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The phospholipase C-activity in crude extracts o f bovine blood platelets is strongly inhibited  
by the calmodulin-inhibitors fluphenazine and calm idazolium  in the m M  range, and activated by 
ATP and ADP, but not by AMP. The activating effect is also shown by the nonhydrolysable  
ATP- and ADP-analogs a,/?- and /?,y-methyleneadenosine 5 '-triphosphate and a,/?-methylene- 
adenosine 5'-diphosphate, thus indicating that it is an allosteric effect. The stim ulation o f the 
phospholipase C-activity by ATP is also detectable in som e partially purified fractions o f  the 
crude platelet extract, but it is abolished on further purification o f the enzyme.

Einleitung

Durch Einwirkung der Serin-Protease Thrombin 
auf Blutplättchen wird eine Phospholipase C akti­
viert [1], Diese spaltet Phosphatidylinosit hydroly­
tisch zum 1,2-Diacylglycerin und Inositphosphat [2], 
Das 1,2-Diacylglycerin enthält überwiegend an C-l 
Stearinsäure und an C-2 Arachidonsäure [3], Es 
wird durch eine Diglyceridlipase, eventuell unter 
Mitwirkung einer Monoglyceridlipase gespalten und 
dadurch Arachidonsäure freigesetzt [3-5], Die Ara­
chidonsäure kann auch aus anderen Phospholi­
piden, z. B. Phosphatidylcholin, durch eine Phos­
pholipase A2 freigesetzt werden [6, 7]. Die Arachi­
donsäure wird schließlich überwiegend zu dem 
hochwirksamen und kurzlebigen Thromboxan A2 
umgesetzt [8]. Die Phospholipase C ist auch an der 
Phosphatidylinosit-Antwort beteiligt, die bei einer 
Vielzahl sekretorischer Gewebe mit der Hormon­
induzierten Mobilisierung von Calcium einhergeht 
[9, 10],

1982 wurden die Reinigung und einige Eigen­
schaften einer Phosphatidylinosit-spezifischen Phos­
pholipase C aus Rinderblutplättchen beschrieben
[11], In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daß 
die Phospholipase C-Aktivität in einem Rohextrakt 
aus Rinderblutplättchen in pH-abhängiger Weise

Abbreviations: AMP-CP, a,/?-methyleneadenosine 5'-di­
phosphate; AMP-CPP, a,/?-methyleneadenosine 5 '-triphos­
phate; AMP-PCP, /?,}’-methyleneadenosine 5 '-triphosphate.
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durch ATP und ADP bzw. durch nicht spaltbare 
Analoge von ATP und ADP aktiviert wird. Weiter 
konnten wir im Gegensatz zu der japanischen Ar­
beitsgruppe [11] eine ausgeprägte Hemmung der 
Phospholipase C durch Calmodulin-Inhibitoren 
demonstrieren.

Material und Methoden

AMP-CP, AMP-CPP, AMP-PCP und Rinderhirn- 
extrakt (Brain-Extract Type I, enthält 10-20%  Phos- 
phoinositide und 50-60%  Phosphatidylserin) waren 
von Sigma (München). L-Phosphatidyl[U-14C]inosit, 
hergestellt durch Inkubation von myo[U-14C]Inosit 
mit Rinderhirnmikrosomen, wurde von Amersham- 
Buchler (Braunschweig) bezogen. Calmodulin und 
Calmidazolium (R 24 571) stammten von Boeh- 
ringer (Mannheim). Fluphenazin war ein Geschenk 
der Firma von Heyden (Regensburg).

Herstellung des Substrats

2 g Rinderhimextrakt (Sigma) und 10(iCi L-Phos- 
phatidyl[U-14C]inosit wurden in 20 ml Chloroform 
gelöst. Es wurden 40 ml Methanol und 16 ml 25 mM 
Tris/HCl pH 8,0 zugegeben und gemischt. Nach 
Zugabe weiterer 20 ml Chloroform und 20 ml des 
Puffers wurde zur Phasentrennung zentrifugiert und 
die organische Phase abgetrennt [12]. Die wäßrige 
Phase wurde so oft mit Chloroform nachextrahiert, 
bis keine Radioaktivität mehr extrahierbar war. Die 
organischen Phasen wurden vereinigt und eingeengt. 
Der Phosphatidylinosit wurde aus der Chloroform-
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Lösung durch Zugabe von 10 Teilen (v/v) Aceton, 
das a u f -2 0 ° C  vorgekühlt war, gefällt. Der N ieder­
schlag wurde wieder in Chloroform gelöst und mit 
10 Teilen Isopropanol (—20°C ) erneut ausgefällt. 
Der so erhaltene Phosphatidyl[U-14C]inosit wurde 
wieder in Chloroform gelöst (70 jimol/ml) und 
unter Stickstoff bei — 20 °C aufbewahrt.

