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The phospholipase C-activity in crude extracts of bovine blood platelets is strongly inhibited
by the calmodulin-inhibitors fluphenazine and calmidazolium in the mM range, and activated by
ATP and ADP, but not by AMP. The activating effect is also shown by the nonhydrolysable
ATP- and ADP-analogs «,4- and f,y-methyleneadenosine 5’-triphosphate and «,/-methylene-
adenosine 5’-diphosphate, thus indicating that it is an allosteric effect. The stimulation of the
phospholipase C-activity by ATP is also detectable in some partially purified fractions of the
crude platelet extract, but it is abolished on further purification of the enzyme.

Einleitung

Durch Einwirkung der Serin-Protease Thrombin
auf Blutplattchen wird eine Phospholipase C akti-
viert [1]. Diese spaltet Phosphatidylinosit hydroly-
tisch zum 1,2-Diacylglycerin und Inositphosphat [2].
Das 1,2-Diacylglycerin enthdlt tiberwiegend an C-1
Stearinsdure und an C-2 Arachidonsdure [3]. Es
wird durch eine Diglyceridlipase, eventuell unter
Mitwirkung einer Monoglyceridlipase gespalten und
dadurch Arachidonsdure freigesetzt [3—5]. Die Ara-
chidonsdure kann auch aus anderen Phospholi-
piden, z. B. Phosphatidylcholin, durch eine Phos-
pholipase A, freigesetzt werden [6, 7]. Die Arachi-
donsdure wird schlieBlich iiberwiegend zu dem
hochwirksamen und kurzlebigen Thromboxan A,
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 Rinderblutpldttchen beschrieben
[11]. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB
die Phospholipase C-Aktivitit in einem Rohextrakt
aus Rinderblutpldttchen in pH-abhidngiger Weise

Abbreviations: AMP-CP, ., f-methyleneadenosine 5’-di-
phosphate; AMP-CPP, «.f-methyleneadenosine 5’-triphos-
phate; AMP-PCP, f,7-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 [l1] eine ausgeprigte Hemmung der
Phospholipase C durch Calmodulin-Inhibitoren
demonstrieren.

Material und Methoden

AMP-CP, AMP-CPP, AMP-PCP und Rinderhirn-
extrakt (Brain-Extract Type I, enthalt 10—20% Phos-
phoinositide und 50—60% Phosphatidylserin) waren
von Sigma (Miinchen). L-Phosphatidyl[U-'4Clinosit,
hergestellt durch Inkubation von myo[U-'C]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 Rinderhirnextrakt (Sigma) und 10 pCi L-Phos-
phatidyl[U-"*CJinosit wurden in 20 ml Chloroform
gelost. Es wurden 40 ml Methanol und 16 ml 25 mMm
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 wiBrige
Phase wurde so oft mit Chloroform nachextrahiert,
bis keine Radioaktivitit mehr extrahierbar war. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und eingeengt.
Der Phosphatidylinosit wurde aus der Chloroform-
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Losung durch Zugabe von 10 Teilen (v/v) Aceton,
das auf — 20 °C vorgekiihlt war, geféllt. Der Nieder-
schlag wurde wieder in Chloroform geldst und mit
10 Teilen Isopropanol (—20°C) erneut ausgefallt.
Der so erhaltene Phosphatidyl[U-'*ClJinosit wurde
wieder in Chloroform gelést (70 pmol/ml) und
unter Stickstoff bei — 20 °C aufbewahrt.

Der Inositgehalt der Substratlosung wurde nach
Hydrolyse mit 6 N HCI bestimmt [13, 14].

