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O:znaczanie aktywnosci antytrombiny Il w osoczu krwi koni,

bydta, owiec i swin

The estimation of antithrombin 11 level in livestock blood plasma

W wiceloletnich badaniach nad mechanizmami hemostazy, funkcja i znaczenie inhibitoréw jako
Szeroko pojetych mechanizméw krzepnigeia i fibrynolizy odgrywaty zawsze role drugoplanowa.
Wiadczy o tym fakt, ze dopiero w 1975 roku odkryto gtéwny fizjologiczny inhibitor fibrynolizy (11).
tym samym okresie stwierdzono takze, ze wiele biatek osocza, takich jak o2-makroglobulina,
%i-antyirypsyna, inaktywator sktadnika Cl dopetniacza, konfaktor antytrombina I1I - heparyna, czy
®-antyplazmina sg silnymi inhibitorami proteaz (22), stanowiac okoto 20% frakcji globulin osocza
(21). Jak dotad. blizej scharakteryzowano antytrombing III, kompleks antytrombina II1 — heparyna,
®-antyplazming. giowny inhibitor plazminy, o2-makroglobuling, ogdlny inhibitor enzyméw pro-
olitycznych, o-antytrypsyng. inaktywator sktadnika Cl dopetniacza i inhibitor wezesnych stadiéw
TZepnigeia i fibrynolizy, indukowany dziataniem kalikreina—kininy (24).

Poczawszy od 1975 roku w pismiennictwie pojawito si¢ wiele prac poswigconych az-antypla-
?minie. giéwnemu inhibitorowi uktadu fibrynolitycznego (12, 33, 34). Najwazniejszym jednak
"mhibitorem w uktadzie krzepnigcia per se jest antytrombina I11, ktéra wraz z naturalnie wystepujacym
p(’Iisacharydem heparyna stanowi najwazniejszy i najtrwalszy inhibitor proteaz serynowych (6, 43,
44.51). W 1939 roku Brinkhous i wsp. (8) wykazali, ze heparyna hamuje krzepnigcie krwi
ko w obecnosci sktadnika osocza. zwanego obecnie kofaktorem heparyny. PéZniej stwierdzono,
“Cantytrombina 11 i aktywno$¢ kofaktora heparyny sa ze soba powigzane (31, 50).

Przyjmuje si¢ obecnie, ze antytrombina Il jest gléwnym inhibitorem trombiny, a dzigki
Pracy Har pelai Rosenberga (21)wiadomo, ze hamuje ona takze aktywnos¢ czynnik6wXa,
Xla, I1a Xllaoraz w mniejszym stopniu aktywno$¢ plazminy, tworzac z tymi biatkami nieodwracalne

Ompleksy enzym - inhibitor. Doswiadczenia Rosenberga i Damusa (44) zdefiniowaty
"?Ic kompleksu antytrombina I11 - heparyna w procesie hemostazy. Heparyna bez antytrombiny 111
Nie my wpltywu na ukfad krzepnigcia (8). Nalezy podkresli¢, ze trombina w nieobecnosci heparyny
Wko w niewielkim stopniu wiaze si¢ z antytrombing I11. Przypuszcza sig, ze heparyna, posiadajaca
d“"-ﬂ 110§¢ ujemnie natadowanych grup siarczanowych, wigze niektére bogate w lizyng rejony
S%asteczki antytrombiny 111, indukujac w ten sposéb zmiany konformacyjne pozwalajace na Scislejsze
Wigzanie si¢ kompleksu z trombing. Czynnikiem limitujacym neutralizacje trombiny jest ilos¢
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antytrombiny I1l. Poniewaz uwaza si¢, ze heparyna i antytrombina III tworza kompleks w stosunku
stechiometrycznym 1:1, wysycenie antytrombiny III przez heparyng jest niezwykle wazne w akty-
wacji tego procesu.

W 1974 roku Blomback iwsp.(7) po raz pierwszy oznaczyli poziom antytrombiny 1 przy
uzyciu syntetycznego substratu tréjpeptydowego, p-nitroanilidu benzoilo-fenyloalanylo-valilo-argi-
niny. Do oznaczenia uzyto wowczas odwiéknionego osocza, celem zapobiezenia krzepnigciu prébki
w kuwecie spektrofotometru i nie wprowadzono heparyny celem wysycenia antytrombiny [I1. co
spowodowato, ze 0znaczono w ten sposdb 0gélna aktywnos¢ antytrombinowa, wlacznie z o2-makro-
globuling, wolno dziatajacym inibitorem trombiny.

