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W prz’emyt&ch krwinkach ptytkowych dwini oznaczono stgienia kwasu
sialowego, bialka i hektoz zwigzanych z biatkami, Stwierdzono, ze
: liczba piytek 10°  zawiera 1,4 mg biatka. Zawartodé kwasu sialowego

‘wynosi 15,0 +4,3 pp/uwg biatka, a hektoz 32,3 $6,9 ug/mg bialka.
Trombina (5 ki -+ NIN/mg biatka) powoduje uwolnienie 20,5 +4,8% caltko-
vitej zawartofci kwasu sialowego plytki, 33,4 #8,2% catkowitej =za-

warto§ci hektoz orae 9,6 +1,97 calkowitej zawartofci biatka plytki

pochodzgcego z a-ziarnistofci. Stwierdzono takie zmniejszenie sig

zawartoscl lwuu unlmgo po 2lo-godlinnyn puochovywanlu plytek US

tmntur:e &% : 4l A
WSTER

Krwinki 'plitko&e ssakéw, najiniejsze komérki kywi, odgrywaja

kluczowa role w hamowaniu krwawienia. PrZylegajqc do gciany na-i'
czynia, tworzy z jednej strony agregaty - uszczelniajace  ubytki
naczynia, a z drugiej wchodza w interakcje ze dciang ' naczynia

- poprzez zwigzki uwalniane w procesie sekrecyjnym. .

Istotne znaczenie w aktywacji krwinki p!ytkowej, warunkujq-"
cej m. in. proces agregacji 1 reakcji uwalniania posiada’ b¥ona
ptytkowa, a w: szczegdlnoéci ‘powierzchniowo zlokalizcwane gliko-‘

proteiny blony piytkowej.

Do gidwnych frakcji glikOprotein blony plytkowej uakdw zal:l.-

3 ciane sa - glikoproteiny (GP): GPI, GPII i GPIII [2, 9, 15, 20},

GPII (GPIIb) i GPIII (IIIa) uwierajq znaczne ilogci kwasu sia-;i
lowego. Sa one odpowiedzialne przede wszystkim za przquczanie'
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fibrynogohu do p!ytki oraz . za reakcje piytka-piytka 1 proces a-
graqacji [13]. Powierzchniowo zlokalizowana GPI zawiera  rozpu-
szczalna glikokalicyne (GP Ib) [6]. \

Istnieje wiele wrodzonych zaburzed procesu krzepnigcia kxwi
z upodledzona funkcija krwinek piytkowych. wiele z nich spowodo~-
wanych jest niedoborem czy brakiem okredlonych' glikoprotein po-
wierzchniowych pitytki oraz zmniejszong zawartodcia kwasu sialo-
wego [5, 9, 17]. . :

Na powierzchni piytki czlowieka . stwierdzono obecnodé ok.
2,4 10° grup karboksylowych uatunkdjqcych jej ruchliwodé elektro-
foretyczng, 2 ktdérych ok. 3410 przypada na kwasy sialowe
wrazliwe na dziatanie neuraminidazy [3].

Kwas acetyloneuraminowy  jest jedynym kwasem sialowym ‘obecnym
w krwinkach ptytkowych [3]. Wystepuje on w ilodciach 35-90 nmoli
na 107 prytki [8, 16, 18, 19, 21, 26]. Okolo polowa tego zwiaz-
ku jest zwiazana 2 powierichnig komérki i wrazliwa jest na dzia-
‘fanie neuraminidazy i plazminy [11, 25]. . Zmniejszong  zawartod¢
kwasu sialowego stwierdzono w piytkach pacientdéw i'trqmbasteniq
Glanzmanna i z zespolem Bernard-Souliera [5, 17].

