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Oznaczanie poziomu czynnika Il w osoczu krwi koni,

bydta, owiec i swin

Factor II levels in blood plasma of large domestic animals

O molekularnym dziataniu trombiny na fibrynogen istnieje do$¢ duzo informacji, nie dziwnego
Wige, ze metoda uzywajaca syntetycznych substratéw peptydowych zostata opracowana po raz
Plerwszy wiasnie dla trombiny i enzym6w do niej podobnych (19). Struktura tych substratéw opiera
Si¢ na sekwencji aminokwaséw w bezposrednim sasiedztwie miejsca odszczepiania fibrynopeptydu
A od czgsteczki fibrynogenu, précz tego zawieraja one tez reszi¢ fenyloalaniny w takiej samej
Odlegtosci od miejsca odszczepienia p-nitroaniliny, w jakiej znajduje si¢ ona od miejsca w czasteczce
ﬁhrynogcnu. na ktore dziata trombina. Najwigksza przydatno$¢ do oznaczania trombiny wykazaty
dwa substraty syntetyczne (opracowane w laboratoriach Kabi Vitrum, Molndal, Szwecja): S-2337 -
H"D—fcnyloalanylo-pipckoliIo-arginyln-p-nilroanilid i S-2160 - benzoilo-fenyloalanylo-valilo-argi-
Nylo-p-nitroanilid.

Przy zalozeniu, ze protrombina ulega ilosciowej konwersji w trombing, st¢zenie protrombiny w
Prébee musi by¢ rownowazne ilosci utworzonej trombiny. W praktyce jednak trudne jest ustalenie
F'*“\‘ich warunkéw pomiaru, aby zatozenie to zostato zachowane. Po pierwsze, osocze zawiera szereg
nhibitoréw trombiny (antytrombina I, o2-makroglobulina, oj-antytrypsyna). ktére w pewnym
Mopniu moga reagowac 7 powstaly w czasie inkubacji trombina. Po drugie. wyb6r aktywatora
prmromhmy moze wprowadzac zaleznos¢ szybkosci aktywacji od innych czynnikéw osoczowych,
Jak czynnik V, czynnik X, czynnik VI, biatko indukowane niedoborem witaminy K (PIVKA) itp.
Tak wige celem osiagnigcia ilociowej konwersji protrombiny w trombing wymagany jest aktywator,
kmry zapewnia przebieg reakcji w bardzo krétkim czasie (w poréwnaniu z dzialaniem inhibitor6w
rombiny).

We wezesniejszych publikacjach (13, 14, 15) wykazalismy przydatnos¢ substratéw chromogen-
NY¥ch do oznaczania czynnika VII, czynnika VIII i endogennej heparyny w osoczu krwi duzych
Wierzyt gospodarskich.

W niniejszej pracy postanowiono okresli¢ przydatno$é syntetycznego substratu chromogennego
52338 do oznaczania poziomu protrombiny w osoczu krwi duzych zwierzat gospodarskich wyko-
T2ystujgc metody A xelssona i wsp.(1)oraz Bergstroma i Blombacka(3).
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MATERIAL I METODY

Do badari uzyto osocza 18 koni (wielkopolska, wiek 4-8 lat, ogiery. stadnina Posadowo), 21 owiec
(merynos, wick 2-3 lata, samice, owczarnia Uhrusk). 24 krowy (ncb, samice, wick 3-4 lata, z
gospodarstw prywatnych)i 20 §win (rasy wbp. samice. z tuczarni prywatnych). Osocze otrzymywano
z cytrynizownej krwi (1 obj. 0,1 M cytrynianu sodu + 9 obj. krwi) przez wirowanie 20 min. przy 2000 g.
Przed oznaczeniem osocze (100 pl) mieszano z 3 ml 0.05 M buforu Tris-HCl o pH = 7.3. Krew
pobierano przez naktucie zyty jarzmowej w przypadku koni. bydta i owiec oraz zyty brzeznej ucha
w przypadku $wiri.

Zasada metody:

Protrombina 2XY¥%%  Trombina

H-D-Phe-Pip-Arg-pNA M0, 1 1 Phe-Pip-Arg + pNA

[los¢ powstatej p-nitroaniliny mierzona jest przyrostem wartosci E4os.

Metoda I Aktywacja protrombiny nastepuje pod dziataniem mieszaniny czynnika Xa.
fosfolipidu i jonéw wapnia. Do termostatowanej (37°C) kuwety spektrofotometru dodac 0.8 ml 0,05
M buforu Tris-imidazolowego, pH 8.,3. zawierajacego 0,13 M NaCl. 0.01 ml zawiesiny trombopla-
styny (Thromboplastin, Kabi Vitrum, Molndal, Szwecja), 0,02 ml 0,2 M roztworu CaCly, 0,01 ml
roztworu bydlgcego czynnika Xa (30 nkat/ml, Kabi Vitrum) oraz 0,005 ml badanego osocza. Po 90
sek. doda¢ 0.2 ml 2 mM roztworu substratu S-2238 1 mierzy¢ szybko$¢ wzrostu wartosci ekstynkcji
przy 405 nm przez 5 min.

