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A t r o m b o c i t a normál a l ak ja a ker ingésben: 2 —3 fi á t m é r ő j ű sima korong . 
Az 1. áb ra s ema t ikusan az u l t r a s t r u k t ú r a komponense i t szemléltet i . A 70—90 
A á t m é r ő j ű p l a z m a - m e m b r á n t min tegy 200 Á vas t ag glikoprotein k ö p e n v 
veszi körül , ennek t u l a j d o n í t h a t ó a t r o m b o c i t á k n a g y f o k ú adhéziós és aggre-
gációs készsége. A mik ro tubu lusok az a l a k f e n n t a r t ó mechan izmus t b i z to s í t j ák , 
t é r foga tvá l tozás nélküli a lakvá l tozás t t e sznek lehetővé. 

A t romboc i t a anyagcseré je részben glikolízis ú t j á n b iz tos í to t t , enzim-
rendszere a ci toszolban v a n . Az energia t e rme lő f o l y a m a t b a n m i t o k o n d r i u m o k 
is részt vesznek. 

A t rombosz ten in kont rakt i l i s fehér je- rendszer a mik ro f ib r i l l umokban 
lokal izálódik. 

A t r o m b o c i t á b a n van Golgi-rendszer, egyéb organel lumai közül az elekt-
rodenz g r anu lumok f ő k é n t szerotonint , ATP- t , A D P - t , és Ca2l~-t t a r t a l m a z -
nak , az a -g ranu lumok lizozomális enz imeke t . Az e lek t rondenz tubu lá r i s rend-
szer a t romboc i t a Ca 2 + - t á ro ló szerve, analóg a ha rán tcs íko l t izom szarko-
p l azma t ikus r e t i k u l u m á v a l (10). A t r o m b o c i t a ny i to t t c sa to rna rendszere össze-
k ö t t e t é s b e n van a g ranu lumokka l és a denz tubulár i s rendszerrel , a release 
reakció során a k ivá lasz to t t anyagok ezen á l j u t n a k a környeze tbe . (13). 

A 2. áb ra u l t r a v é k o n y metszet i k é p e n m u t a t j a be a s t r uk tú r e l emeke t . 
Az e lek t ronmikroszkópos p repa ra t ív e l j á r á sok közül a f reeze-etching különösen 
a lka lmas m e m b r á n s t r u k t ú r á k v izsgá la tá ra . 

Mint l á t h a t ó a t áb l áza tbó l a négy összehasonl í to t t homogenizálás i e l járás 
közül az u l t r a h a n g kezelés és a glicerinnel t e rhe l t se j tek lízise hatásos ; az intracel-
luláris t e j savdeh id rogenáz fe lszabadulás , a membrán marker -enz im p - N P P á z * . 

A lizált se j tekből a membrán f r akc ió szeparálása kont inuus v a g y disz-
k o n t i n u u s sűrűség gradiens cent r i fugálássa l nyerhe tő (2). A szokásosan alkal-
m a z o t t szukróz vagy ficoll gradienseken 1 —5.1010 t romboc i t ábó l k i indu lva 
1—2 mg m e m b r á n f e h é r j e nyerhető . A diszkont inuus gradiensen t i s z t á b b ké-
sz í tményhez lehet j u t n i . A m e m b r á n f rakc ió a p lazma membrán mel l e t t rész-
ben t a r t a l m a z z a az organel lumok m e m b r á n j a i t is. 

* P - n i t r o - f e n i l - f o s z f a t á z és az épen m a r a d ó sej tek s z á m a t e k i n t e t é b e n . 

13* MTA Biol. Oszl. Közi. 21 (1978) 



3 4 8 HARSÁNY! VERONIKA 

Diszkont inui i s : 18, 25, 30 és 35% szukróz gradienst a lka lmazva , 94 000 
xg 60 perces cen t r i fugá lásná l a m e m b r á n f r a k c i ó a 30%-os ré t egben je len tkez ik . 
D i szkon t inuus : 4,12 és 2 3 % ficollon a 4 — 1 2 % - o s h a t á r r é t e g b e n t a l á l h a t ó a 
m e m b r á n f r a k c i ó , az eml í te t t cent r i fugálás i fe l té te lek közöt t (7). 

Az 5. á b r a a t romboc i t a h o m o g e n á t u m e lekt ronmikroszkópos képe, gli-
cerines lízis u t á n . 