Odegard iwsp. (37) opisali nastegpnie warunki dwustopniowego oznaczania kofaktora
heparyny. Celem zapobiezenia powstawania wiéknika przy wysokich st¢zeniach fibrynogenu w
prébce oznaczenia przeprowadzano przy wysokim pH i przy kraricowo wysokiej sile jonowej buforu
(35). W tych warunkach inaktywacja trombiny przez heparyn¢ i kofaktor nastgpowata prawie
natychmiast. Oznaczenie to obejmowato wiec ogdlng zdolnos¢ inaktywacyjng rozciericzonego,
heparynizowanego osocza, wyeliminowano jednoczesnie mozliwg interferencj¢ z powstajacymi
produktami fibrynogenu lub pozostatym w probce fibrynogenem. Zmiany w reaktywnosci antytrom-
biny II1i wptyw innych inhibitoréw wyeliminowano przez wprowadzenie prébki osocza do standary-
zowanego buforu zawierajacego heparyng, w ktérym heparyna catkowicie przechodzita w kompleks
heparyna - antytrombina III. Po zakoriczeniu reakcji heparyne neutralizowano polibrenem i pozostala
aktywnos¢ trombiny mierzono przy uzyciu p-nitroanilidu fenyloalanylo-alanylo-valilo-argininy.

Pézniej Abildgaard iwsp. (2)opisali dwustopniowa metodg oznaczania antytrombiny 111
przy uzyciu dwu nowych substratéw syntetycznych: p-nitroanilidu H-D-fenyloalanylo-pipekolilo-
-argininy (S-2238) (10) i chromozymu TM (p-nitroanilidu tozylo-glicylo-prolilo-argininy) (46) #
uwagi na to, ze uprzednio uzywany substrat S-2160 jest trudno rozpuszczalny.

We wezesniejszych publikacjach (26, 27, 28) wykazaliSmy przydatnos¢ substratow chromogen-
nych do oznaczania czynnika VII, czynnika VIII i endogennej heparyny w osoczu krwi duzych
zwierzat gospodarskich.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie przydatnosci substratu S-2338 (p-nitroanilidu H-D-feny-
loalanylo-pipekolilo-argininy) do oznaczania aktywnosci antytrombiny 11 w osoczu krwi koni, bydia.
owiec 1 Swinl.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto osocza 18 koni (wielkopolska, wick 4-8 lat, ogiery, stadnina Posadowo), 21 owie¢
(merynos, wiek 2-3 lata, samice, owczarnia Uhrusk), 24 kréw (ncb, samice, wick 3-4 lata. 7
gospodarstw prywatnych) i 20 §wiri (rasy wbp, samice, z tuczarni prywatnych).

Krew (9 obj.) pobierano z zyty jarzmowej w przypadku koni, bydta i owiec oraz z zyly brzezne]
ucha w przypadku $win, mieszano z 1 obj. 0,1 M roztworu cytrynianu sodu i wirowano przez 20 min-
przy 2000 g.

Jako czynnika przyspieszajacego reakcje miedzy antytrombing w osoczu a oczyszczonym
preparatem trombiny uzywa si¢ nadmiaru heparyny. Pozostata ilo¢ trombiny mierzy si¢ na drodz¢
pomiaru wzrostu ekstynkcji przy 405 nm podczas odszczepiania p-nitroaniliny od chromogenneg?®
substratu tréjpeptydowego S-2238.

Do termostatowanej (37°C) kuwety spektrofotometru wla¢ 400 pl rozcieficzonej probki osoczd
(50 pl osocza + 3000 pl 50 mM buforu Tris-HCI zawierajacego 7.5 mM EDTA, 1% glikolu
polietylenowego 8000 i 3 jedn./ml heparyny, pH 8,3). Doktadnie po uptywie 30 sek. doda¢ 300 ul
0,75 mM roztworu substratu S-2238 i mierzy¢ warto$¢ AE4os przez 40 sek.

Jednostka inhibicji definiowana jest jako ilo$¢ inhibitora hamujacego aktywnos¢ | pkat trombiny:
Jeden pikat trombiny odpowiada 60 jednostkom migdzynarodowym trombiny.
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WYNIKI

Réznice w wartosci E4os otrzymana w przypadku niezahamowanej aktywnosci
rombiny przyjeto jako 100% jej aktywnosci. W tym przypadku uzywano miesza-
niny reakcyjnej o skiadzie: 2,15 ml buforu Tris-HCI, 0,25 ml roztworu S-2238 oraz
0.10 ml roztworu trombiny (5 jedn. NIH/ml) (ryc. 1).

