiir saure Phosphatase in
Schicht II. In Fraktion P3 dagegen findet sich die saure Phosphatase vorwiegend in
der obersten Bande, Cathepsin und Glukuronidase wieder vorwiegend in Zone III.
Lediglich in Fraktion P; kamen die hochsten Aktivititen aller drei Enzyme
iibereinstimmend in der mittleren Zone vor, bei gegeniiber den anderen Fraktionen
erheblich geringeren Absolutwerten. Die das alpha-Granulomer aufweisende Zone II1
(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, da} Cathepsin und Glukuronidase in allen drei Gradienten vorwiegend in einem
Dichtebereich zwischen 1-121 und 1-190 angetroffen werden. Die saure Phosphatase
dagegen liegt in P2 und Pj3 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,U
() Saure Phosphatase EC 3.1.3.2.

Allgemeine Eigenschaften. Die Uberpriifung des Zusammenhanges zwischen steig-
enden P;U-Mengen und beobachteter Extinktion zeigte keine Linearitit (Abb. 7).
Offenbar unterliegt die Plittchenphosphatase ebenso wie die Prostatamonoesterase
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ABB. 7. Bezichung zwischen eingesetzter Menge an Fraktion P, U und der nachweisbaren Aktivitit der

sauren Phosphatase in Fraktion P1U ohne (--O--O--) und mit (— @®—@—) Albuminzusatz (0-81 %).

Mittelwerte aus 3 Versuchen. Fiir die ohne Albuminzugabe gewonnene Kurve muB der Abszissen-
ma Bstab mit 10 multipliziert werden.
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einer erheblichen Oberflicheninaktivierung, da Zusatz von Albumin (0-81 %) nach
Angaben von Tsuboi und Hudson?! die dargestellte Gerade ergab. Der Zuwachs an
nachweisbarer Enzymaktivitiit betrug in Ansitzen, die 1% Rinderalbumin enthielten,
gegeniiber Proben mit 0-179, 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 Priaparat von saurer
Phosphatase aus Kartoffeln bewirkte Zusatz von Rinder- oder Schweinealbumin
(0-41 %) einen Anstieg der Extinktionswerte um das 52- bis 47-fache. Bei Anheben der
Albuminkonzentrationen resultierte allerdings eine geringere Zunahme der mef3baren
Enzymaktivitit als bei den Plittchenfraktionen. Die Oberflicheninaktivierung der
sauren Phosphatase lieB sich dagegen im Saccharosemilieu (0-02-0-18 M) durch
Albumin nicht aufhalten.

TABELLE 2. DAS VERTEILUNGSMUSTER DREIER LYSOSOMALER ENZYME IN DEN FRAKTIONEN
P1 BIS P3U SOWIE IN DEN AUS IHNEN GEWONNENEN SACCHAROSEDICHTEGRADIENTEN

P P2 Ps PsU
83412 24-3 + 07 550 +1-1 124 + 09
saure 1 In i I T 111 v i II T v
Phospha-
tase 374 464 162 62 427 367 144 422 346 163 69
+35 +36 +39 +27 +68 +101 +6:1 +32 +1-8 429 17
24-7 + 2-4 447 £ 1-8 257 + 10 49 +09
Cathepsin 1 1 011 L 11 11 v 1 II I v
334 467 199 79 244 351 326 54 235 527 184
+30 +19 +36 +1-6 +30 +£29 466 +1-7 +12 +£29 £22
22:0 &+ 5-0 552 4-5-8 209 + 34 19 4+ 04
Glukuroni- I 11 TIL 1 1T 11 v 1 1 I v
dase
236 572 192 41 120 471 368 74 309 397 220
163 +47 455 420 +20 +76 +62 411 451 +£76 37

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 EinfluB verschiedener Puffersysteme, die bei der Waschung, Homogenisierung
der Zellen und bei der Herstellung der Fraktion P;U verwendet wurden, auf die
Enzymaktivitit 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,?2- 23 fithrten wir die Mehrzahl der Experimente mit diesem aus.