A 6. á b r a a szukróz gradiensen nyer t m e m b r á n f r a k c i ó , a 7. ábra a f icoll 
gradiensen t i s z t í t o t t m e m b r á n f r a k c i ó t m u t a t j a . A membrán f r akc ió vez iku-
lumai közöt t mére tkü lönbség v a n , egyéb s a j á t s á g a i k megegyeznek. A 2. t á b -
láza t szemlél tet i a tel jes t r o m b o c i t a és a ké t fé le gradiensen t i s z t í t o t t m e m b r á n -
f rakc ió n é h á n y e n z i m a k t i v i t á s á t (7). 

A 3. áb ra jó l szemléltet i az o rgane l lumok m e m b r á n j a i t , a 4. á b r á n a 
p lazma m e m b r á n külső és belső felületének e l térő szemcsézettsége f igye lhe tő 
meg (5). 

1. A trombocita membrán preparálása és vizsgálata 

A t r o m b o c i t a kinyerése fr iss a lvadásgá to l t vérből, differenciál cen t r i -
fugálással lehetséges . A p lazmafehé r j ék e l távo l í t ásá ra t öbb módszer a lka lmas : 

Dendrit-

Mikrotudulusok 

-Glükogén-

-Golgi 

granulum 

- Granulum --

csatorna 
rendszer 

Mi tokondr ium 

Sejt külsó köpenye 

-M ik ro f ib r i l l umok 

Nyitott csa to rna rendszer— 

1. ábra. T romboc i t a u l t r a s t r u k t ú r a 
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a) sóo lda t ta l va ló mosás — Ca 2 + -kö tő a n y a g jelenlétében 
b) a lbumin gradiens cent r i fugá lás 
e) iner t olaj grádiens cent r i fugá lás 
d) gélszűrés, magas kizárási t é r foga tú osz lopon. 

A mosás t k ö v e t ő homogenizálás t célszerű — endogén proteázok fel-
szabadulása m i a t t — proteol i t ikus inhibi torok je lenlétében végezni . A homo-
genizálási lehetőségek a köve tkezők : 

a) ismétel t f agyasz t á s és felolvasztás 
b) u l t r a h a n g kezelés 
c) po t te r -homogenizá lás 
d) glicerinnel t e rhe l t se j tek hipotóniás lízise 
e) detergens kezelés ( t r i ton X-100, non ide t P-40, Na-dezoxikolá t , digi-

t on in . . . ) 

N é h á n y homogenizálás i e l já rás e f fek t iv i t á sá t szemlélteti az 1. t áb láza t (7) 

1. táblázat 

Homogenizálási módszerek összehasonlítása 

Tromboc 
szám/mm3 

Fagyasztás-
felolvasztás 

5 x 

Ultrahang 
kezelés 

4—5 sec 

Kettős 
potterezés 
20 mm 4C° 

Glicerin -f-
hipotóniás 

lízis 

2,6.10« 1,3.10« 4,3.105 2,0.10« 3,9.10« 
(49,5%) (16,4%) (76,5%) (15%) 

tejsav-dehidrogenáz 53% 94% » 60% 85% 
p-NPPáz 39% 91% 36% 80% 

2. táblázat 

Teljes sejt és a membrán-frakciók néhány enzimaktivitása 

Trombocita membrán Membrán) Trombocita 
(ficoll) (szukróz) 

/tmol/óra/mg protein 

p-nitro-fenil foszfatáz 12,2 52,5 40 
N a + , K + - A T P á z 0,120 0,225 0,195 
foszfo-dieszteráz 0,085 0,725 0,680 
tejsav-dehidrogenáz 61,8 1,5 3,8 
glutaminsav-dehidrogenáz 0,161 0,032 0,041 
béta-glükurinidáz 0,209 0,108 0,132 
glükóz-6-foszfatáz 0,564 0,114 0,169 

A t á b l á z a t b a n szereplő p - N P P á z , M g 2 + - f ü g g ő К f - N a + - A T P á z és foszfo-
dieszterázon kívül a köve tkező enz imek f o r d u l n a k elő a t r o m b o c i t a m e m b r á n 
b a n : Ca 2 + - vagy Mg 2 + - függő A T P á z , kol ineszteráz, savanyű- fosz fa táz , 5 ' -nukle-
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otidáz. A m e m b r á n kü l ső felületén a kol lagén r ecep to r a glükozi l- t ranszferáz, 
belső f e lü l e t én a ga lak toz i l - t ranszferáz . A t i sz t í to t t m e m b r á n b a n mérhető 
adenil-cikláz ak t iv i tás t p rosz tag landin E x s t imulá l ja , ez a ha tás G T P jelen-
létében f o k o z o t t . 