Der Inositgehalt der Substratlösung wurde nach 
Hydrolyse mit 6 n  HCl bestimmt [13, 14],

Herstellung des Rohextrakts aus Rinderblutplättchen

91 Rinderblut wurden mit 1,5 1 Antikoagulans 
(37 g Glucose, 12 g Citronensäure, 33 g tri-N atrium - 
citrat) versetzt und daraus das plättchenreiche 
Plasma hergestellt [15]. Dieses wurde mit einem 
Zehntel seines Volumens an 0,13 m tri-N atrium citrat 
versetzt, die Plättchen durch differentielle Zentri­
fugation isoliert, in 25 mM Imidazol/HCl pH 7,3 
suspendiert und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde 
mit 80ml bidest. Wasser über Nacht bei 4 °C  
gerührt und dann 60 min bei 105 0 0 0 x #  zentrifu­
giert. Der Überstand wurde unter viermaligem Puf­
ferwechsel gegen je 2 1 25 mM Imidazol/HCl pH 7,3 
dialysiert, wobei der erste Dialyse-Puffer außerdem  
noch 15 mM EDTA enthielt. Der dialysierte Roh­
extrakt wurde 10 min bei 20000 x g  zentrifugiert, 
der Überstand in 2,5 ml-Portionen in flüssigem 
Stickstoff eingefroren und bis zum G ebrauch bei 
- 8 0 ° C  aufbewahrt. Die Proteinbestimmung er­
folgte mit dem Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio- 
Rad, München).

Bestimmung der Phospholipase C-Aktivität

In einem Gesamtvolumen von 0,5 ml waren ent­
halten: 50 mM Tris-M aleat/NaOH pH 7,2, 70 nmol 
Phosphatidyl[U-l4C]inosit, gelöst in 20 (il Chloro­
form (das Chloroform hatte auf die Reaktion kei­
nen Einfluß), 1,25 mM CaCl2 und ca. 0,3 mg Protein 
des Rohextrakts. Nach 30 min bei 37 °C im Schüt­
telwasserbad wurde die Reaktion mit 2,35 ml Chlo­
roform/Methanol/ 1,6 n  HCl (0,75:1,5:0,1) gestoppt. 
Zur Phasentrennung wurden 0,75 ml Chloroform 
und 0,75 ml Wasser zugegeben. Die organische 
Phase wurde entfernt und die wäßrige Phase mit
1,5 ml Chloroform nachextrahiert. Dann wurde die 
wäßrige Phase mit Hilfe von 0,5 ml Methanol quan­
titativ in ein Zählgläschen überführt und nach 
Zusatz von Quickszint 212 (Zinsser, Frankfurt) die 
wasserlösliche Radioaktivität bestimmt. Jeder bei

den Ergebnissen angegebene Meßwert ist der M it­
telwert aus drei identischen Enzymansätzen. Bei 
allen Meßreihen wurde aus mehreren Kontrollan- 
sätzen ohne Enzym der Mittelwert bestimmt und 
von den erhaltenen Meßwerten abgezogen.

HPLC-Gelßltration

Die HPLC-Gelfiltration wurde mit einem System 
von LKB (Bromma, Schweden) durchgeführt: 
2150 HPLC-Pumpe, 2158 Uvicord SD, 2211 Super- 
rac, 2135 UltraPak TSK 3000 (Molekularsieb) mit 
Vorsäule, zusätzlich ausgerüstet mit 7125 Rheodyne 
Injektor (Cotati, Kalifornien) und Shimadzu C-R 1B 
Integrator. Die Chromatographie wurde mit 0,1 M 
Phosphatpuffer pH 7,0 bei einer Flußrate von 1 m l/ 
min und einem Druck von 20 -2 5  bar ausgeführt. 
Das Auftragsvolumen betrug 50 ul (etwa 0.6 mg 
Protein). Gearbeitet wurde bei Zim m ertem peratur; 
ein Lauf dauerte etwa 30 Minuten.

