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Oznaczanie aktywnosci czynnika XII w osoczu krwi kont,

bydta, owiec i swin

The estimation of factor XII activity in livestock blood plasma

Aktywacja kontaktowa osocza krwi obejmuje oddziatywanie ujemnie natadowanych powierzchni
I'osl'olipidnwych z biatkami krwi, zapoczatkowujac proces krzepnigcia krwi, fibrynolize 1 produkcje brady-
Kininy. Ten zespot reakceji enzymatycznych czgsto nazywany jest "drogg zalezng od czynnika Hagemana®,
2dyz czynnik ten, rezydujacy na ujemnie natadowanych powierzchniach fosfolipidowych pytek krwi, jest
Pierwszym aktywnym enzymem tej kaskady (13, 21). Po aktywacji czynnika XII dwutaricuchowy enzym
Proteolityczny, zwany czynnikiem Xlla aktywowany przez enzymy trypsynopodobne, jak plazmina (9),
Kalikreina (5), czy czynnik Xla(8), kininogen o wysokim cigzarze czasteczkowym (HMW-kininogen), wraz
Z czynnikiem X1 wigzg si¢ z powierzchnig fosfolipidowa ptytek krwi, a czynnik Xlla reagujac z tym
kompleksem powoduje aktywacje¢ czynnika XI inicjujac kaskadg krzepnigcia krwi (20).

Kompleks HMW-kininogen—peralikreina moze reagowac na powierzchni fosfolipidowej z czyn-
Nikiem Xlla, aktywujac prekalikreing do proteazy serynowej — kalikreiny, ktéra moze z kolei
indukowac cykliczny mechanizm aktywujacy dodatkowe ilosci czynnika XII lub dziata¢ na sam
Czynnik Xlla, generujgc rozpuszcezalnag forme tej proteazy serynowej (10).

Czynnik Xlla 1 Xla s proteazami serynowymi. mozna je wigc oznaczac przy pomocy syntety-
Cznych substratow oligopeptydowych (6, 17). Jednak, jak dotad, mozliwosc szerokiego zastosowania
9Znaczen tych czynnikéw ograniczona jest nieznajomoscig ich struktury i sekwencja aminokwasow,
Jaky atakujg ich aktywne formy Xla i XlIla.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie przydatnosci syntetycznego substratu chromogennego,
P-nitroanilidu H-D-prolilo-fenyloalanylo-argininy, uzywanego do oznaczen kalikreiny, do oznacze-
Nia poziomGw czynnika X11 w osoczu krwi duzych zwierzat gospodarskich.

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

(merynos, wick 2-3 lata, samice, owczarnia Uhrusk), 24 kréw (ncb, samice, wiek 3-4 lata, z gospodarstw
Prywatnych) i 20 §wiri (rasy wbp, samice, z tuczarni prywatnych). Osocze otrzymywano z cytrynizowane)
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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 $win.

Czynnik XII obecny w prébce osocza aktywowany jest Cephotestem lub kaolinem do czynnika Xlla.
Czynnik Xlla aktywuje obecna w prébee prekalikreing do kalikreiny, ta zas odszczepia p-nitroaniling od
syntetycznego substratu S-2203. [los$¢ odszczepionej p-nitroaniliny mierzy si¢ spektrofotometrycznie przy
dtugosci fali 405 nm.

Zawiesing kaolinu przygotowano dodajac 500 mg kaolinu (E. Merek, Darmstadt, Niemcy) do 100 ml
0,145 M NaCl, zbuforowanego do pH 7.4 przy pomocy 0,15 M Tris-HCI. Czteromolowy roztwoér substratu
S-2203 (Kabi Vitrum, Molndal, Szwecja) przygotowano w 0.05 M buforze Tris-HCl o pH 7.8. Cephotest
otrzymano z firmy Nyegaard, Oslo, Norwegia.

Do termostatowanej kuwety (37°C) spektrofotometru pipetowano 50 pl badanego osocza, 50 ul
Cephotestu i po 3 min. inkubacji dodawano 400 pl roztworu substratu i mierzono AE4ps/min.

W przypadku aktywacji osocza kaolinem, do 500 ul osocza dodawano 500 pl zawiesiny kaolinu. Po
3 min. inkubacji w 37°C kaolin odwirowywano przez 10 min. przy 2000 g i w kuwecie spektrofotometru
mieszano 100 pl aktywowanego osocza z 400 pl roztworu S-2203 i mierzono AE4ps/min.