A m e m b r á n o n l evő egyik A D P kötőhelyre p rosz tag land in E 1 léphet , 
aggregáció gát ló ha t á s t f e j t v e ki. Ez t e r á p i á s kész í tményné l is e redményesen 
fe lhaszná lha tó a tárolás fo lyamán fe l lépő esetleges aggregáció kiküszöbölésére . 
A P G - E 1 a c-AMP s z i n t e t emeli. A c - A M P aggregáció gátló h a t á s ú , magas 
c-AMP sz in t a m e m b r á n s t r u k t ú r á t s tab i l izá l ja , ese t leg valamelyik m e m b r á n 
fehérjét foszfor i lá lva s t a b i l konformác ió t biztosít (6). 

A 3. t áb láza t a t r o m b o c i t a és a m e m b r á n f r a k c i ó k foszfolipid összeté te lé t 
m u t a t j a (7). 

3. t áb l áza t 

Teljes sej t és a membrán-frakciók foszfolipid összetétele 

Trombocita Membrán Membrán Trombocita 
(ficoli) (szukróz) 

szfingomielin 17,7 ± 0,03 3,3 + 0,02 3,6 + 0,03 
foszfatidil-kolin 32,2 ± 2,5 31,4 ± 1,5 32,7 4- 1,7 
foszfatidil-inozitol 8,3 ± 2,6 3,3 ± 1,2 6,4 ± 1,9 
foszfatidil-szerin 12,6 ± 3.5 3.6 ± 1,5 3.9 4- 1.5 
foszfat idi l-etanolamin 22,1 ± 3.4 26.2 4- 2,1 25,4 ± 2,4 

A t e l j e s t romboc i t a és a 4 n e m b r á n f rakciók SDS-pol iakr i lamid gélelektro-
forézissel n y e r t képét a 8. ábra m u t a t j a (7). Mind a t e l j es h o m o g e n á t u m b a n , 
mind ped ig a membrán f rakc iókban igen sok a k o m p o n e n s és po l ipep t id láncok 
t ek in t e t ében nagy he te rogen i tás t m u t a t . PAS-festéssel 3 fő g lükopro te in 
komponens m u t a t h a t ó k i a m e m b r á n f r a k c i ó k b a n , a 150 000 és 80 000 dal tonos 
t a r t o m á n y b a n (6). 

A t r o m b o c i t a C a - t a r t a l m a más se j t ekhez , szöve tekhez v i szony í tva (váz-
izom, s i m a i z o m , kö tőszöve t , vesesejtek) magas , 4—5-szörös. A teljes t r o m b o c i t a 
58nM C a 2 + - t t a r t a lmaz m g fehérjére s z á m í t v a . A Ca 2 + 9 8 % - a fehér jéhez kö tö t t . 
A m e m b r á n f r a k c i ó b a n a Ca 2 + 21%-a kapcsolódik l ipidhez, szf ingomiel inhez 
és foszfat idi l-kolinhoz (11). 

A t r o m b o c i t a me tabo l ikus nuk leo t id pool-ját in v i t ro jelölni l ehe t radio-
aktív f o s z f á t t a l , adenoz inna l , vagy aden inne l . A re lease reakcióban a jelzett 
komponensek nem t á v o z n a k . A nem-metabo l ikus n u k l e o t i d pool, a m e l y a szub-
celluláris g r a n u l u m o k b a n tárolódik, és a release r eakc ió során szekre tá lódik , 
izotóppal n e m jelölhető. A h. t r o m b o c i t á b a n az a d e n i n nukleot idok 6 0 % - a a 
szekréciós poo lban van . 