Metoda II. Aktywacja protrombiny nastgpuje pod dziataniem czynnika prokoagulacyjnego z
jadu Echis carinatus. Do termostatowanej (37°C) kuwety spektrofotometru doda¢ 0.8 ml buforu
Tris-imidazolowego, pH 8.3, zawierajacego 0,13 M NaCl. 0,01 ml roztworu jadu Echis carinatus (5
mg/ml, Sigma, St. Louis, USA) i 0,005 ml badanego osocza. Po 90 sek. doda¢ 0.2 ml 2 mM roztworu
substratu S-2238 i mierzy¢ szybkos¢ wzrostu wartosci ekstynkcji przy 405 nm przez 5 min.

Jedna jednostke aktywnosci enzymu definiuje si¢ jako ilos¢ enzymu uwalniajaca 1 M p-nitro-
aniliny na minutg.

WYNIKI

Naryc. | przedstawiono wykres aktywacji protrombiny przez tromboplastyne.
Juz 10 pl roztworu tromboplastyny aktywuje calg ilo$¢ trombiny. Ryc. 2 obrazuje
zalezno$¢ stopnia hydrolizy substratu S-2238 od jego st¢zenia. Koficowe stgzenie
substratu, wynoszace 0,20 mM, wybrano do oznaczeri rutynowych. Ryc. 3 ukazuje
zaleznoS¢ stopnia hydrolizy substratu S-2238 od czasu inkubacji. Warto$¢ E405
osiaga plateau juz po 3 min., czas inkubacji w oznaczeniach rutynowych ustalono
na 5 min. Ryc. 4 przedstawia poziomy protrombiny w osoczu badanych gatunkéw
zwierzat. Najwyzszy poziom protrombiny stwierdzono w osoczu bydta, najnizszy
za$ w 0S0Czu owiec.

DYSKUSJA

W niniejszej pracy opisano metody oznaczenia poziomu protrombiny w osoczy
krwi duzych zwierzat gospodarskich, uzywajac do aktywacji osocza protrombiny
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ic?-ynniku prokoagulacyjnego z jadu Echis carinatus. Inni autorzy takze uzywali
Froﬂlbopluslyny r6znego pochodzenia (18, 22), czynnika Xa (10), czynnika proko-
“@ulacyjnego z jadu Echis carinatus (4, 12, 20), jadu zmii Russella (4) oraz jadu
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Ryc. 3. Oznaczenie optymalnego czasu inkubacyi (Egos)
Determination of optimal incubation time (E405)

zmii tajparniskiej (10). Wszystkie te metody pozostaja w dobrej zgodnos$ci z meto-
dami konwencjonalnymi i sytuacjami klinicznymi. Podobnie jak inni autorzy (6,
12, 20) stwierdziliSmy niewielkie réznice w aktywnosci amidolitycznej protrom-
biny aktywowanej tromboplastyna 1 aktywatorem niefizjologicznym, jadem Echis
carinatus. Metoda Il posiada przewage nad innymi metodami oznaczania protrom-
biny z uwagi na jej prostote i brak wrazliwosci na wysokie st¢zenia heparyny. Moze
to oznaczaé, ze aktywnos$¢ amidolityczna zwigzana jest z produktem poSrednim,
posiadajacym w poréwnaniu z normalna trombing znacznie mniejsza akty wnos$¢
koagulacyjna niz esterolityczna (8, 11). Metoda II daje nieco wyzsze wyniki,
prawdopodobnie wskutek réznej szybkosci powstawania kompleksu: czynnik z
jadu Echis carinatus — trombina — antytrombina III i trombina - antytrombina III
(12). W metodzie tej mechanizm aktywacji jest niezalezny od jonéw wapnia i
zdolnosci wiazania fosfolipidéw przez czasteczke protrombiny (6). Sugeruje to, ze
PIVKA-II (akarboksyprotrombina, defektywna trombina powstajaca przy niedo-
borze witaminy K), bedac bardzo ztym substratem dla aktywatoréw fizjologicz-
nych, moze by¢ mierzona ta metoda. Baughman i Lytwyn (2)opisali
metod¢ z uzyciem substratu syntetycznego, réwnowazng testowi czasu protrom-
binowego, opisano tez substraty syntetyczne dla metody fluorymetrycznej (9, 16).
gdzie grupami detektorowymi sa 4-metoxy-2-naftyloamina i 7-amino-4-metyloku-
maryna. Opracowano tez metod¢ oznaczania aktywnosci antytrombiny IIT przy
uzyciu syntetycznych substratéw chromogennych (5, 7, 17).
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WNIOSKI

I. Metoda oznaczania poziomu protrombiny przy uzyciu syntetycznego substratu

Chromogenncgo S-2238 moze by¢ w petni wykorzystana w hematologii weterynaryjne;.

2. Najwyzszy poziom protrombiny stwierdzono w osoczu bydia (3,6 U/ml),

Najnizszy za$ w osoczu owiec (1,1 U/ml).
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SUMMARY

The usefulness of synthetic tripeptide substrate H-D-Phenylalanyl-pipecolyl-arginyl-p-nitroani-

lide in factor Il level determination in plasma of livestock was investigated. It was stated that this
substrate is suitable in veterinary haematology. The highest level of prothrombin was found in cattle
plasma, the lowest one in sheep plasma.