WYNIKI

Na ryc. | przedstawiono aktywno$¢ czynnika XII w aktywowanym Cephote-
stem i kaolinem osoczu krwi badanych gatunkéw zwierzat. Najwyzsza aktywnosé
badanego czynnika stwierdzono w osoczu bydta, najnizsza zas u koni.
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Ryc. 1. Aktywnosc czynnika XII w osoczu koni, bydta, owiec i $wirl (AE4os/min.). Wartosci srednie £S.D.
Factor XII activity in horse, cattle, sheep and pig plasma (AE4ps/min). Mean £ S.D.
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DYSKUSIJA

Ostatnio poznano nowe szczegély kontaktowej aktywacji mechanizmu krzepnig-
Cia. Podczas aktywacji czynnika XII kaolinem powstaje czynnik X1laj, nie ulegajacy
W tym procesie proteolizie. Wigkszo$¢ tego czynnika pozostaje zwiazana z powierz-
chnig czasteczek kaolinu i moze by¢ usunigta wirowaniem (4). W dalszym etapie,
Pozostata w krazeniu cz¢S$¢ czynnika XIlaj ulega proteolizie, wywotujac odszczepienie
fragmentu zwanego czynnikiem XIlay. Proteolize t¢ powoduja $lady kalikreiny (1. 5)
Iplazminy (2,9). Reakcje t¢ przy$piesza obecnosé §ladowych ilosci HMW-kininogenu
(3. 24). Po aktywacji Cephotestem, ktérego nie mozna usuna¢ wirowaniem, peina
aktywnos¢ kalikreiny obserwowano przy 5% poziomie czynnika Xllaj, zas zaleznosé
liniowa migdzy niedoborem czynnika XII a zmniejszeniem si¢ generacji kalikreiny
istnieje tylko wtedy, gdy poziom czynnika XII nie przekracza 1% (6).

Sytuacja ta rézni si¢ zasadniczo, gdy jako aktywatora uzywa si¢ kaolinu. Po
Usunigciu kaolinu przez wirowanie, co jest niezbedne przed wykonaniem pomiaréw
fotometrycznych. krytyczny poziom czynnika XII wplywajacy na tworzenie sie kali-
Kreiny wynosi niewiele ponad 100%. Roéznice t¢ powoduje niewatpliwie czynnik
Xllaj, usuwany z kaolinem, a pozostajacy w mieszaninie aktywacyjnej podczas
aktywaciji Cephotestem. Istnieje wigc Scista zalezno$¢ miedzy aktywatorem a poczat-
kowym poziomem czynnika XII. Zaleta aktywacji kaolinem w tym ukladzie jest
Mozliwos¢ uzycia nieaktywowanego, normalnego osocza jako Zrédta prekalikreiny i
HMW-kininogenu, Nie jest to mozliwe natomiast przy uzyciu substancji aktywujace;j,
Kt6rej nie mozna oddzieli¢ od osocza. Tlo§¢ HMW-kininogenu wymagana w reakcji
Miedzy czynnikiem Xlla2 a prekalikreing jest znacznie mniejsza niz stezenie HMW-
I\'ininogcnu w normalnym, nieaktywowanym osoczu. Jedynym Zrédlem HMW-kini-
Nogenu w tym ukladzie jest rozciericzone, badane osocze.