A g y o r s a n kicserélődő Ca 2 + -pool az e lektrodenz tubulár is r endsze rben 
van. A c i toszólban a C a - k ö t ő fehérje a kon t rak t i l i s rendszerhez t a r tozó t ropon in . 
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2. A trombocita kontraktilis fehérjerendszere 

A t r o m b o c i t a összfehérje min tegy 1 5 % - á t a t r ombosz t en in kon t r ak t i l i s 
rendszer teszi ki . A 9. áb ra a t r o m b o c i t a ak tomiozin f i l amen tá r i s r endsze ré t 
m u t a t j a , n e g a t í v festéssel p r epa rá l t , e lek t ronmikroszkópos felvételen. A s ima , 
v a s t a g a b b f i l a m e n t u m o k a miozin f i l a m e n t u m o k , az ak t in f i l a m e n t u m o k ped ig 
nyúl izomból n y e r t nehéz-meromiozinnal (HMM) dekorá l t ak . Ezzel a módszer -
rel lehet k i m u t a t n i az a k t i n t í p u s ú f i l a m e n t u m o k a t v a l a m e n n y i kon t r ak t i l i s 
rendszerben , ezek ui. ha rán tcs íko l t i zomból nye r t HMM-al a jellegzetes a r row-
head s t r u k t ú r á t a d j á k . A m i n t a 9. áb rán l á t sz ik a mik ro tubu lusok kon t r ak t i l i s 
fehér jé je HMM-na l nem reagál , vagyis n e m akt inszerű a n y a g . (3). 

f r i s s 
m o s o t t t r omboc i t a 

f a g y a s z t o t t 

k i v o n á s : 0,6 M KCl 
15 mM TRISZ - HC l / р Н = 7 , 5 / 

4 C° 45 perc 5 mM DTT / 5 0 m M 2 - М Е / 
3 - 5 t f . 3 ° / . n - b u t á n o l 

c f . 46 .000 x g бОрегс 

f e l ü l ú s z o 
6x hig 2 m M MgSO^ 

p H - 6 , 4 2 ó ra 

c f . 3 0 . 0 0 0 xg 10perc 

ü ledé к 

m o s v a : 2 mM MgSO^ 
5 mM DTT 

pH—6,4 
é j je len át 

c f . 3 0 . 0 0 0 xg 10 perc 

ü l e d é k 

o l d v a : 0,6 M KCl 
15 mM TRISZ - HCl /рН=7,5/ 
5 mM DTT 

4 - 1 6 ára 

c f . 3 0 . 0 0 0 x g 30 perc 

f e l ü l ú s z o 

A K T O M I O Z I N 
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A t r o m b o c i t a kon t r ak t i l i s fehér je rendszere , a t r ombosz t en in a k ö v e t k e z ő 
t r omboc i t a f u n k c i ó k b a n vesz rész t : 

a) b i z t o s í t j a a t r o m b o c i t á k gyors a l a k v á l t o z t a t á s á t 
b) l ehe tővé teszi az organel lumok cen t rá l i s e lmozdulásá t a release r e a k c i ó t 

megelőzően 
c) r é sz t vesz az aggregáció f o l y a m a t á b a n 
d) b i z t o s í t j a az a lvadék összehúzódásá t . 
E z e k a felsorolt f o l y a m a t o k Ca2+ - igényesek és SH-csopor tok i n t a k t s á g á t 

fel tételezik. Í g y pl. a m e m b r á n bizonyos - S H csopor t ja i rész t vesznek az aggre -
gációban, a re t rakc ióhoz ped ig int racel lulár is -SH csopor tok épsége szükséges 
(4). A t r o m b o s z t e n i n előál l í tása a köve tkező séma szerint t ö r t é n h e t : (1). 

A n y e r t ak tomioz in Mg 2 + és ATP je len lé tében 100 000 xg-s cen t r i fugá lás -
sal részben mioz inná (felülúszó) és F - a k t i n n á szé tvá la sz tha tó , de nem ad a k t i n -
mentes t e r m é k e t . 

50 g m o s o t t , f agyasz to t t t romboc i ta 

+ 100 ml 0,9 M KCl 
15 mM Na4 P2 0 7 

3 mM DTT 
ЗОрегс 5 m M MgCL 
Л C° 3 0 m M imidazol. HCl / p H = 7 , 0 / 

cf. 30 .000 x g 30 perc 

fe lü lúszó 

+ 3 tf. 2mM M g C l 2 

/pH — 6,4 / 15 perc 

cf. 3 0 . 0 0 0 x g 30 perc 

ü l e d é k homog. 50ml 
0,6 M KI 
5 mM ATP 
5 m M DTT 
1 mM MgCl 2 

20 m M imidazol HCl 
/ p H = 7,0 / 

1,0-1,9 M /ЫЬ^/ 2 БОд között k iváló 

prec ip í tá tum oldva ; 

12 ml K I -ATP p u f f e r b e n 

j c f . 100 .000 xg ЗОрегс c f . 100 .000 xg ЗОрегс 

f e l ü l ú s z i : 2 , 6 x 9 0 c m - e s 4 7о a g a r ó z osz l opon 
K C l - A T P p u f f e r b e n t i s z t í t va 
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Tovább i t i sz t í t á sa (NH 4 ) 2 S0 4 f rakcionálássa l lehetséges. A következő 
p repará lás i e l járással a t r o m b o c i t a miozin ak t in -mentesen n y e r h e t ő (9). 

