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174. Dissoziation des Thrombosthenins in seine zwei Komponenten 
Untersuchung ihrer Adenosintriphosphatase-Aktivitat 

von M. Bettex-Galland, H. Portzehl und E. F. Luscher 
Hcrrn Prof. F. LEUTHARDT zum 60. Gcburtstag gcwidinet 

(27. v. 63)  

Die wachscnde Erkeniitnis der Ikdeutung der Klutplattchen fiir die Blutstillung 
hat im Laufe der letzten Jahre zu einer bemerkenswerten Intensivierung der Er- 
forschung dieser kleinsten zellularen Elemente des Blutes gefiihrt. 

Zwei auffallende und wichtige Eigenschaften der Plattchen stehcn dabei im 
Vordergrund des Interesses : Einmal ihre Fahigkeit, morphologische Veranderungen, 
die als ccviskose Metamorphose )) bezeichnet werden, einzugehen, und andererseits 
ihre Eigenart, die Retraktion des Rlutgerinnsels zu bewirken. In beiden Fallen 
handelt es sich bemerkenswerterweise um die Leistung mechanischer Arbeit. In 
diesem Zusammenhang kommt dem Vorliegen betrachtlicher Mengen cines kontrak- 
tilen Proteins in den Plattchen Bedeutung zu. Dieses Material, das 1959 erstmals in 
menschlichen Rlutplattchen gefunden wurde l),  ist seither als Thrombosthenin be- 
zeichnet worden z ) .  GRETTE hat kiirzlich seine Anwesenheit in Schweinepllttchen 
bewiesen 3). 

Thrombosthenin ist bei Ionenstarken unter 0,2 unloslich ; der Niedcrschlag 
kontrahiert sich in Anwesenheit von ATP 4). Dariiber hinaus erwcist sich Thrombo- 
sthenin als eine ATP-ase, die ATP in ADP und anorganisches Phosphat ZU spalten 
vermag2). Alle diese Eigenschaften weisen auf eine enge Verwandtschaft mit den 
Aktomyosinen hin. Die relativ geringe ATP-ase-Aktivitat last das Thrombosthenin 
ahnlicher dem von HOFFMANN-RERLING 6, beschriebenen kontraktilen Protein aus 
Tumorzellen als den besser untersuchten Muskelaktomyosinen erscheincn. 

Thrombostheninlosungen zeigen auf Zusatz von ATP einen typischen Abfall 
der Viskositat, d. h. sie zeigen wie die Muskelaktomyosinc sog. ct ATP-Empfindlich- 
keit ol) 2). Als Erklarung fur dieses Verhalten wird allgemein eine Dissoziation des 
Aktomyosin-Komplexes in seine Bausteine Rktin und Myosin angenommen. Mit 
Erfolg ist seither der Versuch unternommen worden, auch Thrombosthenin in die 
entsprechenden Komponenten aufzuspalten und diese einzeln zu untersuchen 6 ) .  In  
Anlehnung an das Aktin und Myosin des Muskels wurden die Thrombosthenin- 
Bausteine als ((Thrombosthenin A)) und ((Thrombosthenin M)) bezeichnet. Eber die 
lsolierung und die Eigenschaften dieser Komponenten, insbesondere ihre ATP-ase- 
Eigenschaften wird hier berichtet werden. 
- 
l) M. RETTEX-GALLAND & E. F. LUSCHER, Nature IX4, 276 (1950). 
2, M. BXTTEX-GALLAND & E. F. T,USCIIER, Hiochim. biophps. Acta 49, 536 (1961). 

K. GRETTF,, Acta physiol. scand. 56, Supplementum 195 (1962). 
4) Abkurzungen: ATP Aclcnosintriphosphorsaure; ,4DP Adcnosintliphospliors~urc; EDTA 

Athylendiamintetraessigsaure, Dinatrium-Salz ; Pi anorganischcs Phosphat. 
5, H, HOFFMANN-BERLING, Biochim. biophys. Acta 19, 453 (1956). 
6, M . BETTEX-GALLAND, 11. PORTZEHL & E. F. LUSCHER, Nature 793, 777 (1962). 
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Material und Methoden. ~ Blutplattclzen: Konzentriertc Suspensionen, enthaltend 20-30. lo6 
Plattchen/mm3 wurden aus plattchenrcichem Plasma durch Zentrifugation bei 1500 g wahrend 
30 Min. erhalten, wobei nach friiher bcschricbenen Angaben vorgegangen wurdc') . 

