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NUKLEOTYDY ADENYLOWE PLYTEK KRWI SSAKOW I TROMBOCYTOW PTAKOW

W trombocytach ptasich, podobnie jak w piytkach krwi ssakéw, nukle-
otydy adenylowe sg zlokalizowane w réznych przedziatach komérki. W ce-
lu okreslenia puli metabolicznej, trombocyty indfka inkubowano 2 3H-
‘~adening. Calkowita radioaktywnos$é w komérce po 1-godzinnej inkubacji
przedstawiala poziom nukleotydéw puli metabolicznej. Czeé¢ nukleotydéw
adenylowych wchodzgcych w sktad tej puli nie przechodzi do 50Z etanolu
(ok. 5 nmolllo9 trombocytéw) 4 stanowi frakcje zwigzang z F-aktyng.

WSTEP

Trombocyty ptakéw pod wzgledem budowy morfologicznej, rozmiaru
oraz niektérych wiasnosci sg zbliZone do megakariocytédw krazacych
we krwi ssakéw [5], natomiast w aspekcie peinionej funkcji wyka-
zujgq podobienstwo do krwinek piytkowych ssakéw [6, 7]. Dane doty-
czace ilosci nukleotydéw adenylowych w trombocytach ptasich, ich
rozmieszczenia i roli w aktywacji sa fragmentaryczne [8, 9]. Wcze-
sniejsze badania wykazaly, 2%e pula metaboliczna nukleotydéw ade-
nylowych w trombocytach indyka jest wieksza anizeli odpowiadajaca
jej pula w bezjadrzastych piytkach krwi ssakéw [8]. Stanowi ona
az 80% wszystkich nukleotydéw adenylowych obecnych w trombocytach
[8].

Celem badah bylo iloSciowe przedstawienie frakcji nukleotydo-
wej trombocytéw indyka zwigzanej z F-aktyng.

MATERIAL I METODY

Krew pobierano bezposrednio z zyily skrzydiowej indyka do pla-
stykowych probéwek zawierajgcych 0,1 objetosci 3,8% cytrynianu
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tréjsodowego. Osocze bogatotrombocytarne otrzymywano przez wiro-
wanie peinej krwi przez 5 min, 50 x g, w temperaturze pokojowe]
[7]. Liczbe komérek liczono w komorze Burkera.
Inkubacja trombocytédw indyka =z B-3H-adeninq;'l.m1 osocza za-
wierajgcego 2 x 10a trombocytéw inkubowano 2z 10 umol 3H-adeniny i
2SI-albuminq [7]. Po 60 min inkubacji (37 C) prébki nanoszono
na 0,2 ml mieszaniny oleju silikonowego (DC 550 : MS 200, 9 : 1,
v/v) i wirowano przy 12 000 x g. IloS¢ osocza zatrzymanego przez
komérki wyliczano na podstawie radioaktywnosci 1257 4 osadzie
trombocytéw. Po uwzglednieniu tej wartdodci wyznaczano ilosé ade-
niny wiaczonej do trombocytdéw ;7].
Trombocyty po inkubacji z “H-adening wirowaho 15 min, 350 x g,
nastepnie przemywano dwukrotnie zmodyfikowanym buforem Tyroda i
zawieszano w tym samym buforze do korncowego stgZenia 2 x 10® trom-
bocytéw w 1 ml. Zawiesine przemytych trombocytédw poddawano ekstra-
kcji 50% etanolem. Zawarto&é wyekstrahowanych nukleotydéw oznacza-
no spektrofotometrycznie. Catkowita zawartoSé nukleotydéw adenylo-
wych w trombocytach indyka przyjeta za 100% oznaczano spektrofoto-
metrycznie po ekstrakcji trombocytéw kontrolnych (bez inkubacji
4 3H-adenin4) za pomoca kwasu nadchlorowego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Calkowita zawarto$é nukleotydéw adenylowych w trombotytach in-
dyka wynosi 25 nmoi/log'trombocytéw (tab. 1). Pula metaboliczna
stanowi ok. 20 nmol (ok. 80%). Po ekstrakcji 50% etanolem do roz-
tworu przechodzi ok. 20 nmol nukleotydéw adenylowych (tab. 1).

Tabela 1
Rozmieszczenie nukleotydéw adenylowych w trombocytach indyka
po inkubacji z 34-adening (n = 4)

Compartmentalization of adenine nucleotides in turkey thrombocytes
after labeling with 3H-adenine (n = 4)

Calkowita zawartosé|Pula zmagazynowana | Pula metaboliczna | Frakcja etanolowa

nmo1/10° trombocytéw
25,0 [ 5.1 T 19,9 I 20,0

Jak wykazaly badania przeprowadzone na piytkach krwi ludzkich nu-
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kleotydy adenylaowe sa obecne w trzech réznych przedziatach komér-
ki [1, 2, 3]. Dwie trzecie nukleotydéw = (ADP i ATP) zlokalizowa-
nych w ziarnisto$Sciach nie uczestniczy w procesach metabolicznych.
Stanowi tzw. pule zmagazynowang, bardzo wolno wymieniang 2 nukle-
otydami znajdujgcymi sie poza ziarnistosciami [1].

Nukleotydy obecne w cytoplazmie sg gwaltownie znakowane po
inkubacji z radioaktywnym prekursorem (3H-adenina). Po 2-3 h in-
kubacji radiocaktywno$é prekursora jest obecna tylko w cytoplazmie
[2], dlatego tez okreslenie radioaktywnych nukleotydéw po tym
czasie daje ocene wielkosci puli metabolicznej. Cze$é puli metabo-
licznej nie przechodzi do 50% etanolu, ktéry powoduje ekstrakcje
nukleotyddéw puli zmagazynowanej i znacznej czesci puli metabo-
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Rys. 1. Rozmieszczenie nukleotydéw adenylowych: a) w trombocytach indyka, b) w
plytkach czlowieka (wg Holms odn a [3]) po inkubacji =z radioaktywna
adening

Fig. 1. Compartmentalization of adenine nucleotides: a) in turkey thrombocytes,
b) in human blood platelets (according to Ho lmsen [3]) after incu-
bation with radioactive adenine .
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licznej. Ta frakcja nukleotydéw adenylowych nierozpuszczalna w
50% etanolu sklada sie gidéwnie z ADP zwigzanego =z F-aktyna [3].
Znakowanie radioaktywne izotopem nukleotydéw adenylowych %komérki
jest metodq pozwalajacy ocenié rozmieszczenie nukleotyddéw w ko-
mérce [1]. Metode te zastosowano do okreslenia frakcji nukleoty-
déw adenylowych zwigzanych z aktyng trombocytéw indyka. Jak wyka-
zano, 50% etanol pozwala na ekstrakcje ok. 20 nmol nukleotydéw z
109 komérek. Mozna uwazaé, zZe do etanolu przechodzi pula zmaga-
zynowana (5,1 nmol), a takie wiekszosé nukleotydéw aktywnych me-
tabolicznie, tj. ok. 14,9 nmol (tab. 1). Do 50% etanolu nie prze-
chodzi 5 nmol nukleotydéw wchodzacych w skiad puli metabolicznej.
Nukleotydy te stanowia frakcje ADP zwiazana z biaikiem kugpczliwym,
F-aktyna. W poréwnaniu z piytkami krwi cziowieka, ktére zawiera-
ja ok. 0,3 umol frakecji nukleotydowej (ADP) zwijzanej =z aktyna
(3), w trombocytach ptakéw ta pula nukleotydowa jest wieksza i
wynosi ok. 0,5 umol w przeliczaniu na 1011 komérek (rys. 1).
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