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SKŁADNIK CUKROWY PŁYTEK KRWI ŚWINI*

U przemytych krwinkach płytkowych świni oznaczono stężenia kwasu 
sialowego, białka i hektoz związanych z białkami. Stwierdzono, żc 
liczba płytek 10 zawiera 1,4 mg białka. Zawartość kwasu sial  owego 
wynosi 15,0 »4,3 jig/mg białka , a hektoz 32,3 +6,9 Wg/mg białka. 
Trombina (5 W • NIH/mg białko) powoduje uwolnienie 20,5+4,8? całko-
witej zawartości kwasu sialawego płytk i,  33,4 +#,2Z całkowitej za-
wartości hektoz ora* 9,6 ¿1,91 całkowitej zawartości białka płytki 
pochodzącego z a -z ia rn i s to ś c i . Stwierdzono takie zmniejszenie się 
zawartości kwasu sialawego po 24-godzinnym przechowywaniu płytek w 
temperaturze 4°C. v

NSTfP

Krwinki p ły tkow e ssaków , n a jm n ie j s z e  komórki k rw i ,  odgryw a ją  
kluczow ą r o l ę  w hamowaniu k rw aw ie n ia .  P r z y le g a j ą c  do śc ia n y  na-
c z y n ia ,  tw orz ą  z j e d n e j  s t r o n y  a g re g a ty  u s z c z e ln i a j ą c e  u b y tk i  
n a c z y n ia ,  a  z d ru g ie j  wchodzą w i n t e r a k c j ę  ze ś c i a n ą  n a c z y n ia  
poprz ez  zw iązk i  uw aln iane  w p r o c e s i e  se k re c y jn y ir .

I s t o t n e  z na cz e n ie  w a k ty w a c j i  k rw ink i  p ły tk o w e j,  w a runku ją-
c e j  m. i n . p ro c e s  a g r e g a c j i  i  r e a k c j i  u w a ln i a n ia  p o s i a d a  b ło n a  
p ły tk ow a ,  a w s z c z e g ó ln o ś c i  pow ierzchniow o z lo ka li zo w a ne  g l ik o -  
p r o t e i n y  b łony  p ły tk o w e j .

Do głównych f r a k c j i  g l i k o p r o te in  b łony  p ły tk o w e j  ssaków z a l i -
czane  s ą  g l i k o p r o te i n y  (GP) * G PI, GPU i  G PIII  [2 ,  9 ,  15, 2 0 ] .  
GPU (GPIIb) i  G PIII ( I l i a )  z a w ie r a j ą  znaczne i l o ś c i  kwasu s i a -  
1 owe go. Są one odp ow ied z ia lne  p rz ed e  w sz ys tk i ir  za  p r z y ł ą c z a n ie

^Problem R .I II .  13.4.7.



f ib ryn oge n u  do p ł y t k i  o ra z  z a  r e a k c ją  p ł y t k a - p ły t k a  i  p ro c e s  a -  
g r e g a c j i  [1 3 ] .  Powierzchn iow o z lo ka l iz o w a na  GPI z aw ie ra  rozpu -
s z c z a ln ą  g l lk o k a l i c y n ę  (GP Ib )  [<>]•

I s t n i e j e  w ie l e  wrodzonych za bu rz eń  p roc e su  k r z e p n ię c i a  krw i 
z upoś ledz oną  fu n k c ją  krw inek  p ły tkow ych.  W iele  z n i c h  spowodo-
wanych j e s t  n iedoborem  czy b ra k ie m  o k re ś lo ny c h  g l lk o p r o t e ł n  po-
w ierzchniow ych p ł y t k i  o ra z  zm n ie js zoną z a w a r to ś c i ą  kwasu s i a l o -
wego [ 5 ,  9 ,  17 ].

Na pow ierz c hn i  p ł y t k i  cz łow ie ka  s tw ie rd z on o  obe cność  ok .  
2,4 106 grup  karboksylow ych  w arunkujących  j e j  ru c h liw o ś ć  e l e k t r o -  
fo r e t y c z n ą ,  z k tó ry c h  ok. 1 ,3 '  106 p rz y pa da  na  kwasy s i a low e  
w ra ż l iw e na  d z i a ł a n i e  neu ra m in id az y  [3 ] .