Denen24 beschrieb, daB bei Verwendung von Acetatpuffer hohere Aktivititen der
sauren Phosphatase im Serum gemessen werden konnen, weil Citrat zu ¢iner Hemmung
des Enzymes fiihre. Eigene Versuche mit Acetatpuffer (0-1 M; n = 2) ergaben gegen-
iiber Citratpuffer einen Anstieg der Enzymaktivititen um 21°%; (pH 4-8) bzw. 77,
(pH 5-0) und 11%, (pH 5-2).
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TABELLE 3. VERGLEICH DER AKTIVITAT DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION P1U
MIT UND OHNE ALBUMINZUSATZ IN DREI VERSCHIEDENEN PUFFERSYSTEMEN, DIE IM
PLATTCHENHOMOGENAT UND ZUR HERSTELLUNG DER FRAKTION P]U VERWENDET

WURDEN
ohne mit Albumin
Puffersystem Albumin Steigerung gegen a)
a b c
Tris-Maleat 100-0%; 23-4 fach 100-0%;
Tris-HCI 44-5%, 485 fach 92-0%,
Imidazol-HCI 87-5% 30-0 fach 112-5%

Zur Aktivititsmessung 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 P;U noch vorhandene Aktivitit bestimmt. Nach 30 Minuten
lagen 87-9, nach 120 Minuten 79-4 9 der Ausgangswerte vor. In den ersten 30 Minuten
ist die Summe des Aktivititsverlustes in den einzelnen Fraktionen (P2, P3 und PsU),
welche in P; U enthalten sind, mit 10-4 % praktisch identisch mit demjenigen von 12-1%,
in P1U. Der Vergleich der 30- und 120 Minutenwerte in P1U 148t die Verlangsamung
des Aktivititsabfalles nach der 30. Minuts deutlich erkennen. Wurde P;U im Kiihl-
schrank bei + 2° 24-72 Stunden gelagert, so bedeutete dies einen Aktivitdtsverlust
zwischen 9 und 17%.

Beeinflussung durch verschieden Substanzen

ATP und AMP. Bei Webb?25 finden sich Angaben iiberdie kompetitive Hemmung von
Phosphatasen durch ATP. Es muBte deshalb gepriift werden, ob das gegensitzlich ¢
Verteilungsmuster von ATP und saurer Phosphatase in den Fraktionen Py bis Pg im
Zusammenhang mit dem ATP-Gehalt der Fraktion steht. Die im Bereich der an ATP
reichsten Fraktion liegenden ATP-Konzentration von 2-3 X 10-5 M ergab eine
Enzymaktivitit von 989 der Kontrollen. Ein entsprechender Versuch mit 103 M
AMP fiihrte ebenfalls zu keiner Abweichung von den Kontrollwerten.

Kationen

Magnesiumionen aktivieren die saure Erthythrocytenphosphatase26 und sind fiir die
Umsetzungen der Plittchen und Erythrocytenpyrophosphatase obligat. Dagegen sind
sie ohne Bedeutung fiir die lysosomale saure Leberphosphatase. In P;U war nur ein
schwacher, aber konzentrationsabhingiger Effekt durch Magnesium zu erreichen,
dem allerdings osmotische Einfliisse zugrunde liegen kdnnen (Tabelle 4).

Calcium. Tm Bereich von 33 x 10-6¢ M bis 3-3 X 10-3 M Calcium lagen die
Aktivititen der sauren Phosphatase in P;U von 97-8 bis 98-8 %, bezogen auf die gleich
1009, gesetzten Kontrollen (Tabelle 4).

Kupferionen (2 X 10-4 M) inhibieren die Erythrocytenphosphatase, dagegen nur
wenig die Prostataphosphatase. Nach Befunden von Abul Fadl u. King?? soll diese
Hemmung der Prostataphosphatase bei Benutzung eines Acetatpuffers auftreten,
wihrend in Citratpuffer-haltigem Milieu 3 x 10-3 M Kupferionen die Phosphatase
geringgradig aktivieren. In unseren Versuchen verhielt sich das Enzym in P;U
dhnlich wie die Erythrocytenphosphatase (Tabelle 4).
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EDTA bleibt auf die Prostataphosphatase sowie auf die Stabilitéit von Lysosomen
ohne EinfluBl. Weber et al.28 wiesen dagegen an saurer Phosphatase aus Leberextrakten
eine Aktivierung in Abhzingigkeit vom Enzymsubstrat nach. In P,;U verursachte EDTA
eine nahezu 50 %-Hemmung (Tabelle 4).

TABELLE 4. DIE AKTIVITAT DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION P;U NACH EIN-
WIRKUNG VON KATIONEN UND VoN EDTA

n M % der Kontrollen
3 MgCl: 10-2 84-4

7 MgCle 10-3 96:3 + 1-6

4 MgCle 10— 98-4 4-2-1

5 CaCl; 33 x 103 97-8 - 2-0

4 CaCly 33 x 10 98-5

2 CaCls 33 x 10-¢ 98-8

5 CuSQ4 10-3 94415

5 CuSO4 104 63-8 +2-8

2 EDTA 1-67 X 10 54-7

Angaben in Prozenten der unbehandelten Kontrollen. In den Versuchen
mit Calcium erfolgte eine Vorinkubation von P1U {iber 10 Min. bei 37° unter
Zusatz der Calciumionen.