Thuowbosthenzn: Den Plattchensuspensionen wurdc konzentrierte V\'EBF,R-EDSALL-LoSUng 
zugcsetzt ( 3 ~  KCl; 0 , 0 5 ~  Na,CO,: ~ , Z M  NaHCO,), so dass dic Endkonzentration a n  KC1 0 , 5 ~  
bctrlgt .  Die Plattchen wurden sodann durch Zugabe von 0 , l  :/o Digitonin lysiert. Das Gemisch 
wurde uber Nacht bei 0" stehengclassen und dann 60 Min. bei 20000 g zentrifugicrt. Nach Zusatz 
desselben Volumens Glycerin (MERCK, pro analysi, d = 1,23) kann das Uberstehende wahrend 
2-3 Wochen bei - 5" aufbewahrt werden. Die weiterc Reinigung des Thrombosthenins vollzieht 
sich (lurch zwci Umfallungen der Rohextrakte (oder der Glycerinlosungen) mit bidcstilliertcm 
\lrasser, indcm (lie loncnstarke auf 0,05 ,u gescnkt wird. Nach jedem AusfHllen wird tler Nieder- 
schlag durch Erhohcn der Ioncnstarke auf 0.4 ,u wieder gclost. Hiezu client eine gepuffcrte KCI- 
Losung folgender Zusammensetzung : 2 , 9 ~  KCl; 0,2 M Imirlazol-I-IC1-Puffer, pl-1 7,O.  

So hergestelltc Thrombostheninlosungen weisen eine Konzcntration von ca. 1 yo auf ; ihrc 
-\TP-Empfindlichkeit bctragt -90%. Die mittlere ATP-Spaltung, gemessen bci pH 7,  0,08 ,u und 
Z O O ,  betragt 0,0057 p M  Pi/Min. x mg Protein (4 Vcrsuche rnit Doppelbestinimungen). 

Thrombosthenin M wird aus einer Thrombostheninlosung bei ,u = 0,05 und 10 3 ~ f  ATP durch 
Polyathensulfonat (HOECHST, MG. = 30000) ausgefallt. Zur Entfernung dcs A T P  uncl cles 

Polyathensulfonates wird der Niederschlag in gepuffcrtem KC,1 bci 0,4 p gelost, h i  0,05 p um- 
gcfallt uncl schliesslich zu ca. 1-proz. Losung in KC1-Puffergemisch bei 0,4 ,IL gclost. Me Ausbeute, 
bezogen auf das Thrombosthenin, bctragt l0-20%. 

Thrombosthenin A : Zur Herstellung wurde im Prinzip nach BARANY. BARANY und G U B A ~ )  
vorgegangen. Das Acetontrockcnpulver wurde bei 0' hergestellt, und in einigen Fallen wurdcn 
Zentrifugationen durch Dialyscn ersctzt, urn Matcrialvcrluste zu verringern. 

Als Ausgangsmaterial client ein zweimal rnit Clem t0fachen VoIumcn 0,15 M NaCl enthaltcnd 
1 % EDTA ausgeivaschcnes Plattchcnsediment. Dicse Plattchenmasse wird im gleichen Volumen 
einer 0,4-proz. NaHC0,-T,osung aufgcschlammt, dcr zudem O,l% EDTA (pH = 7) zugesetzt sind. 
Diese Suspension wird 2 Min. bei 15000 U./Min. mechanisch homogenisiert, dann rnit dem vier- 
fdchen Volumen derselbcn Hydrogencarbonatlosung verdiinnt und 18 Std. gegen bidcstilliertes 
Wassei, das dreimal gewechselt wird, dialysiert. Die clialysiertc Suspension wird darauf bci 15 000 g 
30 Min. zcntrifugiert: und tler Niedcrschlag einmal mit Wasscr ausgewaschen. Uann wird das 
Sediment zweimal bei - 5" rnit vorgekiihltem Aceton extrahiert und schliesslich an der Luft 
getroclcnet und bei - 5' iibcr CaCI, aufbewahrt. 

Das Acetontrockenpulver wird mit 15 Volumteilcn, bezogen auf Trockengewicht, folgendcr 
L6sung versetzt und extrahiert: I( J 0 , 3 ~ ;  ATP 5 x 1 0 ~  * M ;  I'hosphatpuffer pH 7, 0,021~1. Nach 
60minutigcm Stehen bci Zimmertempcratur wird zcntrifugiert und das Uberstehcncla bei 0" 48 Stcl. 
clialysiert. Zusammensetzung der Aussenlosung (2 Wechsel) : 0 , l  M KC1; 0 , 0 0 1 ~  MgSO,; 0 , 0 1 6 ~  
NaHCC),. Die Proteinkonzentration des so erhaltenen Thrombosthenin-A betragt in der Regel 
weniger als 1%. Je nach Notwendigkeit wird die lonenstarke diirch Zugabc der gcpufferten KCI- 
Losung eingestellt. Das Thrombosthenin A spaltet kein Pi aus ATP und ist AT€'-unempfindlich. 