Kwas aoety loneuram inow y j e s t  jedynym kwasem sialow ym obecnym 
w krw inkach  p ły tkow ych [ 3 ] .  W ystępuje  on w i l o ś c i a c h  35-90 nmoli 
na  109 p ł y t k i  [8 ,  16, 18, 19, 21 ,  26 ] .  Około połowa te g o  zw iąz-
ku  j e s t  zw iązana z p ow ier z ch n ią  komórki i  w ra żl iw a  j e s t  na  d z i a -
ł a n i e  neu ram in idaz y  i  p lazm iny  [11,  25 ] ,  Zm niejszoną z a w a r to ść  
kwasu s i a lo w eg o  s tw ie rd z on o  w p ły tk a c h  pa c je n tów  z t ro i rb a s t e n ią  
Glanzmanna i  z zespołem  B e rn a r d - S o u l ie r a  [5 ,  17 ].

Podczas przechowyw ania  p ły t e k  w osocz u  ob n iż a  s i ę  równ ież  po-
ziom te g o  pow ierzchniow o z loka l iz ow a ne go  zw iązku [ 2 3 ] .  U s un ięc ie  
go z po w ie rz ch n i  pod d z i a ł a n i e m  neu ram in idaz y  czy p lazm iny  s k r a -
ca  cz a s  p rz e ż y c i a  ko rnirki  [ l l ,  25 ] .  U t r a t a  pow ierzchniow ego kwa-
su  s ia lo w e go  p ł y t k i  powoduje p rz y p u s z c z a ln ie  roz po zn an ie  t e j  ko-
mórki ja k o  " o b c e j “ i  u s u n ię c i e  j e j  z k rw io ob ieg u  [ l l ,  2 1 ] .

Ze w zg lędu n a  ważną r o l ę  g l i k o p r o t e i n  i  kwasu s ia lo w e g o  w pro-
c e s i e  a k ty w a c ji  krw inek  płytkow ych  główną uwagę skie row ano  w n i -
n i e j s z e j  p ra c y  na  u s t a l e n i e  z a w a r to ś c i  t e g o  kwasu i  hekśoz w ią -
zanych z b i a ł k i e m  w przemy tych  p ły tk a c h  ś w in i .  Próbowano t e ż  o -  
k r e ś l i ć  wpływ trom biny n a  poziom tych  s k ładn ików .

MATERIAŁ I METODY

Krew p ob ie ra n o  od św in i  na  1% roz tw ór  EDTA w .0 ,1 5  M NaCl, 
p H  7. ( 1 :9 ,  v /v > .  Krw inki p łytkow e otrzymywano metodą róż nicow e-
go w irow a n ia  [2 4 ] .  Po dwukrotnym przem yciu  bu forem  o s k ł a d z i e  
0 ,14  M NaCl, 10 itW T r i s - H C l , 1 mM EDTA, pH 7 ,4 ,  p ł y t k i  wolne 
od z a n ie c z y sz c z e ń  innymi e lem entami m orfotycznymi krw i zaw ieszano



w tym samym b u fo rz e .  I l o ś ć  krwinek p ły tkow ych  w z a w ie s in ie  l i -
czono w Komorze B u rke ra .  Z aw artość  b i a łk a  ozna czano metoda mi- 
k rob iu re to w ą  [1 2 ] .  Kwas s ia low y  o k r e ś l a n o  metodą W arrena po u- 
p rz e d n ie j  h y d r o l i z i e  p ły t e k  w. 0 ,1  n HjSO^ [2 5 ] .  Do o k r e ś l e n i a  z a -
w a r to ś c i  heksoz  związanych z b ia łk ie m  p ły t e k  pos łuż ono  s i ę  meto-
dą  antronow ą [14].

W c e lu  z ba da n ia  wpływu trombiny na  p ro c e s  s e k r e c y jn y  p ł y t e k ,  
z aw ie s inę  o s t ę ż e n iu  10-15 mg b i a ł k a  p ł y t e k  w 1 ml, inkubowano
5 min w t e n ę e r a t u r z e  37°c z t rom biną  (5  j .  NIH/mg b i a ł k a  p ł y -
t e k ) .  Po o c h łod z e n iu  p ł y t k i  wirowano (1200 xg p rz e z  15 min) w 
te m p e ra tu rz e  4°C. W klarownym s u p e m a ta n c i e  o k re ś l a n o  i l o ś c io w o  
uwolnione  b i a łk a  i  kwas s ia lo w y .  Zaw artość  ty c h  sk ładn ików  w yra-
żono w p roc e n ta c h  c a łk o w i te j  ic h  i l o ś c i  znajdow anej w p ł y t c e .

