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WPLYW SELENINU SODOWEGO
NA BIALKA PLYTEK KRWI SWINI

Metoda elektroforezy w zelu poliakryloamidowym badano wplyw seleninu
sodowego na biatka frakcji nierozpuszczalnej w Tritonie X-100 otrzymane z przemytych
ptytek krwi Swini. Wykazano, ze inkubacja ptytek z niska dawka seleninu (10 'M)
nie powodowata zadnych zmian w obrazie elektroforetycznym bialek cytoszkieletu.
Po inkubacji ptytek z seleninem sodu o stezeniu I0"M obserwowano zmniejszenie,
a nawet zanik gtéwnych biatek cytoszkieletu odpowiadajgcych aktynie, ciezkiemu
fanicuchowi miozyny oraz biatku wigzacemu aktyne. Ponadto pojawiato sie wysoko-
czasteczkowe pasmo nie wchodzace w 7% zel. W obecnosci czynnika redukujgcego
- /(-merkaptoetanolu - obraz elektroforetyczny cytoszkieletu z plytek zaréwno
kontrolnych jak i traktowanych réznymi dawkami seleninu pozostawat niezmieniony.

Otrzymane wyniki sugeruja, ze selenin sodu moze reagowa¢ z grupami sulfhyd-
rylowymi biatek frakcji nierozpuszczalnej w Tritonie X-100 otrzymanej z plytek
krwi. Wysokoczasteczkowe agregaty obserwowane po inkubacji ptytek z toksyczng
dawka seleninu sodowego mogg wskazywaé na tworzenie sie via selen nowych
wigzan pomiedzy biatkami cytoszkieletu.

1. WSTEP

Powszechnie wystepujacym zwigzkiem selenu wykorzystywanym przez
uktady biologiczne jest selenin. Jest on metabolizowany w komorce i wbu-
dowywany do selenobialek, gtéwnie do peroksydazy glutationowej (GPXx)
—enzymu rozktadajgcego toksyczne dla komoérki nadtlenki lipidéw i HD 2
[5, 9, 13]. Selen w formie seleninu dziata réwniez jako antyoksydant [19],
reaguje z wolnymi grupami sulfhydrylowymi i ma wplyw na poziom
zredukowanego glutationu w komdrce [13, 15]. Duze dawki seleninu (powyzej
5 x 10”M) sg jednak bardzo toksyczne [14, 15]. Dane dotyczace roli selenu
w funkcjonowaniu ptytek krwi sg fragmentaryczne. Godny uwagi jest fakt,
ze w plytkach krwi stwierdzono bardzo wysokie stezenie selenu (0,5-0,7 /i/g
mokrej masy komérek) [9, 7] oraz wielokrotnie wyzszg niz w erytrocytach
aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej [15].



2. MATERIAL | METODY

Izolowanie plytek krwi S$wini. Plytki otrzymywano metoda wirowania
réznicowego Swiezej krwi $wini pobranej na roztwér ACD; (65 mM kwas
cytrynowy/85 mM cytrynian sodu/l 100 mM glukoza), 5:1, v/v. Do roztworu
ACD oraz do stosowanego do przemywania ptytek buforu o pH 74
(0,15 M NaCl/0,01 M Tris-HCI) dodawano takze inhibitory: trasylol (10
j/ml), chlorowodorek benzamidyny (10 mmol/l), apyraze (50-100 /ig/ml)
oraz kwas c-aminokapronowy (0,04%). Trzykrotnie przemyte ptytki zawieszano
w buforze o takim samym sktadzie i oznaczano catkowitg zwartos¢ biatka
ptytkowego metodg mikrobiuretowg [6],

Otrzymywanie frakcji nierozpuszczalnej w Tritonie X-100. Do zawiesiny
ptytek (10-12 mg biedka/ml) dodawano selenin sodowy o koricowym stezeniu
10 ™ oraz 10"M i inkubowano w temperaturze 25°C w czasie 5 min,
2 godz. oraz 17 godz. W niektérych eksperymentach na ptytki preinkubowane
2 godz. z seleninem dziatano trombing (1 NIH/mlI, 3 min, 37°C), po czym
reakcje zatrzymywano przez dodanie 10 mmol/1 diizopropylofluorofosforanu
(DFP).

Do ptytek inkubowanych z seleninem sodu oraz do ptytek kontrolnych
dodawano réwng objetos¢ buforu o sktadzie: 2% Triton X-100, 100 mM
Tris-HCI, 4 mM EDTA, pH 7,4. Mieszaning pozostawiano na okres 15-20
min, po czym wirowano (5 min, 12000 x g). Osad otrzymanej frakcji
nierozpuszczalnej w Tritonie przemywano dwukrotnie, wyzej wymienionym
buforem rozcieniczonym za pomocg 0,9% NaCl w stosunku 1 : 1, a nastepnie
0,9% roztworem NaCl. Otrzymang frakcje biatek cytoszkieletu rozpuszczano
w buforze zawierajgcym 2% SDS oraz 8 M mocznik i poddawano analizie
w zelu poliakryloamidowym. Elektroforeze przeprowadzano w 7% zelu
z SDS wedlug metody Laemli’ego [12], W celu otrzymania preparatéw
zredukowanych, do prébek dodawano /?-merkaptoetanol do korcowego
stezenia 1,4% i ogrzewano przez 5 min w temperaturze 100°C.

