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The estimation of factor XII activity in livestock blood plasma 

Aktywacja kontaktowa osocza krwi obejmuje oddziaływanie ujemnie naładowanych powierzchni 
fosfolipidowych z białkami krwi, zapoczątkowując proces krzepnięcia krwi, fibrynolizę i produkcję brady- 
kininy. Ten zespół reakcji enzymatycznych często nazywany jest "drogą zależną od czynnika Hagemana", 
Sdyż czynnik ten, rezydujący na ujemnie naładowanych powierzchniach fosfolipidowych płytek krwi, jest 
Pierwszym aktywnym enzymem tej kaskady (13, 21). Po aktywacji czynnika XII dwułańcuchowy enzym 
Proteolityczny, zwany czynnikiem Xlla aktywowany przez enzymy trypsynopodobne, jak plazmina (9), 
kalikreina (5), czy czynnik Xla (8), kininogen o wysokim ciężarze cząsteczkowym (HM W-kininogen), wraz 
2 czynnikiem XI wiążą się z powierzchnią fosfolipidową płytek krwi, a czynnik Xlla reagując z tym 
kompleksem powoduje aktywację czynnika XI inicjując kaskadę krzepnięcia krwi (20). 

Kompleks HMW-—kininogen-peralikreina może reagować na powierzchni fosfolipidowej z czyn- 
nikiem XIla, aktywując prekalikreinę do proteazy serynowej — kalikreiny, która może z kolei 
indukować cykliczny mechanizm aktywujący dodatkowe ilości czynnika XII lub działać na sam 
czynnik XIla, generując rozpuszczalną formę tej proteazy serynowej (10). 

Czynnik Xlla i Xla są proteazami serynowymi. można je więc oznaczać przy pomocy syntety- 
cznych substratów oligopeptydowych (6. 17). Jednak, jak dotąd, możliwość szerokiego zastosowania 
oznaczeń tych czynników ograniczona jest nieznajomością ich struktury i sekwencją aminokwasów, 
Jaką atakują ich aktywne formy Xla i XIla. 

Celem niniejszej pracy było określenie przydatności syntetycznego substratu chromogennego, 
P-nitroanilidu H-D-prolilo-fenyloalanylo-argininy, używanego do oznaczeń kalikreiny, do oznacze- 
Nia poziomów czynnika XII w osoczu krwi dużych zwierząt gospodarskich. 

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 gospodarstw 
Prywatnych) i 20 świń (rasy wbp, samice, z tuczarni prywatnych). Osocze otrzymywano z cytrynizowanej 
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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 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. 

Czynnik XII obecny w próbce osocza aktywowany jest Cephotestem lub kaolinem do czynnika Xlla. 
Czynnik XIla aktywuje obecną w próbce prekalikreinę do kalikreiny, ta zaś odszczepia p-nitroanilinę od 
syntetycznego substratu S-2203. Ilość odszczepionej p-nitroaniliny mierzy się spektrofotometrycznie przy 
długości tali 405 nm. 

Zawiesinę kaolinu przygotowano dodając 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 roztwór 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 ul badanego osocza, 50 ul 
Cephotestu i po 3 min. inkubacji dodawano 400 ul roztworu substratu i mierzono AE405/min. 

W przypadku aktywacji osocza kaolinem, do 500 ul osocza dodawano 500 ul zawiesiny kaolinu. Po 
3 min. inkubacji w 37'C kaolin odwirowywano przez 10 min. przy 2000 g i w kuwecie spektrofotometru 
mieszano 100 ul aktywowanego osocza z 400 ul roztworu S-2203 i mierzono AE405/min. 

WYNIKI 

Na ryc. I przedstawiono aktywność czynnika XII w aktywowanym Cephote- 
stem i kaolinem osoczu krwi badanych gatunków zwierząt. Najwyższą aktywność 
badanego czynnika stwierdzono w osoczu bydła, najniższą zaś u koni. 
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Ryc. 1. Aktywność czynnika XII w osoczu koni. bydła, owiec i świń (AE405/min.). Wartości średnie + S.D. 
Factor XII activity in horse, cattle, sheep and pig plasma (AE405/min). Mean+ S.D. 
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DYSKUSJA 

Ostatnio poznano nowe szczegóły kontaktowej aktywacji mechanizmu krzepnię- 
cia. Podczas aktywacji czynnika XII kaolinem powstaje czynnik XIIaj, nie ulegający 
W tym procesie proteolizie. Większość tego czynnika pozostaje związana z powierz- 
chnią cząsteczek kaolinu i może być usunięta wirowaniem (4). W dalszym etapie, 
pozostała w krążeniu część czynnika XIla; ulega proteolizie, wywołując odszczepienie 
fragmentu zwanego czynnikiem XIla>. Proteolizę tę powodują ślady kalikreiny (1, 5) 
i plazminy (2,9). Reakcję tę przyśpiesza obecność śladowych ilości HMW-kininogenu 
(3, 24). Po aktywacji Cephotestem, którego nie można usunąć wirowaniem, pełną 
aktywność kalikreiny obserwowano przy 5% poziomie czynnika XIlaj, zaś zależność 
liniowa między niedoborem czynnika XII a zmniejszeniem się generacji kalikreiny 
istnieje tylko wtedy, gdy poziom czynnika XII nie przekracza 1% (6). 