WYNIKI

Za pomocą metody W arrena [25] s tw ie r d z o n o ,  że z a w a rto ść  kwa-
s u  s i a low e g o  w ana lizow anych p ły tk a c h  w ynos i 15,0 + 4 ,3  yg/mg 
b i a ł k a ,  co w p r z e l i c z e n iu  na s to s u n k i  molowe d a j e  63,9 + 12,3 n -  
m ol/109 p ł y t e k  ( t a b .  l ) .

T a b e l a  1
Zawartość kwasu sialowego w przemytych krwinkach płytkowych ¿wini 

oznaczona metodą Warrena
The to ta l  s ia l i c  acid contents in washed pig p la te le ts  (by Warren nethod)

Pg/mg białka MBol/mg białka lig/109 płytek
9

nmol/ 10 płytek

2 1 , 0 6 6 . 8 2 2 , 0 70,0

11,3 36,9 21,4 6 8 ,1

2 1 , 8 69,4 - -

12.5 39,8 17,2 54,7

14,3 45,5 20,7 65,9

13,5 42,9 2 1 , 2 67,5

18,7 59", 5 28,05 89,3

11.4 36,3 16,7 53,1

10,7 34,0 18,9 60,1

- ■ - 14,8 47,1

15,0 +4,3 47,8+13,8 20,1 +3,8 63,9 +12,3



T a b e l a  2
Zawartość heksoz związanych r. białk iem  krwinek płytkowych świni 

oznaczona nivtodu nntronow<* [14,]
Uexose conttmts in  p ig  p la te le t  prote in* (by autbrone method) [l4j

r------- ~----------  ----
Ug/nig białka

■
Wg/109
płytek

nnol/mg
b iałk a nnol/109 płytek

44,0 40 222
29,6 83 461
27,7 38 154 21.1
40,5 52 225 287
22,9 26 127 146
33.0 183

32,3 +6,9 47,8 +21,0 * 172 +42,0 265,4 +120

25 •

I

kontrola 24 h

Rys. 1
Zawartość kwasu sialowego w płytkach świni przechowywanych w temperaturze 4°C 

przez 24 h w stosunku do kontroli
The to t a l  s ia l i c  acid contents in pig p la te le ts af te r  24 h storage in 4UC



L ic z ba  z n a le z iony ch  heksoz zw iązanych z b i a ł k i e m  p ły t e k  wa-
h a  s i ę  w g ra n ic a c h  32-40 yg/mg b i a ł k a  p ł y t e k .  Wyniki i l u s t r u j e  
t a b .  2 .

P rzemyte p ł y t k i  ś w in i  zaw ieszone w zbuforowanym roztw orz e  
s o l i  f i z j o l o g i c z n e j  i  przechowywane 24 h w t e m p e r a tu rz e  4°c  
t r a c i ł y  ś r e d n io  ok .  10% z a w a r to ś c i  kwasu s la low eg o  ( r y s .  O*

Po in k u b a c j i  p ły t e k  z t rom b iną i l o ś ć  uw olnionego b i a łk a  o - 
c e n ia no  n a  ok. 10% c a łk o w i t e j  je g o  z a w a r to ś c i  w p ł y t c e ,  kwasu 
s la low e go  n a  201 , a heksoz  n a  ok. 33% ( r y s .  2 ) .

r

kwas hakaozy białka 
«•»Iowy

Rys. ?
Wpływ tronbiny na b ia łka , kwaa sialowy i  hekaozy krwinek płytkowych Jwini. 
l lo ić  uwolnionych zwiazkdw po inkubacji krwinek płytkowych z trombin« (Sj.NIH/

/mg białka)
The affec t of thrombin on p rote in, s ia l ic  acid and hexose in  pig p la te le ts . 
The contents of the compound  ̂ a f te r  storage of p la te le t  suspension with

throsfeln (5 |i«NIH/mg p rotein)

Wykazano, i e  w i l o ś c i  109 p ły t e k  z n a jd u je  s i ę  ś r e d n io  1 ,4  

mg b i a ł k a .