Ergebnisse

Als Substrat für den Nachweis der Phospholi­
pase C verwendeten wir Phosphatidyl[U-14C]inosit. 
Das entstandene 1,2-Diacylglycerin wurde zusam­
men mit dem nicht umgesetzten Substrat und even­
tuell entstandenen Lysophospholipiden mit Chloro­
form ausgeschüttelt und die Radioaktivität des in 
der Wasserphase verbleibenden [U-14C]Inositphos- 
phats bestimmt. Die dünnschichtchromatographi­
sche Überprüfung zeigte [16-18], daß weder Phos- 
phatidsäure noch Glycerylphosphorylinosit als Spalt­
produkte des Phosphatidylinosits auftraten [19]. Aus 
Phosphatidylcholin, das nach der M ethode von 
Woelk und Porcellati [20] in 2-Stellung mit [1-14C]- 
Arachidonsäure verestert worden war, entstand kein 
Diacylglycerin [19].

Wie von Hakata et al. [11] beschrieben, war die 
Phospholipase C auch bei unseren Untersuchungen 
Ca2+-abhängig. Zu den Enzymansätzen zugesetztes 
Calmodulin beeinflußte die Phospholipase C aus 
Rinderblutplättchen nicht [11, 19]. Im Gegensatz zu 
der japanischen Arbeitsgruppe fanden wir jedoch, 
daß typische Calmodulin-Hemmstoffe wie F lu­
phenazin und Calmidazolium [21, 22] eine deutliche 
Hemmung des Enzyms bewirken (Abb. 1).

Durch ATP und ADP im Konzentrationsbereich 
von 1 - lO m M  wurde die Phospholipase C-Aktivität 
deutlich gesteigert (Tab. I). Dabei war, wie zu er-
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Tab. I. Aktivierung der Phospholipase C im Rohextrakt aus Rinderblutplättchen durch ATP und 
ADP sowie durch nicht spaltbare Analoge der Adeninnukleotide. (Zur Bestimmung der Enzym­
aktivität siehe Material und Methoden.)

nmol PI hydrolysiert/ 
mg Protein/min

Aktivität in 
% der Kontrolle

Kontrolle ohne Zusätze 0,56 ( 100)
+  5 m M  MgCl-., kein Effektor 0,49 (87)
+ 5 m M  MgCl->, +  5 m M  ATP 1,05 (188)
+  5 m M  MgCl-,, +  5 m M  AMP-PCP 1,00 (179)
+ 5 m M  MgCl->, +  5 m M  AMP-CPP 0,86 (154)
+  5 m M  MgCl2, +  5 m M  ADP 0,89 (159)
+ 5 m M  MgCl2, +  5 m M  AMP-CP 0,71 (127)

%

i—i u

0-
o-1

Kontrolle
0,UL nmol/mg/min

0,1 1 
m M  m M

10 0,1 1 
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Fluphenazin Calmidazolium

Abb. 1. Hemmung der Phospholipase C im Rohextrakt aus 
Rinderblutplättchen durch die Calmodulin-Hemmstoffe 
Fluphenazin und Calmidazolium. Angegeben ist die pro­
zentuale Aktivität bezogen auf die Kontrolle ohne H em m ­
stoff. Die Inkubation erfolgte in 50 m M  Tris-M aleat/NaOH  
pH 7,2 mit 1,25 m M  CaCl2. Entsprechende Versuche in 
Gegenwart von 5 m M  MgCl2 und 5 ml ATP (nicht darge­
stellt) zeigten die gleiche prozentuale Hemmung.

warten, der Mg2+-Komplex von ADP und ATP 
wirksam. Mg2+-Ionen allein hemmten die Hydro­
lyse des Phosphatidylinosits, während ATP und 
ADP ohne MgCl2 unwirksam waren (nicht darge­
stellt). AMP, cAMP, Adenosin und Adenin wirkten 
nicht stimulierend. Während das Aktivitätsopti­
mum der Phospholipase C in Abwesenheit der 
Adeninnukleotide bei pH 6 ,1-6 ,3  lag, erfolgte eine 
deutliche Verschiebung des pH-Optimums auf 
pH 6,9 bei Zusatz von ADP und auf pH 7,2 bei 
Zusatz von ATP.

Die Aktivierbarkeit des Enzyms durch ATP und 
ADP war in verschiedenen Rohextrakten unter­
schiedlich stark ausgeprägt. Einen Eindruck von 
diesen Unterschieden vermittelt die Abbildung 2, 
die den zeitlichen Verlauf der Aktivierung der 
Phospholipase C durch ATP für zwei verschiedene 
Rohextrakte zeigt.