Inhibitoren der Prostataphosphatase

Die Natriumsalze von Tartrat, Pyruvat und Fluorid sind bekannte Hemmstoffe der
sauren Prostatphosphatase (Lt. s. bei Schmidt,2%). Dariiber hinaus hemmt Tartrat die
lysosomale Rattenleber phosphatase vollstindig, die im Uberstand jedoch nur zu
20-289,.30 Yu et al3 fanden eine durch 10-2 M Tartrat bedingte Hemmung des
Enzyms um 909, in allen aus Rattenleukocyten gewonnenen Fraktionen und Iype u.
Heidelbergers? eine teilweise Inhibierung in verschiedenen Geweben der Maus. Im
Lysat, das aus menschlichen Blutplittchen hergestelit worden war, wurde unter
Tartratzusatz (10-2 M) die saure Phosphatase bei Verwendung von p-Nitrophenyl-
phosphat als Substrat zu 659, gehemmt.33

Der Effekt von NaF auf die saure Prostataphosphatase ist maximal bei 10-2 M.
Er nimmt bei niedrigeren und hheren Konzentrationen ab und hingt vom Verhiiltnis
der Fluorid- und Substratkonzentration ab (Lit. s.b. Schmidt??). Auch in fraktio-
nierten Leukocytenhomogenaten wurde die saure Phosphatase der granuldren Fraktion
zu 339, gehemmt, wihrend die Inaktivierung in der Kern- und 16slichen Fraktion nur
7 bzw. 159 betrug.3! In unseren Versuchen blieben die drei genannten Substanzen,
trotz Anwendung hoher Konzentrationen, ohne nennenswerten Effekt (Tabelle 5).

Alloxan und Oxalsiure

5 x 102 M Alloxan unterdriickt in allen Fraktionen aus polymorphkernigen
Rattenleukocyten iiber 909/ der Aktivitiit der sauren Phosphatase. Eine 40 %/-Hem-
mung wird nach 10-2 M Oxalsédure beobachtet.3! In der Rattenleber ist besonders die
Phosphatase der 16slichen Fraktion alloxanempfindlich.3¢ Beide Substanzen bewirkten
auch in der Plittchenfraktion P;U einen deutlichen Aktivititsabfall der Phosphatase
(Tabelle 6).
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TABLE 5. DER EINFLUB DREIER TYPISCHER HEMMER DER SAUREN PHOSPHATASE AUS
PROSTATAGEWEBE AUF DAS ENTSPRECHENDE FERMENT IN FRAKTION P1U

n M M % der Kontrollen
5 Na-Tartrat 1-53 x 102 99-3 4 1-5

3 Na-Tartrat 72 x 10-2 102-0

1 Na-Pyruvat 10 93-1

1 Na-Pyruvat 103 94-5

4 NaF 103 101-5

3 NaF 102 966

TABELLE 6. DER HEMMENDE EFFEKT VON ALLOXAN UND OXALSAURE AUF DIE SAURE
PHOSPHATASE IN FRAKTION P1U

n M % der Kontrollen
2 Alloxan 104 71-0
2 Alloxan 10-3 332
4 Oxalsédure 10-3 95-3
3 Oxalsdure 102 27

TABELLE 7. DIE BEEINFLUSSUNG DER SAUREN PHOSPHATASE IN FRAKTION PlU DURCH
THIOGLYKOLSAURE UND AMMONIUMMOLYBDAT

n M % der Kontrollen
3 Thioglykolsdure 10-3 84-9

3 Thioglykolsédure 102 29-2

5 Ammoniummolybdat 103 58-4 5- 1-4

5 Ammoniummolybdat 102 44 +0-3

Thioglykolsiure und Ammoniummolybdat

Thioglykolsdure aktiviert die Phosphoproteinphosphatase, die ebenso wie Phos-
phatasen p-nitrophenylphosphat spaltet (Lit. bei Schmidt?®). Ein entsprechendes
Ferment in der 16slichen Fraktion aus Leberhomogenaten ist gegen die Einwirkung von
Molybdationen unempfindlich.35

Im untersuchten Konzentrationsbereich erwiesen sich beide Substanzen als Inhibi-
toren der sauren Phosphatasen P;U (Tabelle 7). Dieses Ergebnis macht die Erfassung
einer Phosphoproteinphosphataseaktivitiit in P;U unwahrscheinlich.

