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Antiplasmin estimation in livestock blood plasma 

Szereg białkowych inhibitorów krzepnięcia i fibrynolizy posiada aktywność antyplazminową (8, 
I3, 15, 30). Szczegółowo pod tym względem badano 02-makroglobulinę (10, 12), kofaktor antytrom- 
bina III — heparyna (15), inhibitor 04 -antytrypsyny (27), inhibitor esterazy CI (26). Do połowy lat 
stedemdziesiątych uważano 02-makroglobulinę za główny czynnik antyplazminowy osocza, dopóki 
Co Ilen(7)oraz Mullertz i Clemmensen (23)nie donieśli o odkryciu szybko działającego 
Inhibitora plazminy w osoczu. o zupełnie różnych właściwościach fizykochemicznych. Odkrycie to 
*ostało następnie potwierdzone przez innych autorów (9, 21, 31). Czynnik ten nazwany został szybko 
działającą antyplazminą lub inhibitorem 02-plazminy. Doniesiono o zmianach jego poziomu w 
różnych stanach chorobowych (3, 22), trudno jednak przeceniać znaczenie tych obserwacji, gdyż 
Stosowane do oznaczania poziomu antyplazminy metody kazeinolityczne (25) czy metody oparte na 
lizie skrzepu włóknikowego (4) nie mają dostatecznej czułości lub wymagają dużej objętości próbki 
OSOcza. Może to wpłynąć ujemnie na specyficzność oznaczenia z powodu możliwej interferencji 
innych, niespecyficznych inhibitorów plazminy obecnych w osoczu. Wprowadzenie syntetycznych 
substratów chromogennych (11, 24, 29) do badań nad składnikami układu krzepnięcia i fibrynolizy 
Pozwoliło na opracowanie bardziej czułych i specyficznych metod. 

w innych publikacjach (16. 17. 18) wykazaliśmy przydatność substratów chromogennych do 
oznaczania czynnika VII. czynnika VIII i endogennej heparyny w osoczu krwi dużych zwierząt 
Sospodarskich. 

Celem niniejszej pracy było określenie przydatności substratu S-2251 (p-nitroanilidu H-D-vali- 
lo-leucylo-lizyny ) do oznaczania aktywności antyplazminy w osoczu krwi koni, bydła, owiec i Świń. 

MATERIAŁ I METODY 

Do badań użyto osocza 18 koni (wielkopolska, wiek 4-8 lat, ogiery, stadnina Posadowo), 21 
owiec (merynos, wiek 2-3 lata, samice, owczarnia Uhrusk), 24 krów (ncb, samice, wiek 3-4 lata, z 
Sospodarstw prywatnych) i 20 świń (rasy wbp, samice, z tuczarni prywatnych). Osocze otrzymywano 
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z cytrynizowanej krwi (I obj. 0.1 M cytrynianu sodu + 9 obj. krwi) przez wirowanie 20 min. przy 
2000 g. Przed oznaczeniem osocze (100 ul) mieszano z 3 ml 0.05 M buforu Tris-HCI o pH 7.3. Krew 
pobierano przez nakłucie żyły jarzmowej w przypadku koni, bydła i owiec oraz żyły brzeżnej ucha 
w przypadku świń. 

Antyplazmina osocza reaguje z nadmiarem dodanego roztworu plazminy dając kompleks pla- 
zmina-antyplazmina. Pozostała część plazminy odszczepia p-nitroanilinę od syntetycznego substratu 
chromogennego S-225 | oznaczaną metodą kolorymetryczną przy długości fali 405 nm. Plazminę (2,2 
Hkat/ml) rozpuszczoną w glicerolu zawierającym 2 mM HCI oraz 3.5 mM roztwór substratu S-2251 
otrzymano z firmy Kabi Vitrum (Molndal. Szwecja). 

Do termostatowanej (37”C) kuwety spektrofotometru wlewano 600 ul rozcieńczonego osocza i 
200 ul roztworu substratu S-2251 i mierzono AE40s5/min. Do każdej serii oznaczeń wykonywano 
oznaczenie "całkowitej aktywności plazminy” biorąc zamiast próbki osocza 600 ul buforu. 

Jedna jednostka inhibitora (U) definiowana jest jako ilość inhibitora hamująca aktywność ukat (tj. 60 
jednostek międzynarodowych). 

