TROMBOCITA MEMBRAN ES KONTRAKTILIS
FEHERJERENDSZER PREPARATIV
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A trombocita normal alakja a keringésben: 2 —3 u atmérdji sima korong.
Az 1. abra sematikusan az ultrastruktira komponenseit szemlélteti. A 70—90
A atmérdji plazma-membrant mintegy 200 A vastag glikoprotein képeny
veszi koriil, ennek tulajdonithaté a trombocitak nagyfokd adhéziés és aggre-
gacios készsége. A mikrotubulusok az alakfenntarté mechanizmust biztositjak,
térfogatvaltozas nélkiili alakvaltozast tesznek lehetové.

A trombocita anyagcseréje részben glikolizis tdtjan biztositott, enzim-
rendszere a citoszolban van. Az energia termeld folyamatban mitokondriumok
is részt vesznek.

A trombosztenin kontraktilis fehérje-rendszer a mikrofibrillumokban
lokalizalodik.

A trombocitaban van Golgi-rendszer, egyéb organellumai koziil az elekt-
rodenz granulumok f6ként szerotonint, ATP-t, ADP-t, és Ca2"-t tartalmaz-
nak, az a-granulumok lizozomalis enzimeket. Az elektrondenz tubularis rend-
szer a trombocita Ca®?’-tarolé szerve, analég a harantesikolt izom szarko-
plazmatikus retikulumaval (10). A trombocita nyitott csatorna rendszere dssze-
kéttetésben van a granulumokkal és a denz tubularis rendszerrel, a release
reakei6 soran a kivalasztott anyagok ezen at jutnak a kérnyezetbe. (13).

A 2. abra ultravékony metszeti képen mutatja be a struktirelemeket.
Az elektronmikroszképos preparativ eljarasok koziil a freeze-etching kiilondsen
alkalmas membran struktirak vizsgalatara.

Mint lathaté a tablazatbél a négy 6sszehasonlitott homogenizalasi eljaras
kéziil az ultrahang kezelés és a glicerinnel terheltsejtek lizise hatasos; azintracel-
lularis tejsavdehidrogenaz felszabadulas, a membran marker-enzim p-NPPaz*.

A lizalt sejtekbil a membran frakeié szeparalasa kontinuus vagy disz-
kontinuus stiriiség gradiens centrifugalassal nyerhetd (2). A szokasosan alkal-
mazott szukréz vagy ficoll gradienseken 1—5.10'0 trombocitabél kiindulva
1—2 mg membranfehérje nyerhets. A diszkontinuus gradiensen tisztabb ké-
szitményhez lehet jutni. A membran frakecié a plazma membran mellett rész-
ben tartalmazza az organellumok membranjait is.

* P-nitro-fenil-foszfatdz és az épen maradoé sejtek szama tekintetében.
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Diszkontinuus: 18, 25, 30 és 359, szukréz gradienst alkalmazva, 94 000
xg 60 perces centrifugalasnal a membranfrakcié a 309,-o0s rétegben jelentkezik.
Diszkontinuus: 4,12 és 239, ficollon a 4—129%;-0s hatarrétegben talalhaté a
membranfrakeié, az emlitett centrifugalasi feltételek kozott (7).

Az 5. abra a trombocita homogenatum elektronmikroszképos képe, gli-
cerines lizis utan.

A 6. abra a szukréz gradiensen nyert membranfrakeié, a 7. abra a ficoll
gradiensen tisztitott membranfrakciét mutatja. A membranfrakeié veziku-
lumai kozott méretkiilonbség van, egyéb sajatsagaik megegyeznek. A 2. tab-
lazat szemlélteti a teljes trombocita és a kétféle gradiensen tisztitott membran-
frakeié néhany enzimaktivitasat (7).

A 3. abra jol szemlélteti az organellumok membranjait, a 4. abran a
plazma membran kiilsé és belsé feliiletének eltéré szemcsézettsége figyelhets

meg (5).

1. A trombocita membran prepardldsa és vizsgalata

A trombocita kinyerése friss alvadasgatolt vérbdl, differencial centri-
fugalassal lehetséges. A plazmafehérjék eltavolitasara tobb médszer alkalmas:

Dendrit--—------- -

Sejt kilso kopenye

-f-Denz csatorna--f-*
rendszer

L -Nyitott csatorna rendszer---------="

Mitokondrium
1. @bra. Trombocita ultrastruktira
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a) s6oldattal valé mosas — Ca?"-kot6 anyag jelenlétében
b) albumin gradiens centrifugélas
c) inert olaj gradiens centrifugalas
d) gélszilirés, magas kizarasi térfogati oszlopon.