SH-gruppenaktive Substanzen

Cystein beeinfluit weder die Aktivitit der Prostatamonophosphoesterase noch die
der sauren Phosphatase aus Erythrocyten (Lit.s.bei Schmidt2?). In einer Konzentration
iiber 10-8 M wird die saure Phosphatase in P;U gechemmt. (Tabelle 8). Auch die
beiden SH-Gruppeninhibitoren Mersalyl und NEM blockieren ihr Aktivitit (Tabelle
8 und Abb. 8). Dabei ergab sich, daBl das AusmaBl der Hemmung nicht vom gewihlten
Puffersystem abhingig ist. Zusitzliche Cysteingabe zu Mersalyl vermindert diese
Hemmwirkung nur geringfiigig (Tabelle 8). Anhand des Verlaufes der Dosiswirkungs-
kurven fiir NEM und Mersalyl 148t sich zeigen, daB die Konzentrationsbereiche, in
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TABELLE 8. DER EFFEKT VON SH-GRUPPEN-AKTIVEN STOFFEN AUF DIE SAURE PHOSPHATASE
IN FRAKTION P U

n M % der Kontrollen
5 Cystein 10-3 96-8 + 24
5 Cystein 10-2 60 -+02
1 Mersalyl (Tris-Maleat-Puffer) 51x 104 1-5
1 Mersalyl (Tris-HCl-Puffer) 5 x 10 0-5
i Mersalyl (Imidazol-Puffer) 5 x 104 0-7
6 Mersalyl 10-3 07 + 02
3 Mersalyl -+ Cystein 102 M 1073 62
4 Mersalyl 102 04
3 Mersalyl + Cystein 102 M 102 34
1 NEM (Tris-Maleat-Puffer) 10-3 12-7
1 NEM (Tris-HCI-Puffer) 1073 117
1 NEM (Imidazol-Puffer) 10-3 1141
RU
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ABB. 8. Die Beeinflussung der sauren Phosphatase in Fraktion P;U durch NEM chne (—A—A—)

und mit (—A—4&—) Albumin sowie durch Mersalyl ohne (-——O—0O—) und mit (—@—@—)

Albuminzusatz (0-81 %). In den albuminfreien Proben wurde die dreifache Menge P;U eingesetzt,

um mefBbare Werte zu erreichen. Die Kontrollen sind folgendermaBen bezeichnet: /A ohne NEM,

ohne Albumin, A ohne NEM, mit Albumin, O ohne Mersalyl, ohne Albumin, @ ohne Mersalyl,
mit Albumin.

denen der inhibitorische Effekt beider Substanzen einsetzt, unabhingig vom Albu-
mingehalt des Milieus ist (Abb. 8). Schon 10~¢ M Mersalyl fiihren einerseits zu einer
elektronenoptisch nachweisbaren Lyse von Lysosomen und hemmen andererseits zu
13-7% (mit 103 M zu 16-5%) die saure Phosphatase aus Rindergranulocyten.3¢ Da
wir unter den gewiihiten Bedingungen die totale Aktivitdt erfassen, muB 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
rFrRAKTION P U

n Konzentration % der Kontrollen
3 Digitonin 2x 107 M 130

3 Digitonin 2x 104 M 0

4 Triton— X — 100 (+ Albumin) 0-2% 85-0

8 Triton— x — 100 (ohne Albumin) 0-2%, 3100 - 4

6 Triton— x — 100 (ohne Albumin) 209, 11400

4 Prednisolon-21-hemisuccinat Na 102 M 581

Triton wurde in der angegebenen Konzentration 10 Min bei 25° zusammen mit P, U vorinkubiert.
Im Bestimmungsansatz, der 5 Min. bei 37° gehalten wurde, betrug die Tritonkonzentration 1/6 der
aufgefiihrten Werte.

Oberflichenaktive Substanzen

Lysosomen sind gegeniiber Digitonin sehr empfindlich; bereits 0-8 X 104 M setzen
die sauren Hydrolasen zu 100% frei.3?. 38 Erythrocyten werden durch 4 x 10-6 M
Digitonin zerstért. In P1U wurde jedoch die saure Phosphatase durch Digitonin
maximal gehemmt (Tabelle 9).