WYNIKI 

Na ryc. I przedstawiono krzywą hamowania aktywności plazminy przez osocze 
bydła w zależności od czasu inkubacji. Występuje nagły spadek aktywności pla- 
zminy w czasie reakcji O (600 ul rozcieńczonej próbki mieszano najpierw z 200 ul 
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Ryc. I. Hamowanie aktywności plazminy przez osocze bydła w zalezności od czasu inkubacji (Al405). 

* — osocze. x — bufor 
Inhibition of plasmin activity by cattle plasma as dependent from incubation time (AE405) * - plasma, x - buffer 
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Ryc. 2. Wpływ kwasu £-aminokapronowego na hamowanie aktywności plazminy przez antyplazminę 
(AEs0s)* — bufor, x — osocze 

Effect ot €-aminokaproic acid on inhibition of plasmin activity by antiplasmin (AExos)* — buffer, x — plasma 

roztworu substratu, a później z 200 ul roztworu plazminy), z późniejszym dalszym 
obniżaniem się jej aktywności. Ryc. 2 ilustruje wpływ kwasu £-aminokapronowego 
(EACA) na hamowanie plazminy przez antyplazminę. Ryc. 3 obrazuje aktywność 
antyplazminy w osoczu krwi badanych gatunków zwierząt. Najwyższą aktywność 
stwierdzono w osoczu bydła, najniższą zaś u koni. 

DYSKUSJA 

Ciekawym zjawiskiem jest natychmiastowe hamowanie aktywności plazminy 
Przez antyplazminę, gdy w mieszaninie reakcyjnej istnieje jeszcze substrat dla 
Plazminy. Ta właściwość hamowania aktywności enzymu w maksymalnym sto- 
Pniu w obecności jego substratu jest zjawiskiem unikatowym w obrębie inhibitorów 
Proteaz w osoczu. 

Hamowanie aktywności proteaz, w tym plazminy przez antyplazmionę, jest 
Teakcją dwustopniową, w której szybkie utworzenie odwracalnego kompleksu 
€nzym-inhibitor poprzedza utworzenie innego, nieodwracalnego już kompleksu 
(6, 20). Kwas e-aminokapronowy hamował stopień natychmiastowej inhibicji 
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Ryc. 3. Aku wność antyplazminy w osoczu badanych gatunków zwierząt (AE405). Wartości średnie + $.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, że kwas £-aminokapronowy wpływa na pierwszy 
stopień reakcji, w czasie którego powstaje odwracalny kompleks plazmina=anty- 
plazmina. Przypuszcza się, że kwas £-aminokapronowy powoduje zmiany w fizy- 
kochemicznych właściwościach cząsteczki enzymu (1, 5, 28). 

W badanym czasie inkubacji stale obserwowano aktywność amidolityczną. 
Podobne zjawisko notowali też Gallimore i wsp.(11), którzy używali innego 
substratu chromogennego, p-nitroanilidu tosylo-glicylo-prolilo-lizyny. Jest to spo- 
wodowane powstawaniem kompleksu 02-makroglobulina-plazmina, który podo- 
bnie jak kompleks 02-makroglobulina-kalikreina (2) posiada aktywność amidoli- 
tyczną względem małych substratów peptydowych (14). Tak więc możliwie krótki 
czas inkubacji (20 sek.) konieczny jest do oznaczenia wyłącznie aktywności 
antyplazminy. W piśmiennictwie spotkano tylko wczesne prace dotyczące aktyw- 
ności antyplazminy u zwierząt (19). Z uwagi jednak na stosowaną metodę, nie 
można ustalić, jakiego właściwie inhibitora aktywność była mierzona. 

Wyniki prezentowane w niniejszej pracy sugerują, że syntetyczny substrat 
chromogenny S-2251 może znaleźć zastosowanie w oznaczaniu aktywności anty” 
plazminy w osoczu krwi zwierząt gospodarskich. 
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WNIOSKI 

 

I. Najwyższą aktywność antyplazminy stwierdzono w osoczu bydła (23,3 + 
2.0 AE405), najniższą zaś u koni (10,2 + 0,4 AE405). 

2. Substrat chromogenny S-2251 może znaleźć zastosowanie w oznaczaniu 
aktywności antyplazminy w osoczu krwi zwierząt gospodarskich. 
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SUMMARY 

The level of antiplasmin in horse, cattle, sheep and pig plasma was investigated using the synthetić 
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. 