349

A mosast kévetd homogenizalast célszerii — endogén protedzok fel-
szabadulasa miatt — proteolitikus inhibitorok jelenlétében végezni. A homo-
genizalasi lehet6ségek a kiovetkezdk:

a) ismételt fagyasztas és felolvasztas
b) ultrahang kezelés

c¢) potter-homogenizalas
d) glicerinnel terhelt sejtek hipoténias lizise
e) detergens kezelés (triton X-100, nonidet P-40, Na-dezoxikolat, digi-

tonin . ..)

Néhany homogenizalasi eljaras effektivitasat szemlélteti az 1. tablazat (7)

1. tablazat
Homogenizélasi médszerek 6sszehasonlitasa
F ds- Ultrah: Ketté: Gliceri:
:;:)nn/l:ssl fe?gl};::ztt;s k:zel:: . pot:et:ezsés hipzil;nniét
5% 4—5 sec 20 min 4C° lizis
2,6.108 1,3.108 4,3.10% 2,0.108 3,9.10°
(49,5%) (16,4%) (76,5%) (15%)
tejsav-dehidrogenaz 53% 2% » 609, 85%
p-NPPaz 39% 91% 369% 809,

2. tablazat

Teljes sejt és a membrin-frakciék néhany enzimaktivitdsa

p-nitro-fenil foszfataz
Na*, K+-ATPéz

foszfo-dieszteraz
tejsav-dehidrogenaz

béta-gliikurinidéaz

Trombocita m(i‘:ﬁlr] ;\n %il:i):éﬁzl;)
pmol/6ra/mg protein '
12,2 52,5 40
0,120 0,225 0,195
0,085 0,725 0,680
61,8 15 3,8
glutaminsav-dehidrogenéz 0,161 0,032 0,041
0,209 0,108 0,132
0,564 0,114 0,169

gliik6z-6-foszfataz

A tablazatban szereplé p-NPPaz, Mg2" -fiigg6 K -Na'-ATPaz és foszfo-
dieszterazon kiviil a kévetkezs enzimek fordulnak el6 a trombocita membran
ban: Ca®" - vagy Mg?" -fiiggd ATPaz, kolineszteraz, savanyi-foszfataz, 5’-nukle-
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otidaz. A membran kiilsé felilletén a kollagén receptor a gliikozil-transzferaz,
belsg feliilletén a galaktozil-transzferaz. A tisztitott membranban meérhetd
adenil-ciklaz aktivitast prosztaglandin E; stimulalja, ez a hatas GTP jelen-
létében fokozott.

A membranon levé egyik ADP kotGhelyre prosztaglandin E; léphet,
aggregacié gatlé hatast fejtve ki. Ez terapias készitménynél is eredményesen
felhasznalhaté a tarolas folyaman fellépd esetleges aggregacié kikiiszobolésére.
A PG-E; a c-AMP szintet emeli. A c-AMP aggregéacié gatlé hatasid, magas
c-AMP szint a membran struktirat stabilizilja, esetleg valamelyik membran
fehérjét foszforilalva stabil konformaciét biztosit (6).

A 3. tablazat a trombocita és a membranfrakeiok foszfolipid ésszetételét
mutatja (7).

3. tablazat

Teljes sejt és a membran-frakeiok foszfolipid Osszetétele

Trombocita “(ef'll;:lrl;m ' lgzrk‘:;';
szfingomielin ‘\ 17,7 4+ 0,03 ‘ 3,34+ 0,02 3,6 i 0,03
foszfatidil-kolin | 32,2 2,5 31,4 + 1,5 1 32,7 : 1.9
foszfatidil-inozitol | 8,3 +2,6 3.3 L1.2 ‘ 6,4 + 1,9
foszfatidil-szerin [ 12.6; -t 3.5 36+15 | 39415
foszfatidil-etanolamin | 22,1 + 3.4 26,2 + 2,1 | 25.4 + 2.4
|

A teljes trombocita és agnembran frakciok SDS-poliakrilamid gélelektro-
forézissel nyert képét a 8. dbra mutatja (7). Mind a teljes homogenatumban,
mind pedig a membran frakciokban igen sok a komponens és polipeptid lancok
tekintetében nagy heterogenitast mutat. PAS-festéssel 3 {5 gliikoprotein
komponens mutathaté ki a membranfrakciékban, a 150 000 és 80 000 daltonos
tartomanyban (6).