Sytuacja ta różni się zasadniczo, gdy jako aktywatora używa się kaolinu. Po 
usunięciu kaolinu przez wirowanie, co jest niezbędne przed wykonaniem pomiarów 
fotometrycznych. krytyczny poziom czynnika XII wpływający na tworzenie się kali- 
kreiny wynosi niewiele ponad 100%. Różnicę tę powoduje niewątpliwie czynnik 
XIlaj, usuwany z kaolinem, a pozostający w mieszaninie aktywacyjnej podczas 
aktywacji Cephotestem. Istnieje więc ścisła zależność między aktywatorem a począt- 
kowym poziomem czynnika XII. Zaletą aktywacji kaolinem w tym układzie jest 
Możliwość użycia nieaktywowanego, normalnego osocza jako źródła prekalikreiny i 
HMW-kininogenu. Nie jest to możliwe natomiast przy użyciu substancji aktywującej, 
której nie można oddzielić od osocza. Ilość HMW-kininogenu wymagana w reakcji 
między czynnikiem XIla2 a prekalikreiną jest znacznie mniejsza niż stężenie HMW- 
kininogenu w normalnym, nieaktywowanym osoczu. Jedynym źródłem HMW-kini- 
Rogenu w tym układzie jest rozcieńczone, badane osocze. 

Dopiero przy najwyższych rozcieńczeniach osocza nie stwierdza się różnic w 
wynikach otrzymanych przy użyciu oczyszczonej prekalikreiny i dwóch innych źródeł 
lego proenzymu, które także zawierają HMW-kininogen. W doświadczeniach nad 
badaniem szybkości zanikania kalikreiny z osocza stwierdzono, że kalikreina dodana 
do nieaktywowanego, normalnego osocza nie powoduje aktywacji nieaktywnego 
czynnika XII ani prekalikreiny. Wyniki te są zgodne z rezultatami uzyskanymi przez 
Chanai wsp. (4), którzy stwierdzili, że aktywacja prekalikreiny i czynnika XII przez 
kalikreinę zależna jest od aktywacji czynnika XII przez ujemnie naładowaną powie- 
rzehnię fosfolipidową. Nieaktywny czynnik XII nie ulega więc aktywacji po dodaniu 
kal ikreiny do osocza. Dodanie kwasu £-aminokapronowego do osocza jest konieczne, 
Ponieważ substrat użyty w doświadczeniu rozszczepiany jest także przez plazminę, nie 
Ma on natomiast wpływu na kalikreinę (16), podczas gdy aprotynina, inny szeroko 
stosowany inhibitor plazminy, hamuje też aktywność kalikreiny. Ponieważ antytrom- 
bina III zaktywowana przez heparynę nie hamuje powstawania kalikreiny (25), metodę 
lę stosować można także do próbek zawierających heparynę. Naturalne inhibitory 
kalikreiny, jak esteraza CI (19), 02-makroglobulina i 0.1-antytrypsyna reagują szybko 
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z kalikreiną (7). W celu zminimalizowania strat kalikreiny odczynniki są mieszane 
w kuwecie spektrofotometru, a reakcję rozpoczyna się w chwili dodania substratu, 
po optymalnym czasie preinkubacji. Wpływ trombiny, czynnika Xa i innych 
proteaz serynowych mogących odszczepiać p-nitroanilinę z substratu, można wy- 
eliminować w równoległych oznaczeniach zawierających kwas e-aminokaprono- 
wy. Mimo znacznego postępu w poznaniu mechanizmu aktywacji czynnika XII. 
nie jest jasny mechanizm powstawania jego centrum aktywnego (22). Proponuje 
się zmiany konformacyjne (12), odsłonięcie gotowego centrum aktywnego (21). 
czy istnienie w natywnym czynniku Hagemana wewnętrznej aktywności proteo- 
litycznej (11, 26). Aktywność czynnika XII ulega obniżeniu we wstrząsie endoto- 
ksycznym (23) i po infuzji krystaloidów (15) czy trombiny (14), co można wyjaśnić 
działaniem mechanizmu sprzężenia zwrotnego. Aktywny czynnik XII obecny jest 
w osoczu krwi obwodowej w czasie odrzucania przeszczepu. 

Wyniki niniejszej pracy sugerują, że syntetyczny substrat trójpeptydowy, p-nitro- 
anilid H-D-prolilo-fenyloalanylo-argininy może być z powodzeniem używany do 
oznaczania poziomu czynnika XII w osoczu krwi dużych zwierząt gospodarskich. 

WNIOSKI 

1. Syntetyczny substrat trójpeptydowy S-2203 może być z powodzeniem uży- 
wany w hematologii weterynaryjnej do oznaczania poziomu czynnika XII w osoczu 
krwi dużych zwierząt gospodarskich. 

2. Najwyższą aktywność badanego czynnika stwierdzono w osoczu bydła (0.62 
AE405/min.), najniższą zaś u koni (0,1 I AE405/min.) 
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SUMMARY 

The level of factor XII in horse, cattle, sheep and pig plasma was estimated using synthetic 
Iipeptide substrate, H-D-prolyl-phenylalanyl-arginy|-p-nitroanilide. The highest level of this factor 
Was 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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