Herstellung des Rohextrakts aus Rinderblutpldttchen

91 Rinderblut wurden mit 1,51 Antikoagulans
(37 g Glucose, 12 g Citronensdure, 33 g tri-Natrium-
citrat) versetzt und daraus das plattchenreiche
Plasma hergestellt [15]. Dieses wurde mit einem
Zehntel seines Volumens an 0,13 M tri-Natriumcitrat
versetzt, die Plattchen durch differentielle Zentri-
fugation isoliert, in 25 mM Imidazol/HCI pH 7.3
suspendiert und lyophilisiert. Das Lyophilisat wurde
mit 80 ml bidest. Wasser iiber Nacht bei 4°C
gerithrt und dann 60 min bei 105000 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde unter viermaligem Puf-
ferwechsel gegen je 21 25 mM Imidazol/HCI pH 7,3
dialysiert, wobei der erste Dialyse-Puffer aulerdem
noch 15mm EDTA enthielt. Der dialysierte Roh-
extrakt wurde 10 min bei 20000 x g zentrifugiert,
der Uberstand in 2,5 ml-Portionen in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bis zum Gebrauch bei
—80°C aufbewahrt. Die Proteinbestimmung er-
folgte mit dem Bio-Rad Protein Assay Kit (Bio-
Rad, Miinchen).

Bestimmung der Phospholipase C-Aktivitdit

In einem Gesamtvolumen von 0,5 ml waren ent-
halten: 50 mM Tris-Maleat/NaOH pH 7,2, 70 nmol
Phosphatidyl[U-'*Clinosit, geldst in 20 pl Chloro-
form (das Chloroform hatte auf die Reaktion kei-
nen EinfluB3), 1,25 mm CaCl, und ca. 0,3 mg Protein
des Rohextrakts. Nach 30 min bei 37 °C im Schiit-
telwasserbad wurde die Reaktion mit 2,35 ml Chlo-
roform/Methanol/1,6 N HCI (0,75:1,5:0,1) gestoppt.
Zur Phasentrennung wurden 0,75 ml Chloroform
und 0,75ml Wasser zugegeben. Die organische
Phase wurde entfernt und die wifBrige Phase mit
1,5 ml Chloroform nachextrahiert. Dann wurde die
wiBrige Phase mit Hilfe von 0,5 ml Methanol quan-
titativ in ein Zahlglaschen iberfithrt und nach
Zusatz von Quickszint 212 (Zinsser, Frankfurt) die
wasserlosliche Radioaktivitat bestimmt. Jeder bei

den Ergebnissen angegebene MeBwert ist der Mit-
telwert aus drei identischen Enzymansidtzen. Bei
allen MefBrethen wurde aus mehreren Kontrollan-
sitzen ohne Enzym der Mittelwert bestimmt und
von den erhaltenen MeBwerten abgezogen.

HPLC-Gelfiltration

Die HPLC-Gelfiltration wurde mit einem System
von LKB (Bromma, Schweden) durchgefiihrt:
2150 HPLC-Pumpe, 2158 Uvicord SD, 2211 Super-
rac, 2135 UltraPak TSK 3000 (Molekularsieb) mit
Vorsdule, zusitzlich ausgeriistet 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 FluBrate von 1 ml/
min und einem Druck von 20-25 bar ausgefiihrt.
Das Auftragsvolumen betrug 50 pul (etwa 0.6 mg
Protein). Gearbeitet wurde bei Zimmertemperatur;
ein Lauf dauerte etwa 30 Minuten.

Ergebnisse

Als Substrat fiir den Nachweis der Phospholi-
pase C verwendeten wir Phosphatidyl[U-'*Clinosit.
Das entstandene 1,2-Diacylglycerin wurde zusam-
men mit dem nicht umgesetzten Substrat und even-
tuell entstandenen Lysophospholipiden mit Chloro-
form ausgeschiittelt und die Radioaktivitat des in
der Wasserphase verbleibenden [U-'*C]Inositphos-
phats bestimmt. Die diinnschichtchromatographi-
sche Uberpriifung zeigte [16— 18], daB weder Phos-
phatidsdure noch Glycerylphosphorylinosit als Spalt-
produkte des Phosphatidylinosits auftraten [19]. Aus
Phosphatidylcholin, das nach der Methode von
Woelk und Porcellati [20] in 2-Stellung mit [1-'*C]-
Arachidonsdure verestert worden war, entstand kein
Diacylglycerin [19].