DYSKUSJA

Krwinki płytkow e ssaków na le ż ą cy c h  do poszczegó lnych  gromad 
r ó ż n ią  s i ę  między sobą w z a k r e s i e  w i e l k o ś c i ,  k s z t a ł t u ,  g ę s to ś c i ,  
fu n k c j i  i  aktyw ności  m e ta b o l ic z n e j  [ l l ,  18, 2 1 ] ,  zaś w o b rę b ie  
te g o  samego gatunku  s tw ie rd z o no  znaczną n i e j e d n o ro d n oś ć  [ 2 1 ] .  J e -
dnym z powodów może byó ró ż n ic a  w s t r u k t u r z e  i  roz m ie szc z e n iu  
powierzchniow ych g l ik o p r o te i n  [4 ,  18],

Jak w ykazały b a d a n ia  R a n d a  i  wsp. (1 981 ) ,  s i^bpopulacja  
p ły t e k  k r ó l i k a  o d uż e j  g ę s t o ś c i  z aw ie ra  np. podwyższoną i l o ś ć  
kwasu s ia low e go  [ 2 1 ] .

Z d r u g ie j  s t ro n y  zaobserwowano obn iżony poziom kwasu s i a l o -
wego w b łona ch  p ły t e k  u l e g a j ą c y c h  p roc esow i s t a r z e n i a  s i ę  [ i l ] >  
Podobnie  z m n ie js z a n ie  s i ę  i l o ś c i  te g o  kwasu zauważono w p ły tk a c h  
k rą ż ą c y c h  we k rw i po p r z e b y t e j  i n f e k c j i  w iru sow ej [ 2 2 ] .  Według 
cytowanych autorów może być to  wynik d z i a ł a n i a  ne uram inidaz y w i-
rusow ej [2 2 ] .  Wpływ p lazm iny na  s k r a c a n ie  c z as u  p rz e ż y c i a  p ły -
te k  p ró b u je  s i ę  częściow o t łum aczyć d z ia ła n ie m  te go  enzymu na 
g l lk o p ro t e in y  pow ierzchniow e p ł y t k i ,  a p rz e de w szys tk im  na uwal-
n i a n i e  kwasu s ia low e go  z GPI [1 1 ] .

Część kwasu s ia low e go  obecnego w p ły tk a c h  (o k .  20-47%) mo-
że wydostawać s i ę  poz a  komórkę w r e a k c j i  uw a ln ia n ia  p ły t e k  wywo-
ł a n e j  t ro r rb iną  [18 , 19].

¿ak  s t w i e r d z i ł  B o s m a n n  (19 72 ) ,  b ło n a  k rw ink i  p ły tk o -
wej w ykazu je  .aktywność s i a ł y l o t r a n s f e r a z y . Enzym t e n  uważany za 
k a t a l i z a t o r  o s t a tn i e g o  e t a p u  b io s y n te z y  g l i k o p r o t e i n ,  j e s t  odpo-
w ie d z i a ln y  za p r z e j ś c i e  kwasu N -a cetyloneuram inow ego z s u b s t r a -  
t u  CMP-NANA na a k c e p to r  -  a s i a l o p r o t e i n ę .  Według B a u v o i  s 
[ l ]  endogennym akcep to rem  kwasu s ia low ego  w p ły t c e  j e s t  GPIlb 
[ l ] .  Aktywność s i a ł y l o t r a n s f e r a z y  p ły tkow e j j e s t  stymulow ana 
t ro i rb iną  i  innymi czynnikami a g reg u ją cy m i.  A sp i ryna  hamuje j e j  
d z i a ł a n i e  [ 2 6 ] .  Z im ie js z a n ie  s i ę  poziomu kwasu s ia lo w e g o  w b ł o -
n i e  p ły tkow e j p row adzi  do u po ś l e dz o n e j  f u n k c j i  k rw ine k p ły t k o -
wych. P rzykładem j e s t  t r o m b a s t e in i a  Glanzmanna i  z e sp ó ł  B e r- 
n a r d - S o u I i e r a  [ 5 ,  7, 17, 2 0 ] .  W t r o i r b a s t a n i i  Glanzmanna, w rodzo-
n e j  s k a z i e  k rw o to c z n e j ,  c h a r a k te r y z u ją c e j  s i ę  upo ś ledz oną a g r e -
g a c ją  p ł y t e k  i  b ra k iem  r e t r a k c j i  s k rz e p u ,  s tw ie rdz o no  śladowe 
i l o ś c i  lu b  c a łko w ity  b ra k  kompleksu g l ik o p r o te i n :  G PIlb i  G P l IIa  
[7 ,  17].



Krwinki pły tkow e pa c je n tó w  z zespo łem B e m a rd - S o u l i e r a ,  wyka-
z u ją c e  zm n ie jszoną a d he z ję  do ko la ge nu  i  upoś le dzoną  a g r e g a c ję ,  
c h a r a k t e r y z u ją  s i ę  z k o l e i  b rak ie m  GPI [ 5 ] .