A trombocita Ca-tartalma mas sejtekhez, szévetekhez viszonyitva (vaz-
izom, simaizom, kotGszovet, vesesejtek) magas, 4—5-szoros. A teljes trombocita
58nM Ca?" -t tartalmaz mg fehérjére szamitva. A Ca2™ 989, -a fehérjéhez kotott.
A membranfrakciéhan a Ca?" 219, -a kapesolédik lipidhez, szfingomielinhez
és foszfatidil-kolinhoz (11).

A trombocita metabolikus nukleotid pool-jat in vitro jelslni lehet radio-
aktiv foszfattal, adenozinnal, vagy adeninnel. A release reakciéhban a jelzett
komponensek nem tavoznak. A nem-metabolikus nukleotid pool, amely a szub-
cellularis granulumokban tarolédik, és a release reakcié soran szekretalédik,
izotéppal nem jelslhetS. A h. trombocitaban az adenin nukleotidok 609%:-a a
szekréciés poolban van.

A gyorsan kicserélddé Ca>"-pool az elektrodenz tubuléris rendszerben
van. A citoszélban a Ca-kotd fehérje a kontraktilis rendszerheztartozé troponin.
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2. A trombocita kontraktilis fehérjerendszere

A trombocita dsszfehérje mintegy 159,-at a trombosztenin kontraktilis
rendszer teszi ki. A 9. dbra a trombocita aktomiozin filamentaris rendszerét
mutatja, negativ festéssel preparalt, elektronmikroszképos felvételen. A sima,
vastagabb filamentumok a miozin filamentumok, az aktin filamentumok pedig
nyilizombél nyert nehéz-meromiozinnal (HMM) dekoraltak. Ezzel a médszer-
rel lehet kimutatni az aktintipusd filamentumokat valamennyi kontraktilis
rendszerben, ezek ui. harantesikolt izombdl nyert HMM-al a jellegzetes arrow-
head struktirat adjak. Amint a 9. abran latszik a mikrotubulusok kontraktilis
fehérjéje HMM-nal nem reagal, vagyis nem aktinszerd anyag. (3).

friss
mosott <_ ——> trombocita
fagyasztott
kivonas : 06 M KCl

15 mM TRISZ- HCl /pH=75/
4L C°45perc 5 mM  DTT /50 mM 2-ME/
3-8 t¥. 3 °%n- butanol

/l cf. 48.000 xg 6O0perc

felillszo
6x hig 2mM MgSO

p 4
pH-+6,4 2ora
l cf. 30.000 xg 10perc
\

Uledek

mosva: 2 mM MgS0O,
5 mM DTT
pH—=64
éjjelen at

1cf. 30.000xg 10 perc
\

Uledek

oldva: 0,6 M KCl
15 mM TRISZ - HCl /pH=75/

5 mM DTT
4-16 ora
l cf. 30.000xg 30perc
/
felullszo
AKTOMIOZIN
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A trombocita kontraktilis fehérje rendszere, a trombosztenin a kévetkezd
trombocita funkciékban vesz részt:

a) biztositja a trombocitak gyors alakvaltoztatasat

b) lehetdvé teszi az organellumok centralis elmozdulasat a release reakeiét
megelGzden

c) részt vesz az aggregacié folyamataban

d) biztositja az alvadék 6sszehizédasat.

Ezek a felsorolt folyamatok Ca®"-igényesek és SH-csoportok intaktsagat
feltételezik. 1gy pl. a membran bizonyos -SH csoportjai részt vesznek az aggre-
gaciéban, a retrakciéhoz pedig intracellularis -SH csoportok épsége sziikséges
(4). A trombosztenin elgallitasa a kovetkezd séma szerint torténhet: (1).

A nyert aktomiozin Mg2™ és ATP jelenlétében 100 000 xg-s centrifugalas-
sal részben miozinna (feliiliszé) és F-aktinna szétvalaszthaté, de nem ad aktin-
mentes terméket.