Wie von Hakata er al. [11] beschrieben, war die
Phospholipase C auch bei unseren Untersuchungen
Ca’*-abhiingig. Zu den Enzymansitzen zugesetztes
Calmodulin beeinflute die Phospholipase C aus
Rinderblutplittchen nicht [11, 19]. Im Gegensatz zu
der japanischen Arbeitsgruppe fanden wir jedoch,
dafl typische Calmodulin-Hemmstoffe wie Flu-
phenazin und Calmidazolium [21, 22] eine deutliche
Hemmung des Enzyms bewirken (Abb. 1).

Durch ATP und ADP im Konzentrationsbereich
von 1—-10 mm wurde die Phospholipase C-Aktivitit
deutlich gesteigert (Tab. I). Dabei war, wie zu er-
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Tab. I. Aktivierung der Phospholipase C im Rohextrakt aus Rinderblutplattchen durch ATP und
ADP sowie durch nicht spaltbare Analoge der Adeninnukleotide. (Zur Bestimmung der Enzym-

aktivitdt siehe Material und Methoden.)

nmol PI hydrolysiert/
mg Protein/min

Aktivitat in
% der Kontrolle

Kontrolle ohne Zusitze 0,56 (100)
+ 5 mm MgCl,, kein Effektor 0,49 (87)
+5mMMgCls. + 5 mMATP 1,05 (188)
+ 5 mMm MgCls, + 5 mM AMP-PCP 1,00 (179)
+ 5 mm MgCl,, + 5 mm AMP-CPP 0,86 (154)
+ 5 mm MgCl,, + 5 mM ADP 0,89 (159)
+5 mM MgCly, + 5 mM AMP-CP 0.71 (127)
% 1 deren nicht spaltbare Analoge AMP-CP, AMP-CPP
1004—= Kontrolle und AMP-PCP gesteigert (Tab. I). Dies beweist,

0,44 nmol/mg/min
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Abb. 1. Hemmung der Phospholipase C im Rohextrakt aus
Rinderblutpldttchen durch die Calmodulin-Hemmstoffe
Fluphenazin und Calmidazolium. Angegeben ist die pro-
zentuale Aktivitdt bezogen auf die Kontrolle ohne Hemm-
stoff. Die Inkubation erfolgte in 50 mm Tris-Maleat/NaOH
pH7.2 mit 1,25 mm CaCl,. Entsprechende Versuche in
Gegenwart von 5 mM MgCl, und 5 ml ATP (nicht darge-
stellt) zeigten die gleiche prozentuale Hemmung.

warten, der Mg>*-Komplex von ADP und ATP
wirksam. Mg?*-Ionen allein hemmten die Hydro-
lyse des Phosphatidylinosits, wéhrend ATP und
ADP ohne MgCl, unwirksam waren (nicht darge-
stellt). AMP, cAMP, Adenosin und Adenin wirkten
nicht stimulierend. Wéhrend das Aktivitatsopti-
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 ausgeprdgt. Einen Eindruck von
diesen Unterschieden vermittelt die Abbildung 2,
die den zeitlichen Verlauf der Aktivierung der
Phospholipase C durch ATP fiir zwei verschiedene
Rohextrakte zeigt.