M A 

°° 80 50 30 20 10 

Msx 103 

10. ábra. a) nyúl váz izom aktomioz in b) h u m á n t r o m b o c i t a aktomiozin (100 /íg) 0,1% S D S , 
1 0 % poliakri lamid-gél denz i tog ramja M = miozin nehéz lánc, A = a k t i n , 1, 2, 3, = miozin 
k ö n n y ű láncok, TM = t ropomiozin с) t rombosztenin regulá ié fehér je rendszere d) nyú l izom 

ak tomioz in reguláló f ehé r j é i 

1 5 * MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 



3 5 4 HARSÁNY! VERONIKA 

A 10. áb ra a nyú l i zom aktomioz in és az ember i t r omboc i t a ak tomiozin 
SDS-pol iakr i lamid gél d e n z i t o g r a m j a . A miozin- és a k t i n - k o m p o n e n s azonos 
molekulasú lyér téknél j e len tkez ik . A számmal je lze t t miozin k ö n n y ű láncok 
el térőek. A t romboc i t a ak tomioz in a nyúl izoménál t ö b b t ropomioz in t tar-
t a lmaz . 

A c. és d. denz i togram a t r o m b o c i t a ak tomioz in és a nyú l izom akto-
miozin Ca-rcguláló f ehé r j é i t m u t a t j a . A t r o m b o c i t á b a n a t roponin- t ropomiozin 
rendszer komponense i mennyiségi és minőségi eltérést m u t a t n a k , a nyúl izomé-
val összehasonlí tva (12). A vázizom aktomiozin, nem-izom és t r omboc i t a 
ak tomioz in ATP-áz n é h á n y je l lemzőjé t a 4. táb láza t t a r t a l m a z z a (8). 

4. t áb láza t 

Vázizom, sima- és nem-izom, va lamint trombocita aktomiozin 
ATPáz akt iv i tásának jellemzői 

Módosító Vázizom AM Sima és nem izom AM Trombocita AM 

ionerősség (I) magas < alacsony I magas > alacsony I magas > alacsony I 

kétér tékű ion 
(alacsony I) 

Ca2+ = Mg 2 + Ca 2 + > Mg2+ Ca2+ 3> Mg 2 + 

urea ( 0 , 5 - 1 , 5 M) részleges gátlás aktiválás aktiválás 
pare, tripszin 

emésztés 
— aktiválás aktiválás 

szubsztrát 
analógok 

ITP > U T P > GTP ::> 
> ATP > CTP 

A T P > ITP > 
> G T P 

ATP > U T P > 
> I T P = G T P = 
= CTP 

EDTA (magas I) aktiválás gát lás gátlás 

Ma m á r va lósz ínűnek látszik, h o g y va lamennyi s e j t p l a z m a m e m b r á n j a 
ak tomioz inszerű kon t rak t i l i s f ehé r j é t t a r t a lmaz . í g y érdemes egyidejűleg 
foglalkozni va lamely se j t m e m b r á n j a és kontrakt i l is f ehér je rendszere vizsgá-
l a t áva l . 

Az u t ó b b i években a nem-izom kont rak t i l i s r endszernek v izsgá la ta elő-
t é r b e ke rü l t , mivel számos a lapkérdés t — főként a váz i zom működése vonat -
kozásában — molekuláris sz inten s ikerü l t t isztázni. 

Magunk is v izsgál tuk a t r omboc i t a membrán rendsze ré t és a kon t rak t i l i s 
f ehé r je - rendsze r egyik a l a p k o m p o n e n s e , a t r omboc i t a miozin molekulár is 
szerkezeté t . 

Vizsgálatainkról a b u d a p e s t i F E B S - e n számol tunk be . 

MTA Biol. Oszt. Közi. 21 (1978) 
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