Triton-X-100. Die Anwendung der oberflichenaktiven Substanz Triton-X-100
ermdglicht es, neben der freien Enzymaktivitdt auch die totale zu messen. Die ver-
wendeteten Konzentrationen schwanken zwischen 0-1 und 19 und dariiber in der
Literatur. Teilweise wird die Substanz bereits vor dem Homogenisieren zugegeben.
Fraktion P,U wurde zunichst 10 Min bei 25° unter Zugabe der angegebenen Triton-
konzentration gehalten; zur Phosphatasebestimmung wurde 5 Min bei 37° inkubiert.
Wir fanden gemessen an Kontrollen einen Abfall der Phosphataasektivitit, 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
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Asa. 9. Effekt steigender Triton-X-100-Konzentratiopen in P1U auf die meBbare Aktivitit der

sauren Phosphatase (Ordinate). Vor Durchfiihrung der Bestimmungen wurden die P;U-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 auch dann reichte das Ergebnis nicht an
das mit Albumin allein erzielte heran, sondern lag um etwa 1/5 darunter. Triton bt
eine starke membranlabilisierende Wirkung aus. Daneben vermag es die Ober-
flicheninaktivierung von Enzymen zu verhindern (Lit s. bei Schmidi??), kann anderer-
seits aber auch Enzyme hemmen.3? 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 w.v.-Licht behandelt wurden,4® interpretiert Dingle®! mit einer direkten
Reaktion zwischen Hydrocortison und der Lysosomen-Membran. Kowalski ef al 42
wiesen eine verringerte Abgabe von saurer Phosphatase aus Schweineblutplittchen
durch freisetzende Substanzen nach Prednisolongabe nach. Es ist fraglich, ob es sich
bei der unter dem EinfluB von Prednisolon in P;U gemessenen verringerten Aktivitiit
um 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 CaCly (1-7 X 10-3 M) oder
Hirudin (6-7 E/ml) waren (in 6fach hoherer Konzentration) bereits in einer Vorinku-
bationsperiode von 2-30 Minuten Dauer bei 25° oder 37° der Plittchenfraktion P1U
zugegeben worden. Fiir die Bestimmung der Phosphatase wurden die Ansdtze 5
Minuten bei 37° gehalten. In keinem Fall traten nennenswerte Abweichungen zu den
Kontrollen auf (Tabelle 10).

TABeLLe 10. DER EINFLUB VON THROMBIN UND HIRUDIN AUF DIE SAURE PHOSPHATASE
IN FRAKTION Py

n Konzentration % der Kontrollen
7 Thrombin 5 E/ml 97-1 425

3 Thrombin + 1-7 x 103 M CaClz 5 E/ml 89-9

1 Thrombin + 6-7 E/ml Hirudin 5 E/mi 97-8

(b) Verlauf der pH-Kurven fiir saure Phosphatase, Cathepsin und beta-Glukuronidase

Saure Phosphatase. Die mit zwei verschiedenen Puffersystemen im Standardansatz
gewonnene Kurve der Beeinflussung der Enzymaktivitit durch Variation des pH-
Wertes ist aus Abb. 10 ersichtlich. Ubereinstimmend liegen in beiden Systemen
deutliche Maxima bei pH 5-4 und 6-0 sowie ein Minimum bei pH 5-8. Dagegen tritt
das angedeutete Optimum bei 4-8 nur im Citratpuffermilieu auf. Unsere Ergebnisse
stimmen weitgehend mit Befunden von Yu et al3! iiberein, nach denen in fraktionierten
polymorphkernigen Rattenleukocyten pH-Optima von 5-3 fiir die lysosomale Granula-
fraktion, von 57 fiir die kernhaltige Fraktion und von 6-0 fiir die im Uberstand
befindliche Phosphatase gefunden wurden. Fiir das aus Plittchen vom Pferd gewon-
nene Enzym wiesen Wagner und Yourke?3 mit Acetatpuffer und beta-Glyzerophosphat
als Substrat ein pH-Optimum von 5 nach. Unter identischen Bedingungen erzielten
Mizuno et al.4 das gleiche Ergebnis an Plittchen vom Kalb.

In 6 Versuchen wurde mit Hilfe eines 0-4 M Glyzinpuffers ein pH-Wert von 10-4
eingestellt. Eine unter diesen Bedingungen nachweisbare alkalische Phosphatase



Untersuchungen an fraktionierten Plittchenhomogenaten—I 1907

konnte in Ubereinstimmung mit Resultaten von Mizuno et al.44 auch bei Erhéhung der
eingesetzten PyU-Menge nicht aufgefunden werden. Auch in Leberlysosomen kommt
sie nicht vor.4% Eine hohe Aktivitit enthalten jedoch Granula von polymorphkernigen
Leukocyten43 ,