3. WYNIKI

Rozdziat elektroforetyczny biatek cytoszkieletu uzyskanych zaréwno
z kontrolnych ptytek krwi $wini, jak i z plytek po okreslonym czasie
inkubacji z réznymi dawkami seleninu, przedstawiono na rys. 1 i 2.
W obrazie elektroforetycznym zarejestrowano obecno$¢ podstawowych
biatek cytoszkieletu: aktyny (44 kD), ciezkiego tancucha miozyny (195 kD)
i biatka wigzacego aktyne (240 kD).
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Rys. 1 Rozdziat elektroforetyczny w 7% ze- Rys. 2. Obraz elektroforetyczny biatek cyto-
lu poliakryloamidowym z SDS biatek cyto- szkieletu izolowanych z plytek krwi $wini
szkieletu izolowanych z piytek krwi $wini, po 17 godz. inkubacji bez seleninu (a),
kontrolnych (a), po 5 min inkubacji z seleni- z seleninem o stezeniu 10°M (b), 104M
nem sodu: 10™ (b), 104M (c). Piytki in- (c), biatka wzorcowe firmy Bio-Rad (d)
kubowane przez 2 godz. z buforem (kont- (fosforylaza b - 94 kD, BSA - 67 kD,
rola) (d), z seleninem o stezeniu 10 ™ (e), ovoalbumina - 43 kD i anhydraza weg-
IO'™M (0 lanowa - 30 kD)

Stwierdzono, ze selenin o stezeniu 10~™M, niezaleznie od czasu in-
kubacji (5 min, 2 godz., 17 godz.), nie powoduje zmian w obrazie ele-
ktroforetycznym biatek cytoszkieletu ptytek (rys. 1 b, e i 2 b), natomiast
wyrazne zmiany w rozdziale elektroforetycznym biatek cytoszkieletu za-
obserwowano juz po pieciominutowej inkubacji ptytek z seleninem o ste-
zeniu 1OMM (rys. 1 ¢, f i 2 c). Zmiany te polegaly przede wszystkim
na zmniejszaniu sie i zanikaniu wraz z czasem inkubacji ptytek z se-
leninem pasm odpowiadajgcych gtownym biatkom cytoszkieletu. Po sie-
demnastogodzinnej inkubacji ptytek z seleninem o koficowym stezeniu
104M zaobserwowano w biatkach cytoszkieletu wzrost frakcji o masie
czasteczkowej ok. 40 kD i pojawienie sie nowego pasma odpowiadajgcego
biatku o bardzo wysokiej masie czasteczkowej nie wchodzacemu w 7%
zel (rys. 2 c).



Obraz elektroforetyczny biatek cytoszkieletu otrzymany zaréwno z plytek
kontrolnych, jak i z plytek inkubowanych z seleninem po redukcji za
pomocg /i-merkaptoetanolu nie wykazywat réznic (rys. 3 i 4).
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Rys. 3. Rozdziat elektroforetyczny w 7% zelu Rys. 4. Obraz elektroforetyczny biatek cyto-
poliakryloamidowym z SDS biatek cytoszkie- szkieletu izolowanych z plytek krwi Swini
letu izolowanych z ptytek krwi $wini kontrol- po inkubacji przez 17 godz. bez seleninu
nych (a), po 5 min inkubacji z seleninem (@), z seleninem o stezeniu 10 'M (b), I0"M
sodu: 10°'M (b), WM (c). Plytki inkubowane (c). Biatka wzorcowe firmy Bio-Rad po-
przez 2 godz. z buforem (kontrola) (d), z se- kazano jako (d); a-d - preparaty zredu-
leninem: 10 ™M (e), 10<M (0; a-f - preparaty kowane

po redukcji z /j-merkaptoetanolem

Podobny obraz rozdziatu elektroforetycznego, charakteryzujacy sie zmniej-
szeniem gtéwnych pasm w nieredukowanych preparatach biatek cytoszkieletu
i brakiem zmian po redukcji uzyskano, gdy ptytki byty preinkubowane
przez 2 godz. z seleninem o stezeniu IOMM, a nastepnie poddane dziataniu
trombiny (rys. 5). Na rys. 6 przedstawiono krzywg wzorcowg, wedtug ktorej
wyznaczano mase czasteczkowg rozdzielanych biatek.
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Rys. 5. Rozdziat elektroforetyczny biatek cytoszkieletu ptytek stymulowanych trombing. Phytki
kontrolne (a), po 2 godz. preinkubacji z seleninem sodu o stezeniu 10 ™M (b), 104M (c),
biatka wzorcowe (d); preparaty niezredukowane (A), po redukcji z /?-merkaptoetanolem (B)
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Rys. 6. Krzywa wzorcowa do wyznaczania mas czasteczkowych frakcji biatkowych rozdzielanych
metodg elektroforezy w 7% zelu poliakryloamidowym z SDS