Die Aktivität der Phospholipase C wurde nicht 
nur durch ATP und ADP, sondern auch durch

deren nicht spaltbare Analoge AMP-CP, AMP-CPP 
und AMP-PCP gesteigert (Tab. I). Dies beweist, 
daß ATP und ADP nicht über eine Phosphory­
lierung des Phosphatidylinosits zu dessen 4-phos- 
phat bzw. 4,5-diphosphat (Di- bzw. Triphospho- 
inositid) wirken und diese die eigentlichen Sub­
strate der Phospholipase C sind. Da gleichzeitig 
auch eine kovalente Veränderung des Enzyms durch 
Spaltung der energiereichen Phosphatbindungen 
des ATP ausgeschlossen ist, muß der aufgezeigte 
Effekt vielmehr allosterischer Natur sein.

Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der Phospho­
lipase C durch ATP im Rohextrakt aus Rinderblutplätt­
chen. Die Inkubation erfolgte für die jeweils angegebene 
Zeit in 50 m M  Tris-M aleat/NaOH pH 7,2 mit 1,25 m M  
CaCl2 in Abwesenheit (o) und in Anwesenheit von 5 m M  
ATP und 5 m M  MgCl2 mit zwei verschiedenen Rohex­
trakten ( a )  und (a). D ie Umsatzraten in Abwesenheit von 
ATP waren mit beiden Rohextrakten nahezu gleich, wes­
halb nur die Werte für einen Rohextrakt wiedergegeben 
sind. Das Ausmaß der Aktivierung war jedoch sehr unter­
schiedlich (beachte die unterschiedlichen Skalen).
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Abb. 3. Aktivierung der Phospholipase C durch 5 m M  ATP  
und 5 m M  MgCl2 ( • )  nach Anreicherung aus dem R oh­
extrakt von Rinderblutplättchen durch HPLC-Gelfiltra- 
tion; Kontrolle ohne Effektoren (o). A = Ausschlußvolu­
men der Säule.

Wurde die Phospholipase C aus einem nach 
unserer Methode hergestellten Rohextrakt nach der 
Vorschrift von Hakata et al. [11] gereinigt, so ließ 
sich die aktivierende Wirkung des ATP in der bei 
25-50% Sättigung mit (NH4)2S 0 4 ausgefallenen 
Fraktion noch deutlich nachweisen. Bei der weite­
ren Reinigung durch hydrophobe Chromatographie 
ging der Effekt jedoch verloren. Wurde der Roh­
extrakt dagegen durch HPLC-Gelfiltration aufge­
trennt, so ließ sich in der Enzym-haltigen Fraktion 
die Aktivierung durch ATP deutlich nachweisen 
(Abb. 3). In diesem Fall war die Aktivität der Phos­
pholipase C in Abwesenheit von ATP sogar kaum 
nachweisbar, und eine Lokalisierung der Enzym­
aktivität in den Eluatfraktionen war nur in Gegen­
wart von ATP möglich.

Diskussion

Die hier gezeigte Hemmung der Phosphatidyl- 
inosit-spezifischen Phospholipase C durch die Cal- 
modulin-Hemmstoffe Fluphenazin und Calmida- 
zolium weist auf eine Beteiligung von Calmodulin 
an der Kontrolle der Phospholipase C hin. Dabei 
läßt sich die Tatsache, daß zu den Ansätzen zuge­
setztes Calmodulin die Phospholipase C-Aktivität 
nicht beeinflußte, mit dem Vorhandensein größerer 
Mengen an endogenem Calmodulin erklären [19, 23].

Weiterhin wurde gezeigt, daß die Phospholipase C 
durch ATP und ADP allosterisch stimuliert wird. 
Das Ausmaß der Aktivierung war in verschiedenen 
Blutplättchen-Extrakten sehr unterschiedlich. Es 
wäre denkbar, daß für die Aktivierung der Phos­
pholipase C durch ATP oder ADP eine Proteinkom­
ponente benötigt wird, die sehr labil ist und schon 
bei der Herstellung der Rohextrakte unterschiedlich 
stark inaktiviert wird oder unterschiedlich stark aus 
den Plättchen in Lösung zu bringen ist. Auch die 
Beobachung, daß sich beim Versuch der Reinigung 
des Enzyms die Aktivierung durch ATP nur noch 
nach der ersten Ammoniumsulfat-Fällung nach­
weisen läßt, könnte auf die Labilität einer Kom­
ponente des Enzyms zurückzuführen sein.

Da ADP zu den aggregationsauslösenden Agen- 
tien gehört [24], könnte der aktivierende Effekt von 
ATP und ADP auf die Phospholipase C eine phy­
siologische Bedeutung besitzen.
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