Dopiero przy najwyzszych rozcieficzeniach osocza nie stwierdza si¢ réznic w
Wynikach otrzymanych przy uzyciu oczyszczonej prekalikreiny i dwéch innych Zrédet
1ego proenzymu, ktére takze zawieraja HMW-kininogen. W do$wiadczeniach nad
badaniem szybkosci zanikania kalikreiny z osocza stwierdzono, ze kalikreina dodana
do nieaktywowanego, normalnego osocza nie powoduje aktywacji nieaktywnego
“Zynnika XII ani prekalikreiny. Wyniki te sa zgodne z rezultatami uzyskanymi przez
Chana i wsp. (4), ktérzy stwierdzili, ze aktywacja prekalikreiny i czynnika XII przez
Kalikreing zalezna jest od aktywacji czynnika XII przez ujemnie naladowana powie-
Izchnig fosfolipidowa. Nieaktywny czynnik XII nie ulega wigc aktywacji po dodaniu
kalikreiny do osocza. Dodanie kwasu €-aminokapronowego do osocza jest konieczne,
Poniewaz substrat uzyty w do§wiadczeniu rozszczepiany jest takze przez plazming, nie
Ma on natomiast wptywu na kalikreing (16), podczas gdy aprotynina, inny szeroko
Stosowany inhibitor plazminy, hamuje tez aktywno$¢ kalikreiny. Poniewaz antytrom-
bina 111 zaktywowana przez heparyng nie hamuje powstawania kalikreiny (25), metode
¢ Stosowaé mozna takze do prébek zawierajacych heparyne. Naturalne inhibitory
kﬂlikreiny. jak esteraza Cl (19), o2-makroglobulina i ouj-antytrypsyna reaguja szybko
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z kalikreing (7). W celu zminimalizowania strat kalikreiny odczynniki sa mieszane
w kuwecie spektrofotometru, a reakcj¢ rozpoczyna si¢ w chwili dodania substratu,
po optymalnym czasie preinkubacji. Wplyw trombiny, czynnika Xa i innych
proteaz serynowych mogacych odszczepiac p-nitroaniling z substratu, mozna wy-
eliminowa¢ w réwnolegtych oznaczeniach zawierajacych kwas €-aminokaprono-
wy. Mimo znacznego postgpu w poznaniu mechanizmu aktywacji czynnika XII,
nie jest jasny mechanizm powstawania jego centrum aktywnego (22). Proponuje
si¢ zmiany konformacyjne (12), odstonigcie gotowego centrum aktywnego (21),
czy istnienie w natywnym czynniku Hagemana wewnetrznej aktywnosci proteo-
litycznej (11, 26). Aktywnos¢ czynnika XII ulega obnizeniu we wstrzasie endoto-
ksycznym (23) i po infuzji krystaloidéw (15) czy trombiny (14), co mozna wyjasnic
dziataniem mechanizmu sprz¢zenia zwrotnego. Aktywny czynnik XII obecny jest
w osoczu krwi obwodowej w czasie odrzucania przeszczepu.

Wyniki niniejszej pracy sugeruja, ze syntetyczny substrat tréjpeptydowy, p-nitro-
anilid H-D-prolilo-fenyloalanylo-argininy moze by¢ z powodzeniem uzywany do
oznaczania poziomu czynnika XII w osoczu krwi duzych zwierzat gospodarskich.

WNIOSKI

1. Syntetyczny substrat tréjpeptydowy S-2203 moze by¢ z powodzeniem uzy-
wany w hematologii weterynaryjnej do oznaczania poziomu czynnika XII w osoczu
krwi duzych zwierzat gospodarskich.

2. Najwyzsza aktywno$¢ badanego czynnika stwierdzono w osoczu bydta (0,62
AE405/min.), najnizsza zas u koni (0,11 AE405/min.)

PISMIENNICTWO

l.Bagdasarian A,Lahiri B,Colman R. W.:Origin of the high molecular weight
activator of prekallikrein. J. Biol. Chem. 248, 7742, 1973.

2.Burrowes C.E.Novat H.V..Soltay M. J.: The kinin system of human plasma. VI
The action of plasmin. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 138. 959, 1971.

3.Chan J.Y.C,Burrowes C.E,Novat H.V.: Activation of factor XII. Enhancing effec!
of a potentiator. Thromb. Res. 10, 309, 1977.

4.ChanJ.Y.C,Habal EM..Burrowes C.E.Novat H. V.: Interaction between factor XII
(Hageman factor), high molecular weight kininogen and prekallikrein. Thromb. Res. 9, 423, 1976.

5.Cochrane C.G.,Revak S.D.: Activation of Hageman factor in solid and fluid phase. J.
Exp. Med. 138, 1564, 1973.

6.Egberg N,Bergstrom K.: Synthetic chromogenic substrates in the assay for plasmé
prekallikrein and coagulation factors I1 and X. [W:] Scully N.F., Kakkar V. V., (red.): Chromo-
genic Peptide Substrates. Churchill Livingstone, London 1979, s. 61.

7.Gallimore M.J,Aasen A.O.,.Lyngaas K.H. N.Lansbraaten M, A mund-
sen E.:Falls in plasma levels of prekallikrein, high molecular weight kininogen and kallikrein
inhibitors during lethal endotoxin shock in dogs. Thromb. Res. 12, 307, 1978.

