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Oznaczanie aktywnosci antyplazminy w osoczu krwi koni,

bydta, owiec i swin

Antiplasmin estimation in livestock blood plasma

Szereg biatkowych inhibitoréw krzepnigcia i fibrynolizy posiada aktywnos¢ antyplazminowa (8,
” 15, 30). Szczegotowo pod tym wzgledem badano o2-makroglobuling (10, 12), kofaktor antytrom-
b_lna I~ heparyna (15), inhibitor o-antytrypsyny (27), inhibitor esterazy Cl (26). Do polowy lat
S‘edcmdziesialych uwazano o2-makroglobuling za giéwny czynnik antyplazminowy osocza, dopdki
_(‘“ ITen(7)oraz Mullertz i Clemmensen (23)nie doniesli o odkryciu szybko dziatajacego
hibitora plazminy w osoczu, o zupetnie réznych wiasciwosciach fizykochemicznych. Odkrycie to
“Ostato nastepnie potwierdzone przez innych autoréw (9, 21, 31). Czynnik ten nazwany zostat szybko
d'/.nalujch antyplazming lub inhibitorem oo-plazminy. Doniesiono o zmianach jego poziomu w
"0znych stanach chorobowych (3, 22), trudno jednak przecenia¢ znaczenie tych obserwacji, gdyz
S_“)SOwanc do oznaczania poziomu antyplazminy metody kazeinolityczne (25) czy metody oparte na
1zie skrzepu widknikowego (4) nie maja dostatecznej czutosci lub wymagaja duzej objetosci probki
950C7.a. Moze to wplyngé ujemnie na specyficzno$¢ oznaczenia z powodu mozliwej interferencji
"Inych, niespecyficznych inhibitoréw plazminy obecnych w osoczu. Wprowadzenie syntetycznych
Substratgw chromogennych (11, 24, 29) do badari nad sktadnikami uktadu krzepnigcia i fibrynolizy
POZwolito na opracowanie bardziej czutych i specyficznych metod.

W innych publikacjach (16. 17. 18) wykazalismy przydatnos¢ substratéw chromogennych do
OZnaczania czynnika VII. czynnika VIII i endogennej heparyny w osoczu krwi duzych zwierzat
£0spodarskich.

Celem niniejszej pracy bylto okreslenie przydatnosci substratu S-2251 (p-nitroanilidu H-D-vali-
l0‘|CUL‘ylo-lizyny) do oznaczania aktywnosci antyplazminy w osoczu krwi koni, bydta, owiec i Swin.

MATERIAL | METODY
Do badari uzyto osocza 18 koni (wielkopolska, wiek 4-8 lat, ogiery, stadnina Posadowo), 21

OWiec (merynos, wiek 2-3 lata, samice, owczarnia Uhrusk), 24 kréw (ncb, samice, wiek 3-4 lata, z
80spodarsiw prywatnych)i 20 §win (rasy wbp, samice, z tuczarni prywatnych). Osocze otrzymywano
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z cytrynizowanej 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 Swin.

Antyplazmina osocza reaguje z nadmiarem dodanego roztworu plazminy dajac kompleks pla-
zmina-antyplazmina. Pozostata cz¢$¢ plazminy odszczepia p-nitroaniling od syntetycznego substratu
chromogennego S-2251 oznaczana metoda kolorymetryczna przy dtugosci fali 405 nm. Plazming (2,2
pkat/ml) rozpuszczona w glicerolu zawierajagcym 2 mM HCl oraz 3.5 mM roztwér substratu S-2251
otrzymano z firmy Kabi Vitrum (Molndal. Szwecja).

Do termostatowanej (37°C) kuwety spektrofotometru wlewano 600 il rozciericzonego osocza i
200 pl roztworu substratu S-2251 i mierzono AE4ps/min. Do kazdej serii oznaczen wykonywano
oznaczenie "catkowitej aktywnosci plazminy” biorac zamiast prébki osocza 600 ul buforu.

Jedna jednostka inhibitora (U) definiowana jest jako ilos¢ inhibitora hamujaca aktywnosc¢ pkat (1. 60
jednostek migdzynarodowych).