Cathepsin. Zur Einstellung der pH-Werte wurde Citratphosphatpuffer nach
Mcllvaine verwendet. Aus Abb. 11 geht hervor, daB Cathepsin in PyU ein deutliches
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Ass. 10. Abhingigkeit der Enzymaktivitit der sauren Phosphatase in Fraktion P:{J vom pH-Wert.
Citratpuffer 005 M (n = 3-8). Das Substrat p-Nitrophenylphosphat wurde in Citratpuffer ver-
schiedener Wasserstoffionenkonzentrationen gelist. Der osmotische Druck der Puffer-Substrat-
Ldsung lag zwischen 305 (pH 3-8) und 357 mosmol (pH 6-0). Citrat-Phosphat-Puffer (n = 3). Die
Osmolaritit wuchs mit steigenden pH-Wert (3:4-7-6) von 314 auf 535 mosmol an,

Optimum bei pH 4-6 und ein Minimum bei pH 42 aufweist. Der Kurvenveriauf
spricht dafiir, daB ein(oder mehrere) pH-Optima jenseits des niedrigsten von uns
erfaBten pH-Wertes im Bereich der Optima von Cathepsin D (pH 2-8-4), vielleicht auch
von Cathepsin E (pH < 2-5) liegen. Das Optimum von pH 4-6 konnte bedingt sein
durch eine Uberlagerung der Effekte zweier Proteasen wie Jodice ez al.46 dies fiir
das Cathepsin A und D des Skelettmuskels nachgewiesen haben. Zwar greift Cathepsin
A Hiémoglobin nicht an, kdante aber die durch Wirkung von D entstandenen Bruch-
stiicke hydrolysieren. Die begrenzte untersuchte pH-Spanne erschwert den Vergleich
mit Angaben aus der Literatur. Unter Beriicksichtigung der verwendeten Bestim-
mungsmethode sowie den aufgefundenen pH-Optima ist anzunehmen, dal vorwiegend
die Aktivitiit von Cathepsin D erfaBBt wurde.

Bei Benutzung des 0-15 M-Lactatpuffer-Systems der Standardmethode (pH 3-6)
liegen die Werte im Mittel um 80-4 %/ iiber dem entsprechenden Wert der abgebildeten
Kurve.

beta-Glukuronidase. Zahlreiche Faktoren beeinflussen die Aktivitit der beta-Glukur-
onidase. Die Art der Spezies, das Alter der Tiere, genetische Besonderheiten, das
Vorhandensein von Inhibitoren in biologischen und synthetischen Medien bestimmen
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die nachweisbare Fermentmenge.18: 19, 47-50 Shibko et al.5! fanden keine beta-Gluku-
ronidase im Milzgewebe von Sus scrofa. Nach Conchie e a/52 ist die Glukuronidase-
aktivitit in Schweinegewebe allgemein sehr niedrig oder {iberhaupt nicht vorhanden.
Auch wir hatten Miihe, sie in Schweineplitichen nachzuweisen, wiec z.B. aus der
langen Inkubationszeit bei der Bestimmung hervorgeht.

Aus dem in Abb. 11 festgehaltenen Kurvenverlauf kann geschlossen werden, dal
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Asg. 11. pH-Abhingigkeit der Aktivitit von Cathepsin — @ —@— (n = 2--3) und beta-Glucuronidase
— X — X — {n = 2-4). Einstellung der pH-Werte durch Citratphosphatpuffer. Die in 8 Versuchen fiir
Cathepsin gemessene mittlere Aktivitit (- mittlerer Fehler des Mittelwertes) bei pH 3-6 im Laktat-
puffermilieu des Standardansatzes ist angegeben (@). Der in 6 Versuchen fiir Glucuronidase ermittelte
entsprechende Wert (pH 4:5; Acetatpuffer des Standardansatzes) wurde mit X bezeichnet.

die Plittchenglukuronidaseien pH-Optimum zwischen 4-0 und 4-2, ein weiteres zwis-
chen pH 5-0 und 5-4 besitzt. Buddecke u. Hoefele!® bezeichnen dieses doppelte pH-
Optimum in Abhéngigkeit der MeBbedingungen auch reinster Priparate als charak-
teristisch fiir beta-Glukuronidase aus Rinderaorta. Die Anzahl der Optima der
Glukuronidase in Rattenleber hingt dagegen nach Fishman et a/.5% vom angewandten
Substrat ab. Die Doppelgipfligkeit der pH-Kurve fiir Glukuronidase konnte nach
Angaben von Paigen8 durch methodisch bedingte pH-Verschiebungen im Versuchs-
ablauf verursacht sein. SchlieBlich muB auch eine Verunreinigung durch beta-
Acetyl-Glukosaminidase, wie im Fall der Rinderaorta, diskutiert werden.®