5Tyosin aus Kaninchen-Skelettnaztskel wurdc nach der K J-Methode von SZENT-GYORCYI~) her- 
gestcllt. Diese Losung kann bei -5" nach Zusatz desselbcn Volumens Glycerin (MERCK, pro 
auzalysi. d = 1,23) anfbewahrt werden. Vor Gebrauch ivird sie bci 0,025 ,u gefallt uncl der Niedcr- 
schlag bei der gewiinschten Ionenstarke gclost. 

4 ktin azis h'aninchenmuskel wurclc ebcnfalls nach dcr Mcthoclc von BARANY et al. a), ohnc vor- 
herige Extraktion des Myosins, isoliert. 

Bestimmung des anorganischen Phosphates ( € I j )  nach MARTIN & D o T Y ~ ~ ) .  
.1 TP-Empjindl ichkei t :  l)ie Viskosititsmessungcn wurden in cinem Kapillarviskosimetcr bei 

20" und /L = 0,55 ausgefiihrt. Aus den erhaltenen Werten wurdc die ATP-Empfincllichkeit nach 
den Angaben von PORTZEHL, SCHRAMM & W E H K K ~ ~ )  errcchnet. 

7, M. BETTEX-GALLAND & E.  F. LUXHER, Thromb. Diath. haem. 4. 178 (1960) 
s, M. BARANY, K. BARANY & F. GUBA, Nature 179, 818 (1957). 
') A.  G. SZENT-GYdRGYI, J .  biol. Chemistry 19.2, 361 (1951). 

I") J.  B. MARTIN & D. M. DOTY, Analyt. Chemistry 21, 965 (1949). 
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Resultate und Diskussion. - Die aus dem Viskositatsverhalten nach ATP- 
Zusatz erwartete Aufspaltung des Thrombosthenins in zwei dem Aktin und Myosin 
des Muskelaktomyosins vergleichbare Komponenten wird durch die Isolierung der- 
selben bestatigt. Thrombosthenin A und Thrombosthenin M konnen aus menschli- 
chen Rlutplattchen unter Verwendung der vom Muskel her bekannten Methoden 
extrahiert werden. 

Der Effekt von Polyathensulfonat: Die Zugabe von Polyathensulfonat zu Mus- 
kelaktomyosin bewirkt, dass schon bei geringeren Ionenstarken unter ATP-Einfluss 
eine Dissoziation des Komplexes eintritt 12). Es zeigt sich, dass derselbe Effekt 
auch gegeniiber Thrombosthenin beobachtet werden kann ; auch hier wirkt das 
Polyathensulfonat als t(1nteraktionsinhibitor )). 

Die Isolierung zlon Thrombosthenin M stellt eine Nutzanwendung dieses disso- 
ziationsfordernden Effekts des Polyathensulfonates dar. Die beim Muskel iibliche 
fraktionierte Extraktion des Myosins basiert auf der geordneten Faserstruktur der 
Fibrillen. Eine solche Struktur fehlt bei den Blutplattchen vollig. Die auf die hier 
beschriebene Weise erhaltenen Thrombosthenin-M-Praparate zeigen immer noch 
eine Verunreinigung durch Thrombosthenin A, die daran erkenntlich ist, dass 
eine residuelle ATP-Empfindlichkeit von 10-20~o nachweisbar bleibt . Diese Verun- 
reinigung halt sich wahrscheinlich in bescheidenen Grenzen, geniigen doch beim 
Muskelmyosin 5 yo Aktin, um Empfindlichkeiten in der Grossenordnung von 10-30y0 
hervorzurufen 13). 

Das Uberstehende der Thrombosthenin-M-Fallung sollte Thrombosthenin A ent- 
halten. Dies wurde wie folgt bewiesen : Das Uberstehende der Polyathensulfonat- 
fallung wurde mit Hilfe von ((Carbowaxr auf ein kleines Volumen eingeengt. ATP 
und Fallungsmittel wurden durch Dialyse oder durch Passage durch eine Sephadex- 
G-25-Kolonne entfernt. Die Zugabe einer solchen Losung zu Thrombosthenin M 
steigert die ATP-Empfindlichkeit bis auf 80%. Thrombosthenin-A-Praparate, nach 
dieser oder nach der Methode von BARANY et aLs) hergestellt, zeigen allein keine 
ATP-Empfindlichkeit . 

A TP-ase-Aklivitaten: In der Tabelle sind die relativen ATP-ase-Aktivitaten von 
verschiedenen Kombinationen im System Thrombosthenin M und A sowie Muskel- 
myosin bzw. Aktin aufgetragen. 