4. DYSKUSJA

Dotychczasowe badania nad rolg selenu w metabolizmie i funkcjonowaniu
ptytek nie dajg jeszcze jednoznacznej odpowiedzi. Wiadomo jednak, ze
selenin sodu zmienia funkcjonowanie tych komdrek [18, 19]. In vivo selen
moze by¢ wbudowany do plytkowej peroksydazy glutationowej, zwigkszaé
jej aktywnos$¢ i tag drogag regulowa¢ poziom wytwarzanego tromboksanu A2
(TXA]j) oraz kwasu hydroperoksyeikozotetraenowego (12-HPETE) [2, 16,
19, 20]. Selen, przede wszystkim w formie nieorganicznej (selenin), moze
zmienia¢ poziom glutationu i oddziatywa¢ na ilos¢ wolnych grup tiélowych
w plytkach krwi [15, 20].

Na podstawie przeprowadzonej analizy elektroforetycznej stwierdzono,
ze selenin sodowy w dawce toksycznej (IO"M) powoduje zmniejszenie,
a nawet zanik gtdwnych frakqi biatek cytoszkieletu otrzymanych za pomoca
Tritonu X-100. Jednocze$nie towarzyszy temu pojawianie sie wysokoczas-
teczkowych agregatdw nie wchodzacych w 7% zel, szczeg6lnie po wielo-
godzinnej inkubacji ptytek z seleninem. Niespecyficzne tworzenie sie agregatow
biatkowych pod wpltywem seleninu obserwowano réwniez w komdrkach
myszy. Jak sugerujg Morris oniMedina [14] markerem cytotoksycznosci
seleninu moze by¢é powstawanie agregatow selenoprotein w komorce.

Selenin moze tworzy¢ potgczenia ze zwigzkami zawierajgcymi wolne
grupy sulfhydrylowe, zaréwno z glutationem, dajgc selenodiglutation badz
selenotrisulfidki, jak tez i z biatkami. W stanach ,stresu oksydacyjnego”,
czyli wzmozenia reakcji oksydacyjnych w komdérkach moze dochodzi¢ do
wzrostu stezenia utlenionego glutationu (GSSG), ktéry z kolei moze wchodzi¢
w reakqe z grupami tiolowymi biatek, tworzac mieszane disulfidy [1, 13].
Powstawanie krzyzowych wigzan na skutek dziatania zwigzkéw utleniajgcych
obserwowano takze w aktynie [16].

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczern mozna przypuszczaé, ze
w trakcie inkubacji ptytek z toksyczng dawka seleninu powstajg nowe
potaczenia miedzy biatkami frakcji cytoszkieletu. Potwierdzeniem takiego
rozumowania bytby fakt, ze wyzej wspomniane agregaty biatek zaobserwowano
jedynie w preparatach niezredukowanych. Obraz elektroforetyczny biatek po
redukcji wigzan dwusiarczkowych za pomocg /J-merkaptoetanolu byt iden-
tyczny w przypadku ptytek zaréwno inkubowanych, jak i nieinkubowanych
z seleninem.

Zastosowana do otrzymywania piytek krwi metoda frakcjonowanego
wirowania, mimo stosowania réznorodnych inhibitorow, nie pozwolita na
otrzymanie niezaktywowanych plytek krwi. Dlatego tez trudno jest ustalic,
jak obecnos$¢ seleninu wptywa na zmiane cytoszkieletu wywotang dziataniem
trombiny.
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INFLUENCE OF SODIUM SELENITE ON PIG BLOOD PLATELET PROTEINS

The effect of sodium selenite on the Triton X-100-insoluble fraction of washed pig
platelets using SDS-polyacrylamide gel electrophoresis was studied. It was shown that
incubation of platelets with a low dose of sodium selenite (10 ™) didnt cause any changes
in electrophoretic pattern of cytoskeletal proteins. Treatment of platelets with 10“*M of sodium
selenite resulted in a marked decrease (or even the loss) of the main cytoskeletal proteins
corresponding to actin, heavy chain of myosin and actin binding protein. Simultaneously
a high molecular weight band on the top of the gel appeared. In the presence of the reducing
agent (/j-mercaptoethanol) the electrophoretic pattern of platelet cytoskeleton both control and
treated with two doses of sodium selenite was not changed.

The results presented in this paper suggest that selenite can react with sulphydryl groups
of Triton X-100-insoluble fraction of blood platelet proteins. The high molecular weight
aggregates observed after incubation of platelets with toxic dose of sodium selenite may
provide the evidence that new links via selenium between cytoskeletal proteins are created.