ZUSAMMENFASSENDE BESPRECHUNG
Das von uns nach mehrfacher Verinderung der Bedingungen schlieBlich gewidhlte
Vorgehen zur Gewinnung der Fraktionen Py, Py, P3 und P3U hat zu einer Verteilung
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von Substraten und Enzymaktivititen gefiihrt, die sich reproduzieren lieB. Es lehnt
sich eng an die fiir die Fraktionierung von Zellbestandteilen iiblichen Methoden an
(vergl. Eichberg ef al.,5%). Im Gegensatz zu anderen, die Blutplittchen untersuchen,
fraktionieren wir das Homogenat durch Differentialzentrifugation, 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, auch bei Aufarbeitung von mehreren Gramm Plitt-
chenmasse (vergl. Abb. 5). Strukturgebundenes Serotonin und ATP werden von einer
zweiten, die Mitochondrien enthaltenden Fraktion abgetrennt. Die unterscheidbaren
Formen des alpha-Granulomers erfassen wir gesondert in P; und P;. Pg entspricht in
seiner Zusammensetzung den als ‘“Mikrosomen’’ einzustufenden Zellbestandteilen.
Die beobachtete Verteilung im Dichtegradienten beweist die fehlende Identitdt von
den ATP- und Serotonin-haltigen Strukturen mit dem alpha-Granulomer (vergl.
auch Weber er a/8). Eine nennenswerte Verunreinigung durch zytoplasmatisches
Material liegt nicht vor.

Obwohl sich unser Vorgehen von dem anderer Autoren unterscheidet, die Plittchen
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.1t. 55-60

Der losliche Anteil der drei Hydrolasen lag in unseren Ansitzen mit 36-19 fiir
saure Phosphatase 17%; fiir Cathepsin und 7-8%; fiir beta-Glukuronidase (jeweils in
Prozenten der Gesamtaktivitit und nicht auf den Eiweissgehalt bezogen) deutlich
unter den von Marcus ef al.2 sowie von Holmsen ez al10 mitgeteilten Daten. Lediglich
fiir Phosphatase stimmen die Werte von Marcus ef 4.2 mit den unsrigen liberein. Fiir
die beobachteten Differenzen sind wahrscheinlich vor allem methodische Unter-
schiede verantwortlich zu machen, aber auch speziesbedingte Besonderheiten sind
nicht auszuschlieBen.

Von den vier Hauptfraktionen wiesen Pz und P3 mit 70 und mehr Prozent der
relativen Gesamtaktivitit den gréBten Anteil an Hydrolasen auf und miissen demnach
die eigentlichen lysosomalen Strukturen enthalten.* In Fraktion Py, 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, daB das
alpha-Granulomer der Plittchen in toto nicht ohne weiteres als Lysosomen ange-
sprochen werden darf. So IdBt sich auch im elektronenoptischen Bild der Fraktion
Ps duBerst wenig alpha-Granulomer nachweisen, wihrend sich dort die Hauptmenge
der sauren Phosphatase befindet. Aus der Beurteilung der in Bande IIT (d = 1-1232)
und im Sediment des P2~Gradienten lokalisierten granuldren Strukturen ergeben sich
einige neue Gesichtspunkte zur Charakterisierung der alpha-Granula. Im Vergleich
mit dem morphologischen Aspekt der in P; enthaltenen fillt ihre weniger dichte, oft
fibrilldr gezeichnete Matrix auf. In intakten Plittchen lassen sich ebenfalls zwei
Granulatypen unterscheiden., Allerdings sind hier auch solche vorhanden, deren
Zuordnung zu einer der Gruppen schwierig ist. Die voneinander abweichende Dichte
und Ausstattung an Enzymen sowie die morphologischen Differenzen beweisen
hinreichend, daB tatsdichlich zwei gut definierte Typen von alpha-Granula in den

* Aus diesem Grund wurde in unseren Versuchen zur Charakterisierung der lysosomalen Enzyme
weitgehend Fraktion P;U (== Homogenat — P1) verwendet.

BP-6d
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Plattchen vorliegen. Es fragt sich nun, ob es sich um unterschiedliche Reifestufen dieser
Strukturen handelt, oder ob man das Vorhandensein separater Typen von Zellor-
ganellen in den Plitichen annehmen muB, analog zu Befunden an anderen Blutzellen.st
Die hier diskutierten Befunde aber lassen den SchluB zu, daf} die in Pg aufgefundenen
granuliren Strukturen die “echte” Lysosomenfraktion darstellen, die vom klassischen
alpha-Granulomer, dem Triger gerinnungsaktiver Phospholipide, abgegrenzt werden
miissen.