WYNIKI

Naryc. | przedstawiono krzywa hamowania aktywnosci plazminy przez osocze
bydta w zaleznosci od czasu inkubacji. Wystepuje nagly spadek aktywnosci pla-
zminy w czasie reakcji 0 (600 pl rozeienczonej prébki mieszano najpierw z 200 ul
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Ryc. 1. Hamowanie aktywnosci plazminy przez osocze bydta w zaleznoscrod czasu inkubacyi (AE405).
* — osocze, x - bufor
Inhibition of plasmin activity by cattle plasma as dependent from incubation time (AEa4s) * - plasma. x - buffer
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Ryc.2. Wplyw kwasu €-aminokapronowego na hamowanie aktywnosci plazminy przez antyplazming
(AE405)* - bufor, x — osocze
Effect of €-aminokaproic acid on inhibition of plasmin activity by antiplasmin (AEs0s)* — buffer, x — plasma

0Ztworu substratu, a pézniej z 200 pl roztworu plazminy), z p6zniejszym dalszym
Obnizaniem si¢ jej aktywnosci. Ryc. 2 ilustruje wplyw kwasu g-aminokapronowego
(EACA) na hamowanie plazminy przez antyplazmine. Ryc. 3 obrazuje aktywnos$¢
antyplazminy w osoczu krwi badanych gatunkéw zwierzat. Najwyzsza aktywnos¢
Stwierdzono w osoczu bydta, najnizsza za$ u koni.

DYSKUSJA

Ciekawym zjawiskiem jest natychmiastowe hamowanie aktywnosci plazminy
Przez antyplazming, gdy w mieszaninie reakcyjnej istnieje jeszcze substrat dla
Plazminy. Ta whasciwo$¢é hamowania aktywnosci enzymu w maksymalnym sto-
Pniu w obecnosci jego substratu jest zjawiskiem unikatowym w obrebie inhibitor6w
Proteaz w osoczu.

Hamowanie aktywnosci proteaz, w tym plazminy przez antyplazmiong, jest
eakeja dwustopniowa, w ktérej szybkie utworzenie odwracalnego kompleksu
Enzym-inhibitor poprzedza utworzenie innego, nieodwracalnego juz kompleksu
(6, 20). Kwas e-aminokapronowy hamowat stopieri natychmiastowej inhibicji

.
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Ryc. 3. Aty wnosc antyplazminy w osoczu badanych gatunkow zwierzat (AE4os). Wartoscr sredme + S.D.

Antiplasmin activity in plasma of species investigated (AE405). Mean + S.D

plazminy (ryc. 2). Podobne zjawisko obserwowano w przypadku L-lizyny (6).
Krzywa hamowania sugeruje, ze kwas g-aminokapronowy wplywa na pierwszy
stopien reakcji, w czasie ktérego powstaje odwracalny kompleks plazmina-anty-
plazmina. Przypuszcza sig, ze kwas e-aminokapronowy powoduje zmiany w fizy-
kochemicznych wlasciwosciach czasteczki enzymu (1, 5, 28).

W badanym czasie inkubacji stale obserwowano aktywno$¢ amidolityczna.
Podobne zjawisko notowalitezGallimore i wsp. (11), ktérzy uzywali innego
substratu chromogennego, p-nitroanilidu tosylo-glicylo-prolilo-lizyny. Jest to spo-
wodowane powstawaniem kompleksu a2—makroglobulina—plazmina, ktéry podo-
bnie jak kompleks a2-makroglobulina—kalikreina (2) posiada akty wno$¢ amidoli-
tyczna wzgledem matych substratéw peptydowych (14). Tak wige mozliwie krétki
czas inkubacji (20 sek.) konieczny jest do oznaczenia wylacznie aktywnoscl
antyplazminy. W piSmiennictwie spotkano tylko wezesne prace dotyczace akty w-
nosci antyplazminy u zwierzat (19). Z uwagi jednak na stosowana metodg, nie
mozna ustali¢, jakiego wtasciwie inhibitora aktywnos$¢ byta mierzona.

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy sugeruja, ze syntetyczny substral
chromogenny S-2251 moze znaleZ¢ zastosowanie w oznaczaniu aktywnosci anty-
plazminy w osoczu krwi zwierzat gospodarskich.
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WNIOSKI

I. Najwyzsza aktywnos$¢ antyplazminy stwierdzono w osoczu bydta (23,3 +
2.0 AE405), najnizsza za$ u koni (10,2 + 0,4 AE405).

2. Substrat chromogenny S-2251 moze znaleZé zastosowanie w oznaczaniu
aktywnosci antyplazminy w osoczu krwi zwierzat gospodarskich.
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SUMMARY

The level of antiplasmin in horse, cattle, sheep and pig plasma was investigated using the syntheti¢
chromogenic substrate S-2251. The highest level of antiplasmin was stated in cattle plasma, the lowest

one in horse plasma.
The synthetic substrate S-2251 (H-D-valyl-leucyl-lysyl-p-nitroanilide) is fully valuable in anti-

plasmin estimation in veterinary haematology.