P



Oznaczanie aktywnosci czynnika XII w osoczu krwi... 83

8. Griffin J J:Role of surface in surface-dependent actiation of Hageman factor (blood
coagulation factor XII). Proc Natl. Acad. Sci. USA 75, 1998, 1978.

9. Kaplan A.P.,Austen K.F.: A prealbumin activator of prekallikrein. II. Derivation of
activators of prekallikrein from active Hageman factor with plasmin. J. Exp. Med. 133,672, 1971.

10.Kaplan A.P.Austen K. F.: A prealbumin activator of prekallikrein. J. Immunol. 105, 802.
1970.

Il.Kurachi K,Fu gikawa K.,Davie E. W.: Mechanism of activation of bovine factor XI
by factor XII and factor Il1a. Biochemistry 19, 1330, 1980.

I2.Mc¢Millin C.R,Saito H.Ratnoff O.D,Walton A. G.: The secondary structure of human
factor XII (Hageman factor) and its alteration by activating agents. J. Clin. Invest. 54, 1312, 1974.

I3 Murano G.: The Hageman connection: interrelationships of blood coagulation, fibrino(ge-
no)lysis, kinin generation and complement activation. Am. J. Hematol. 4, 409, 1978.

4. Muller-Be rghaus G.Ehlers E.Kaufer P. Das Verhalten der oberflachensensibilen
Gerinungsfaktoren XI1und X1 bei intravasaler Gerinnung. Verh. Dtsch. Ges. Inn. Med. 80, 1458, 1974.

ISMuller-Ber ghaus G. Lasch H.B.: Consumption of Hageman factor activity in the
generalized Schwartzman reaction induced by liquid. Thromb. Diath. Haemorrh. 23, 386, 1970.

6. Nakahara M.: Effects of -rAMCHA and EACA on the plasma kallikrein systema. Thromb.
Haemost. 37, 104, 977.

17.0hishi S.Katori M.: Fluorometric assay for plasma prekallikrein using peptidylmethyl-
coumarinyl-amide as a substrate. Thromb. Res. 14, 551, 1979.

I8 Ratnoff O.D.Davis EW..Mallet D.L.: Studies on the action of Hageman factor:
¢vidence that activated Hageman factor in turn activates plasma thromboplastin antecendent. J.
Clin. Invest. 40, 803. 1961.

9 Rainoff O.D..Pensk y J,Ogston D.Naff G.B.: The inhibition of plasmin, plasma
Kallikrein, plasma permeability factor and the Clr subcomponent of the first component of
complement by serum Cl esterase inhibitor. J. Exp. Med. 129, 315, 1969.

0.Ratnoff O.D.,Rosenblum J. M.: Role of Hageman factor in the initiation of clotting by
glass. Evidence that glass frees Hageman factor from inhibition. Am. J. Med. 25, 160, 1958.

2.Ratnoff O.D.Saito H.: Amidolytic properties of single-chain activated Hageman factor.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76, 1461, 1979.

2. Revak S.D.Cochrane C.G.Bowman B.M.Griffin J. H.: Surface and fluid
phase activation of two forms of activated Hageman factor produced during contact activation of
plasma J. Exp. Med. 147.719. 1978.

B.Rodri guecz-Erdmann F.: Studies on the pathogenesis of the generalized Schwartzman
reaction. I1. Trigger mechanism for the activation of the prothrombin molecule. Thromb. Diath.
Haemorrh. 23, 386, 1970.

U.Stormorken H.Baklund A,Gallimore M,Ritland S.: Chromogenic substrate
assay of plasma kallikrein. Haemostasis 7, 69, 1978.

S.Vennerod A.M..Laake K.,Solberg A.K.,Stromland S.: Inactivation and binding

J Of human plasma kallikrein by antithrombin III and heparin. Thromb. Res. 9. 457, 1976.

6. Wiggins R.C.Cochrane C.G.: The autoactivation of rabbit Hageman factor. J. Exp. Med.
150. 1122. 1980.

SUMMARY

The level of factor XII in horse, cattle, sheep and pig plasma was estimated using synthetic
lrip'~‘Plidc substrate, H-D-prolyl-phenylalanyl-arginyl-p-nitroanilide. The highest level of this factor
¥as found in cattle plasma, the lowest one in horse plasma.

This substrate is fully valuable in factor XII determination in the plasma of livestock.
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