In den von Holmsen u.Mitarb.1® im Dichtegradienten ohne vorherige Differen-
tialzentrifugation in neun Schichten aufgetrennten Homogenaten menschlicher
Blutplittchen 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.Liischers ebenso wie wir eine Dissoziation in der Verteilung der
sauren Phosphatase einerseits und von beta-Glukuronidase und Cathepsin anderer-
seits. Es kann allerdings die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, daB die
getrennte Erfassung Folge der Aufspaltung mikrosomaler Strukturen in bevorzugten
Bruchrichtungen wiihrend der Aufarbeitung ist. Solche Vorginge k6énnen zu hoher
Anreicherung von Enzymen und Substraten bei der Auftrennung filhrenS, Beta-
Glukuronidase und Cathepsin erscheinen in allen Gradienten in Zonen identischer
Dichte (1-1210-1-1250), wihrend das Maximum der sauren Phosphatase sich zu-
mindest in P2 und Pj in spezifisch leichteren Schichten findet (etwa 1-035-1-070).
Dies entspricht den von Siegel und Liischer® mitgeteilten Resultaten. Nach Holmsen
u.Day® werden beta-Glukuronidase und Cathepsin neben einer Reihe anderer, granu-
lir gebundener saurer Hydrolasen wihrend der “release reaction ”im Gegensatz zu
saurer Phosphatase freigesetzt. Diese Befunde machen es sehr wahrscheinlich, daB
die beobachtete Dissoziation in der Lokalisation der Hydrolasen keinen Artefakt
darstellt.

Auf Grund des Verteilungsmusters taucht die Frage auf, ob es sich bei der
sauren Phosphatase um ein urspriinglich einheitliches, uni- oder multilokuldres
Enzym bzw, um verschiedene Formen handelt, die unilokulir oder multilokuldr in
Blutplitichen vorkommen. Die Wirmeinaktivierungskurve, die doppelgipflige
pH-Kurve und die mit den Literaturangaben kaum vergleichbaren Ergebnisse bei
den Hemm- bzw. Aktivierungsvers chen sprechen dafiir, daB zumindest zwei Enzyme
erfaBt wurden. Das eine konnte in den Lysosomen zusammen mit Cathepsin und
beta-Glukuronidase vorkommen, des andere an mikrosomalen Strukturen verankert
sein.

Zusammenfassung—Aus Homogenaten von Schweineblutplittchen wurden durch
Differentialzentrifugation 3 Fraktionen (P, P2, P3) und eine “losliche” Fraktion ®s0)
gewonnen. Rund 50% des EiweiBgehaltes verteilten sich auf P1-Pa, der restliche Anteil
fand sich in PaU. Strukturgebundenes ATP und Serotonin kamen zu iiber 80%; in
Fraktion P; vor, welche neben vesikulidren Elementen serotoninhaltige Grana und
elektronendichtes alpha-Granulomer aufwies. Saure Phosphatase lag iiberwiegend in
Fraktion Pa vor, die elektronenoptisch vor allem Vesikel und Glykogen zeigte.
Cathepsin und beta-Glukuronidase waren dagegen hauptsichlich in P enthalten, wo
sich alpha-Granulomer mit wenig elektronendichter Matrix und fibrilldrer Zeichnung
fand. Die beobachtete Dissoziation in der Verteilung der 3 Hydrolasen trat auch bei
weiterer Auftrennung im Saccharosedichtegradienten auf. Aus den Ergebnissen wurde
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geschlossen, da 3 in den Pldttchen 2 Typen von alpha-Granula vorkommen. Die spezifisch
leichteren und weniger elektronendichten werden als die eigentlichen Lysosomen der
Plittchen angesehen.—Die Aktivitit der sauren Phosphatase wurde durch Cu?+,
EDTA, Alloxan und Oxalsdure gechemmt. Die gleiche Wirkung hatten SH-Gruppen
aktive Stoffe (Cystein, Mersalyl und NEM), Thioglykolsdure und Ammoniummolybdat
sowie einige oberflichenaktive Substanzen (Digitonin, Prednisolon, Triton-X-100).
Durch Albumin aktivierte saure Phosphatase wurde durch Triton gehemmt. Keinen oder
nur unwesentliche Effekte auf das Ferment zeigten Mg2+, Ca?t, Tartrat, Pyruvat, NaF,
Thrombin und Hirudin. Die Wirmeinaktivierungskurve und die pH-Optima (Maxima
bei pH 54 und 6-0; Minimum bei pH 5-8) deuten auf das Vorhandensein von
mindestens 2 verschiedenen Phosphatasen hin. Die pH-Kurve von Cathepsin zeigte ein
Maximum bei pH bei 4-6 und ein Minimum bei 4-2. Die Optima von beta-Glukuronidase
lagen zwischen 4-0 und 4-2 und zwischen 5-0 und 5-4.
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