Podczas przechowywania piytek w osoczu obniza sig rdwnieé po-
ziom tego powierzchniowo zlokalizowanego zwigzku [23]. Usuniecie
go 2z powierzchni pod dziataniem neuraminidazy czy plazminy skra-
ca .czas przezycia komdrki [11, 25]. uUtrata powierzchniowego kwa-
su sialowego piytki powoduje przypuszczalnie’ rozpoznanie tej ko-
mérki jako “obcej* i usunigcie jej z krwioobiegu [12, 21].

Ze wzgledu na waina role glikoprotein i kwasu pialwego W pro~ .
cesie aktywacji krwinek ptytkowych gléwna uwage skierowano w ni-

niejszej pracy na ustalenie zawartosci tego kwasu 1 heksoz auAr
zanych z biatkiem w przemytych piytkach 6w1n1._ Prébowano tei o—
kreélié wpiyw trombiny na poziom tych sktadnikéw. '

MATERIAE I METODY

Krew pobierano od éwini na 1% roztwdér EDTA w 0,15 M NaCl,
pH 7. (1:9, v/v). Krwinki piytkowe otrzymywano metodg réznicowe—‘
go wirowania [24]. Po dwukrotnym przemyciu buforem ‘o skiadzie:
0,14 M Nacl, 10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7,4, plytki wolne
od zanieczyszczer innymi elementami morfotyqznymi krwi zawieszano
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w tym samym buforze. Ilodé krwinek piytkowych w z,awininie' 11~
czono w komorze Burkera. Zawartodé biatka oznaczano metodg —mi-
krobiuretowa [12]. Kwas sialowy okreélano metoda Warrena po  u-
przedniej hydrolizie piytek w 0,1 n H,SO, [25]. Do okredlenia za-
wartodci heksoz zwigzanych 2z biatkiem piytek ponluiono .1. neto-
da antronowa [14].

W celu zbadania wpiywu trombiny- na proceo loxmcyjny piytek,

zawiosinq o stezeniu 10-15 mg biatka piytek w 1 ml, inkubowano

5 min w temperaturze 37°C z trombina (5 j. NIH/mg bialka piy-
tek). Po ochlodzeniu piytki wirowano (1200 xg przez 15 min) w
temperaturze . w klarownym supernatancie okredlano ilosgciowo
‘uwolnione bialtka 1 kwas sialowy. Zawartodé tych skladnikdéw wyra-
zono w procentach calkowitej ich iloéci znajdowanej w piytce.

»

WYNIKI

Za pomoca metody Warrena [25] ltwiordzono, Ze zawartodé kwa-
'su sialowego w anaumanycb piytkach vynosi 15,0 +l 3 ‘ ug/mg
‘biatka, co w przeliczeniu na stosunki molowe daje 63,9 +12 3 n-
 mo1/10° piytek (eab. 1).
e, : Tabela 1

anrtolé kvuu liclovcgo v pru-ytych hndnklch ptytkowych $wini
. oznaczona metody Warrena

. The total nialic acid ecntcntn :ln washed - pi.; plaulou (by Hmen uthod)

: uglng.biuu' 5 ,..m.‘.. blatke = auzl!,or plytek ;wll 10._,9’1ytek
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15,0 44,3 | 47,8413,8 | 20,143,8 . 63,9412,3
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Tabela

Zawartoéé heksoz zwigzanych 2 bhlkim krwinhek fitytkowych iwini

oZnaczona metody antronowy

4]

Hexose coutents in pig platelet proteins (by Auth_rone mthod) [14]

2

9 T )
S wg/ 10 nmol/mg 9
ug/mg biatka ptytek biatka nmol/ 107 piytek
44,0 40 222
29,6 83 461
27,7 . 38 154 21)
40,5 52 225 287
22,9 "26 127 146
33,0 183
32,3 46,9 47,8 #21,0 | © 172 +42,0 265,4 +120