A TP-ase-Aktivitaten der Kombinationen aics den Dissoziationsprodukten v01t Thrombosthenin und 
A ktornyosin 

I Aktin I Thrombosthenin A 

Thrornbosthenin M 0.0032 (7) 0,0050 (3) 0,0068 (3) 
Myosin 0,0148 (2) 0,0510 (1) 0,0997 (2 )  

Angegeben sind die Mittelwerte des abgespaltenen Phosphates in /AM PJMin. x rng Protein 
bei p = 0,08, pH 7,0, 20", unter 12nvmcnheit von 1 0 - 3 ~  Mg+i- und 10-8~ ATP. Zahlen in  
Klarnmern geben Zahl der Doppelbestimmungen an .  Allc Angaben sind bezogen aui die Konzen- 
trationen von Thrombosthenin M bzw. Myosin. 

I*) H. PORTZEHL, G. SCHRAMM & H. H. WEBER, 2. Naturforsch. .5b, 61 (1950). 
12) M. BARANY & F. JAISLF,, Biochirn. biophys. Acta 41, 192 (1960). 
la) F. JAISLE, Biochem. 2. 321, 451 (1951). 

, 
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In den Gemischen wurde ein Gewichtsverhaltnis der beiden E’roteine von etwa 1 : 1 bei leichtcm 
thcrschuss tler M- bzw. dcr Myosin-Komponentc angestrebt. 

1% erhellt aus diesen Werte; eindeutig, dass Myosin bzw. Thrombosthenin &I 
die Trager der ATP-ase-Aktivitat sind. Durch Zugabe von Aktin bzw. Thrombosthe- 
nin A wird diese Aktivitat erheblich gesteigert. Bemerkenswert ist besonders, dass 
sich diese liekombination zu wirksameren ATP-asen auch durch Uberkreuzung der 
Komponenten bewerkstelligen Iasst : Thrombosthenin M aus menschlichen Hut. 
plattchen ist bei Anwesenheit von Kaninchenmuskel-Aktin eine mehr als doppelt 
so aktive ATP-ase als ohne dieses. Derselbe Effekt wird beobachtet bei Zugabe von 
Thrombosthenin A zu Myosin. 

Immerhin wirk.t Aktin in beiden Fallen besser, ohne dass heute schon eine Ent- 
scheidung moglich ist, ob dies eine Folge der angewendeten Herstellungstechnik 
unserer Thrombosthenin-A-Praparate oder eine besondere Eigenschaft derselben ist. 
Im letzteren Falle wiirde dies bedeutcn, dass trotz der Moglichkeit von Kreuz- 
reaktionen Unterschiede zwischen Thrombosthenin A und Aktin bestehen mussen, 
eine Frage, die mit anderen Methoden weiter verfolgt werden soll. Gesichert er- 
scheint dagegen schon jetzt, gestiitzt auf die namhaften Unterschiede in der ATP- 
ase-Wirkung, die Nicht-Identitat von Myosin und Thrombosthenin M. 

Wir danken Fraulein M. SCHNEIDER fur ihre wertvolle technische Hilfe bci dieser Arbeit. Dem 
SCHWBIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FBRDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG untl 
tlcr KOMMISSION Z U K  FORDISRUNG DHR EIWEISSFORSCHUNG A N  D R R  UNIVRRSITAT BERN sind wir 
fiir finanzicllc 1. Tntcrstiitziing zii I k n k  verpflichtet. 

ZTJSAMMENFiISSUNC 

Thrombosthenin, das kontraktile Protein der Blutplattchen, kann wie das ver- 
wandte Aktomyosin aus Muskel in zwei Komponenten aufgespalten werden. 

I’hrombosthenin M (entsprechend dem Muskel-Myosin) wird aus Thrombosthenin 
bei niedriger Ionenstarke in unloslicher Form abgespalten, wobei Gebrauch von der 
dissoziationsfordernden Wirkung des Interaktionsinhibitors Polyathensulfonat ge- 
Inacht wird. 

Thvombostlzenin A (entsprechend dem Muskel-Aktin) wird aus dem Aceton- 
trockenpulver gewaschener Plattchen durch Extraktion mit K J-Losung hergestellt. 

Gleich wie das Myosin erweist sich auch Thrombosthenin M als der eigentliche 
Triiiger der ATP--ase-Wirkung. Durch Zugabe sowohl von Thrombosthenin A wie 
auch von Muskel-Aktin wird diese Fermentaktivitat merklich verstarkt. In be- 
scheidenerem Ausmass vermag auch Thrombosthenin A die ATP-ase-Aktivitat von 
Myosin zn erhohen. 

Die ATP-ase-Wirkung von Thrombosthenin M einerseits wie auch der Ver- 
starkereffekt von Thrombosthenin A stehen weit hinter denen der Muskelanalogen 
zuriick. Der Schluss scheint berechtigt, dass es sich um zwar eng verwandte, jedoch 
nicht um identische Proteine handelt. 

Theodor Kocher Institut 
und Physiologisches Institut, Universitat Bern 