W d os t ęp n e j  l i t e r a t u r z e  fachow ej b ra k  j e s t  danych dotyczą cych  
z a w a r to ś c i  składników  cukrowych w p ły tk a c h  ś w in i .

Uzyskane p rz e z  nas  w a r to ś c i  do tyc z ą c e  poziomu kwasu s i a lo w e -  
go n i e  o d b ie g a j ą  od w a r to ś c i  podanych p rz e z  innych  au torów  d la  
p ły t e k  lud z k ic h  [1 7 -19 ,  21 ,  2 6 ] ,  c ho c ia ż  po rów nanie  t a k i e  ma cha-
r a k t e r  b a rdz o  ogó lny .

Wykazaliśmy t a k ż e ,  że na  109 p ły t e k  wieprzowych p rz ypa da
1,46 mg b i a ł k a  p ł y t e k ,  n i e w ie l e  mniej  od i l o ś c i  p rze ds ta w io nyc h  
p rz ez  C o l l e r a  i  Z a r a b b i  [8 ]  d l a  p ły t e k  lu d z -
k i c h  [ i ,  6 5 ] .  Podobne i l o ś c i  b i a ł k a  [1,48 mg] s tw ie rd z on o  w p ły -
tk ac h  k r ó l i k a  [2 1 ] .

D z ia ła n i e  t ro irb iny  na  p ł y t k i  ś w in i ,  j a k  wykazano, powoduje 
uw a ln ia n ie  b i a ł e k  o ra z  kwasu s ia low ego  i  heksoz w i lo ś c i a c h  n i e  
o d b ie ga ją c y ch  od w a r to ś c i  podawanych d l a  p ły t e k  lu dz k ic h  [18 ] ,  
Według Packhama k rw in k i  p ły tkow e c złow iek a  u w a ln i a j ą  20 +7% c a ł -
k o w ite j  z a w a r to śc i  kwasu s ia low e go  p ł y t k i ,  co j e s t  c a łko w ic ie  
zgodne z naszymi wynikami.

N ale ża łoby  p o d k r e ś l i ć ,  że źródłem  kwasu s ia low e go  mogą być 
n io  t y lk o  g l i k o p r o t e i n y  b łon y ,  a l e  i  w pewnym s t o p n iu  uw aln iane  
d z ia ł a n ie m  trom b iny  b i a ł k a  z a - z i a r n i s t o ś c i  p ł y t e k  ( f ib r y n o g e n ,  
t ro m bos po nd ina ) [1 0 ] .

Na pod s taw ie  przeprow adzonych badań można w nioskow ać, że
p ł y t k i  krw i św in i  prawdopodobnie  z a w ie r a j ą  podobne g l ik o p r o te i n y  
ja k  p ł y t k i  l u d z k ie  i  d l a t e g o  re a g u ją  w sposób z b li ż on y  na d z i a -
ł a n i e  t r o n b i n y : u w a ln i a ją  do ś rodow iska  z b l iż o n e  w a r to ś c i  b i a ł e k  
i  cukrów.
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Zakład Biochemii 
I n s ty tu t  B iochem ii i  B io fiz y k i UŁ

Barbura Wachowicz, Tadeusz K ra jew ski, Maria Bończak  

CARBOHYDRATE COMPONENT OF PIC PLATELETS

In  washed p ig  p l a t e l e t s  th e t o t a l  s i a l i c  a c id ,  hexose bound to  p ro te in s  

and p ro t e in  c o n te n ts  were e s t im a te d . The p l a t e l e t s  c o n ta in e d  1,4 mg o f p ro -

te in  109 p l a t e l e t s .  We have found th a t  t o t a l  s i a l i c  a cid  and hexose con ten s 

amounted 15.0 ^ 4 .3  pg and 32 .3 +6.9 Ug/mg o f p l a t e l e t  p ro te in ,  r e s p e c t iv e ly .  

Thrombin (5  u.Nltl/mg p ro t e in )  r e le a se d  abo ut 20.5 +4.8Z o f  t o t a l  p l a t e l e t  

s i a l i c  a c id ,  33.4 +8.21 o f  t o t a l  hexose* and 9 .6  +1.9Z to t a l  p l a t e l e t  p ro -

te in s  d e riv e d  from a -g ra n u le s .  The lo s s  o i  p l a t e l a t  s i a l i c  a c id  a f t e r  24 h 

s to ra g e  o f  p l a t e l e t  susp en sion  was a lso  o b serv ed .