. @/3&-&» 3‘ _

Nwes shlouy W pgtheh éwini (

2

)

kontrola 24 h -

Rys. 1

o

Zun.rtoié hum -ialongo w plytkach dwini prndmwynnych w tupenturze 4 c

przez 24 h w stosunku do kontroli
The total sialic acid contents in pig plltelltl after 26 h storage in §°
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Liczba znalezionych heksoz 2wiazanych i biatkiem ptyto\k-‘ wa=
ha siq w granicach 32-40 ug/mg biatka plytek. Wyniki ilustruje
tab. 2. o
!mlyt'.o ptytki swini " gzawieszone w zbuforowanym  roztworze
'soli fizjologicznej 1 ‘przechowywane 24 h w temperaturze 4%
.tracily $rednio ok. 108 zawartodci lwuu sialowego (rys. 1).
 Po inkubacji piytek z trombing 1loéé uvolnionego biatka o-
_ceniano na ok. 10% catkowitej jego zawartodci w piytce, kwasu'
.1alowogo na 20\. a heksoz na ok. 33\ (xys. 2). ;

i

-

kwas  heksozy  biatka
'hw s A

-. .'A 1 ” .‘ 4 "'. 2 R ,'.

Wplyw trombiny ma bialka, kwas aialwv i heksozy kminek p!ytkovych ﬂn.ni.
.lloié wao Inionych zwi.zkéu po 1nw;acjxikxzi.|;a plytkovych z cro-biu (55 .nml ,
3 wg bial ‘

"The effect of thrombin on protein, sislic acid and i daais y!atelen. :
"The contents of the compoundd after storage of pluclct ; nuyouion with
; : th:o-bin (S noimlug ptoniu) 3 .

e Wykanao, io W :u.o(ci N_)_ 'pl'y"u)‘: ; zﬁjjgpje qui,‘i‘fdl}}p. 1,4
‘mg biatka, St AN SR R
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DYSKUSJA

Krwinki piytkowe ssakdéw nalezacych do poszczeaélnych gromad
réinia si¢ miedzy soba w zakresie wielkodci, ksztattu, ggstosci,
funkejl i aktywnodcl metabolicznej ~[11, 18, 21), zad w obrebie
tego samego gatunku stwierdzono znaczng niejednorodnogé [2;] . Je-
dnym z powoddw moze byé réinica w strukturze i rozmieszczeniu
powierzchniowych glikoprotein [4, 18].

Jak wykazaly badania R an da i wsp. (1981), subpopulacja
piytek krélika o duzej gestodci zawiera np. podwyzszong 1lodé
kwasu sialoweco [21]. :

% drugiej strony zaobserwowano obnizony poziom kwasu sialo-
wego w blonach ptytek ulegajacych procesowi starzenia sie [11].
Podobnie 2zmniejszanie sig ilodci tegb kwasu zauwazono w piytkach
krazgcych we kxwi po przebytej infekcji wirusowej [22]. Wediug
cytowanych autoréw moze byé to wynik dziatania neuraminidazy wi-
rusowej [22]. Wplyw plazminy na skracanie czasu przeiycia piy-
tek prébuje sie czedciowo tiumaczyé dziataniem tego enzymu na
glikoproteiny powierzchniowe piytki, a przede wszystkim na uwal~
nianie kwasu sialowego z GPI [11]. ' '

Czgéé kwasu sialowego obeangc; w piytkach (ok. 20-47%) mo-
e wydostawaé si¢ poza komérke w reakcji uwalniania plytek wywo-
tanej trombing [18, 19]. ‘