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

daB ATP und ADP nicht iber 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 Verdnderung des Enzyms durch
Spaltung der energiereichen Phosphatbindungen
des ATP ausgeschlossen ist, muB3 der aufgezeigte
Effekt vielmehr allosterischer Natur sein.
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Abb. 2. Zeitlicher Verlauf der Aktivierung der Phospho-
lipase C durch ATP im Rohextrakt aus Rinderblutplatt-
chen. Die Inkubation erfolgte fiir die jeweils angegebene
Zeit in 50 mMm Tris-Maleat/NaOH pH 7,2 mit 1,25 mM
CaCl, in Abwesenheit (0) und in Anwesenheit von 5 mM
ATP und 5SmMm MgCl, mit zwei verschiedenen Rohex-
trakten (») und (a). Die Umsatzraten in Abwesenheit von
ATP waren mit beiden Rohextrakten nahezu gleich, wes-
halb nur die Werte fiir einen Rohextrakt wiedergegeben
sind. Das AusmalR der Aktivierung war jedoch sehr unter-
schiedlich (beachte die unterschiedlichen Skalen).
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Abb. 3. Aktivierung der Phospholipase C durch 5 mm ATP
und 5mMm MgCl, (e) nach Anreicherung aus dem Roh-
extrakt von Rinderblutplattchen durch HPLC-Gelfiltra-
tion; Kontrolle ohne Effektoren (o). A = Ausschluf3volu-
men der Séule.

Wurde die Phospholipase C aus einem nach
unserer Methode hergestellten Rohextrakt nach der
Vorschrift von Hakata er al. [11] gereinigt, so lie
sich die aktivierende Wirkung des ATP in der bei
25-50% Siattigung mit (NH4),SO,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 lieB sich in der Enzym-haltigen Fraktion
die Aktivierung durch ATP deutlich nachweisen
(Abb. 3). In diesem Fall war die Aktivitdt der Phos-
pholipase C in Abwesenheit von ATP sogar kaum
nachweisbar, und eine Lokalisierung der Enzym-
aktivitdt in den Eluatfraktionen war nur in Gegen-
wart von ATP mdglich.

[1] S. Rittenhouse-Simmons, J. Clin. Invest. 63, 580—587
(1979).

[2] G. Mauco, H. Chap, and L. Douste-Blazy, FEBS-
Letters 100, 367—370 (1979).

[3] R. L. Bell, D. A. Kennerly, N. Stanford, and P. W.
Majerus, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 3238-3241
(1979).

[4] S. Rittenhouse-Simmons, J. Biol. Chem. 25§, 2259-
2262 (1980).

[5] S. M. Prescott and P. W. Majerus, J. Biol. Chem. 258,
764—769 (1983).

[6] E. G. Lapetina, M. M. Billah, and P. Cuatrecasas,
Nature 292, 367-369 (1981).

[7] P. A. Craven and F. R. de Rubertis, J. Biol. Chem.
258,4814—4823 (1983).

[8] M. Hamberg, J. Svensson, and B. Samuelsson, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 72,2994—2998 (1975).

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
laBt sich die Tatsache, dal zu den Ansdtzen zuge-
setztes Calmodulin die Phospholipase C-Aktivitit
nicht beeinflufite, mit dem Vorhandensein groBerer
Mengen an endogenem Calmodulin erklaren [19, 23].

Weiterhin wurde gezeigt, daf3 die Phospholipase C
durch ATP und ADP allosterisch stimuliert wird.
Das Ausmaf3 der Aktivierung war in verschiedenen
Blutpldttchen-Extrakten sehr unterschiedlich. Es
wire denkbar, daf3 fir die Aktivierung der Phos-
pholipase C durch ATP oder ADP eine Proteinkom-
ponente bendtigt wird, die sehr labil ist und schon
bei der Herstellung der Rohextrakte unterschiedlich
stark inaktiviert wird oder unterschiedlich stark aus
den Plittchen in Losung zu bringen ist. Auch die
Beobachung, daf3 sich beim Versuch der Reinigung
des Enzyms die Aktivierung durch ATP nur noch
nach der ersten Ammoniumsulfat-Fallung nach-
weisen laBt, konnte auf die Labilitdt einer Kom-
ponente des Enzyms zuriickzufithren sein.

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