50 g mosott, fagyasztott trombocita
+100 ml 09 M KCl
15 mM Ng, P, Oy
3 mM DTT
30perc 5 mM MgCl2
4 c° 30 mM imidazol. HCl /pH =7,0/
l cf. 30.000 xg 30 perc
; '/
fellluszo
+3 tf. 2mM MgCl,
IpH 5 64 4 15 perc
l cf. 30.000 xg 30 perc
Gledek homog. 50ml
0,6 M KI
5mM ATP
5 mM DIT
1 mM MgCl2
20 mM imidazol HCl
lpH = 701
l/NH/’/Z SO, frakcionalas
10-19 M /NH, /; SO, kbzétt kivalo
precipitatum oldva :
12ml KI-ATP pufferben
1 cf. 100.000 xg 30 perc
/
fellllszo : 26x90cm-es  4° agoréz ' oszlopon
KCl-ATP pufferben tisztitva
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.

Tovabbi tisztitasa (NH,),SO, frakcionalassal lehetséges. A kovetkezd
preparalasi eljarassal a trombocita miozin aktin-mentesen nyerhetd (9).

M A
3 2 1
2)
nydlizom aktomiozin
AM
™
b)
human trombocita
AM
<)
trombosztenin,
J regulalo feherje
d)
nyllizom AM
regulalo fehérje
Ll 80 50 30 20 10
Msx 10>

10. @bra. a) nyil vézizom aktomiozin b) humdn trombocita aktomiozin (100 ug) 0,1% SDS,

109, poliakrilamid-gél denzitogramja M = miozin nehéz ldne, A = aktin, 1, 2, 3, = miozin

konnyt lincok, TM = tropomiozin ¢) trombosztenin reguldlé fehérjerendszere d) nytlizom
aktomiozin reguldlé fehérjéi
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A 10. abra a nyudlizom aktomiozin és az emberi trombocita aktomiozin
SDS-poliakrilamid gél denzitogramja. A miozin- és aktin-komponens azonos
molekulasilyértéknél jelentkezik. A szdmmal jelzett miozin kénnytd lancok
eltérgek. A trombocita aktomiozin a nyilizoménal tébb tropomiozint tar-
talmaz.

A c. és d. denzitogram a trombocita aktomiozin és a nyilizom akto-
miozin Ca-regulalé fehérjéit mutatja. A trombocitaban a troponin-tropomiozin
rendszer komponensei mennyiségi és mindségi eltérést mutatnak, a nyilizomé-
val osszehasonlitva (12). A vazizom aktomiozin, nem-izom és trombocita
aktomiozin ATP-az néhany jellemzGjét a 4. tablazat tartalmazza (8).

4. tablazat

Véazizom, sima- és nem-izom, valamint trombocita aktomiozin
ATPaz aktivitasanak jellemzi

Moédosité Vézizom AM Sima és nem izom AM Trombocita AM
ionergsség (I) magas << alacsony I magas > alacsony I magas > alacsony I
kétértékii ion Ca?t = Mg2+ Ca?* > Mgt Ca?* > Mg?*
(alacsony I)

urea (0,5—1,5 M) részleges gatlas aktivalas aktivalas

parc. tripszin — aktivalas aktivélas
emésztés

szubsztrat ITP > UTP > GTP >| ATP > ITP > ATP > UTP >
analégok = ATP =(CTP >GTP >ITP = GIP =

={CTP
EDTA (magas I) aktivalas gatlas gatlas

Ma mar valészintinek latszik, hogy valamennyi sejt plazmamembréanja
aktomiozinszeri kontraktilis fehérjét tartalmaz. Igy érdemes egyidejiileg
foglalkozni valamely sejt membranja és kontraktilis fehérjerendszere vizsga-
lataval.

Az utobbi években a nem-izom kontraktilis rendszernek vizsgalata eld-
térbe keriilt, mivel szamos alapkérdést — f6ként a vazizom miikédése vonat-
kozasdban — molekularis szinten sikeriilt tisztazni.

Magunk is vizsgaltuk a trombocita membranrendszerét és a kontraktilis
fehérje-rendszer egyik alapkomponense, a trombocita miozin molekularis
szerkezetét.

Vizsgalatainkrél a budapesti FEBS-en szamoltunk be.

MTA Biol. Oszt. Kézl. 21 (1978)
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