Jak stwierdzi?! Bos mann (1972), biona krwinki plytko-
wej wykazuje .aktywnoéé sialylotransferazy. Enzym ten uwazany ?a
katalizator ostatniego etapu biosyntezy olikoprotein, jest odpo-
wiedzialny za przejécie kwasu N-acetyloneuraminowego 2z substra-
tu CMP-NANA na akceptor - asialoproteing. Wedius B auvolils
[1] endogennym akceptorem kwasu sialoweco w piytce jest  GPIIb
[1]. Aktywnoéé sialylotransferazy piytkowej jest = stymulowana
trombing 4 innymi czynnikami agregujacymi. Aspiryna hamuje jej
dziatanie [26]. Zmniejszanie sie poziomu kwasu sialowego w blo-
nie ptytkowej prowadzi do uposdledzonej funkcji krrwinek piytko- .
wych. Przykladem jest trombasteinia Glanzmanna i zespé:  Ber-
nard-Souliera f[S, 7, 17, 20]. W trombastenii Glanzmanna, wrodzo-
nej skazie krwotocznej, charakteryzujace]j siQ ‘upoéledzong agre-
gacja pilytek i brakiem retrakcji skrzepu, stwierdzono £ladowe
ilos$ci lub catkowity brak kompléksu glikoprotein: GPIIb i GPIIIa
[7.,517]. o iy :
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Krwinki p!ytkowo pacjentdw z zoapotem Bernard-Souliera, wyka~
Zujace zmniejuzonq adhozjq ‘do kolagenu -l upolledzonq agregach,
| charakteryzuja sig z kolei brakiem GPI %

W dostgpnej literaturze. fachowej brak jest danych dotyczgcych

tzawartoéci -kladnlkdw oukrowych w p!ytkach swini.,
Uzyskane przez nas wartodci dotyczace poziomu kwasu sialowa—
go nie odbiegaja od wartoéci podanych przez innych autordw dla
| pytek ludzkich [17-19, 21, 26], chocia: pordwnanie takie ma cha-
‘rakter bardzo ogélny. j F

Wykazalidnmy takze, ze na 10° piytek wieprzowych przypada
‘1,46 mg biatka piytek, niewiele mniej od ilodci  przedstawionych .

przez Collera 4 Zarabbi [8] dlapiytek ludz-

‘kich [1, 65]. Podobne ilodci biaika [1,48 mg] stwierdzono w ply-

tkach krélika [21]. ‘ ) :
Dziatanie trombiny na piytki dwini, jak wykazano, powoduje

uwalnianie biatek oraz kwasu sialowego i heksoz w ilosciach nie

- odbiegajacych od wartodci podawanych dla plytek ludzkich [18].

Wediug Packhama krwinki plytkowe cztowieka uwalniaja 20 #7% cai-~

kowitej zawartodci kwasu sialowego plytki, co jest - catkowicie
ZQOGne z naszymi wynikami.

Nalezatoby podkreslic, ze irdd!em Xwasu sialoweao moaq byé
nie tylko glikoproteiny blony, ale 1 w pewnym stopniu uwalniane

dziataniem trombiny biatka z a-ziarnistoéci p&ytek (fibrynogen,
trombospondina) [10]. ;
. Na podstawie przeprowadzonych badaf motna wnioskowad, - ze

- plytki krwi $wini prawdopodobnie zawieraja podobne glikoproteiny

jak piytki ludzkie i dlatego reagujg w sposdéb zbliéony na dzia-

Yanie trombiny: uwalniaja do $rodowiska zbliZone wartosci bialekf'

i cukréw.
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' Barbara Wachowicz, Tadeusz krajcu;kx, Maria Borczak
CARBOHYDRATE COMPONENT OF PIC PLATELETS

Tn washed pig platelets the toral sialic acid, hexose bound to‘.p:‘otcin_a
and protein contents were estimated. The platelets contained 1,4 mg of pro~
tein' 10° platelets. We have found that total sialie acid and .hc'uo‘aq contens
amounted 15,0 ¥4.3 Lg and 32.3 %6.9 ug/mg of platelet protein, respectively.
Throabin (5 u.NIH/mg protein) released about 20.5 +4.82 of total  platelet
© sialic acid, 33.4 38.2} of total hexoses and 9.6__;1.»91 total élct.lyt pro- .
teins derived from G-granules. The loss of platelet sialic acid after 24 h
storage of piatclet suspension was also observed.. ; s