Na ryc. 2 przedstawiono krzywe inaktywacji trombiny przez osocze odwidk-
None ogrzewaniem w 53°C przez 5 min. oraz ogrzewaniem w tych samych
Warunkach. a nastgpnie heparynizowane przez zmieszanie 1:1 obj. osocza z roz-
tWorem 20 jedn. NIK/ml heparyny. Wszystkie reakcje przeprowadzono w 10
Powtérzeniach, a obliczony btad standardowy Sredniej wynosit + 2,1%. Dodatek
heparyny znacznie ogranicza zakres oznaczen, gdyz jej stezenia powyzej 0.5 jedn.
ml powoduja zmetnienie mieszaniny reakcyjnej, co daje zawyzone wyniki warto-
Sci ekstynkcji. Badania przeprowadzono wigc przy nizszych stezeniach osocza i
hepuryny. Krzywa regresji wskazuje na silniejsza inaktywacje¢ trombiny niz w
ukiadzie bez heparyny. Powtarzalno$¢ wynikéw byta nizsza w ukladzie bez hepa-
'yny. blad standardowy $redniej wynosit +7.8%.

Dalsza seri¢ doSwiadezeri przeprowadzono z nieodwléknionym osoczem. Ponie-
Waz substrat S-2238 hamuje tworzenie si¢ wiéknika po dodaniu trombiny, mieszanina
feakeyjna pozostaje przezroczysta (ryc. 3). Badania te wykonano takze na osoczu kréw
Wysokocigzarnych, o st¢zeniach fibrynogenu 5,8-7,3 g/l. W tym przypadku hamowa-
Nie trombiny bylo takze silniejsze niz w normalnym osoczu. Ryc. 4. przedstawia
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Ryc. 1. Powstawanie p-nitroaniliny podczas reakcji trombiny (5 IU/ml) 1 S-2238 (AE40s)
|'|mc»dc[wmlcnl formation of p-nitroaniline during the reaction between thrombin (5 IU/ml)
and S- -2238 (AE405)
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Ryc. 4. Poziom antytrombiny 11 w osoczu koni, bydta, owiec 1 swin (U/1). Wartosci Srednie = S.D.
Antithrombin I levels in horse, cattle. sheep and pig plasma (U/1). Mean = S.D.

aktywnos¢ antytrombiny 111 w osoczu badanych gatunkéw zwierzat. Najwyzsza
aktywnos¢ inhibitora stwierdzono u owiec, najnizsza za$ u bydta.

DYSKUSJA

Kompleks heparyna — antytrombina Il wykazuje szerokie spektrum aktywnosci
Wzgledem zaktywowanych czynnikéw krzepnigcia krwi. Genetycznie niski poziom
antytrombiny I11 jest potaczony z zagrazajacymi zyciu komplikacjami zakrzepowymi
(17). Niski poziom antytrombiny III obserwowano takze w pokoleniach rodzin z
Nawracajaca zakrzepica zylna (25). Jest tez prawdopodobne, ze nadkrzepliwos¢ u
ChOrych z nowotworami spowodowana jest zmniejszona iloScia inhibitoréw krzepnie-
Cia (29, 45). Obnizenie poziomu antytrombiny III znane jest tez u chorych z marskoscia
Watroby i cukrzyca (32), nie ustalono jedak, czy niskie poziomy antytrombiny I1I sa
Odpowiedzialne za przyspieszone wykrzepianie wewnatrznaczyniowe, a tym samym
Odgrywaja role w cukrzycowej degeneracji naczyri wlosowatych. Wazne moga tez by¢
doniesienia o obnizonym poziomie antytrombiny III u kobiet stosujacych doustne
Srodkj antykoncepcyjne (9, 13,39,40,41,47), gdyzu tych kobiet zakrzepica wystepuje
2¢Sciej w sposéb statystycznie istotny (18).

Teoretycznie, obnizony poziom antytrombiny III moze by¢ przyczyna niekon-
tFOlowuncgo przebiegu proceséw krzepnigcia. Stale wzrastajgca czg¢stoS¢ terapii

T
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niskimi i wysokimi dawkami heparyny wymusza znajomos¢ poziomu antytrombi-
ny III u chorych leczonych tymi sposobami. W badaniach powaznych zaburzen
krzepnigcia, jak rozsiane wykrzepianie Srédnaczyniowe, znajomos¢ roli odgry wa-
nej przez antytrombing III staje si¢ jeszcze wazniejsza, gdyz wraz z aktywacja
wszystkich proenzyméw bioracych udziat w procesie krzepnigcia neutralizacja
przez antytrombing III zaktywowanych enzyméw tego uktadu moze prowadzic do
rzeczywistego obnizenia si¢ poziomu tego inhibitora.

Rozsiane wykrzepianie Srédnaczyniowe wystgpowac moze w wielu sytuacjach
patologicznych, jak zakazenia, powiktania ciazy. choroby nowotworowe, powik{a-
nia pooperacyjne, schorzenia spowodowane reakcjami antygen — przeciwciato czy
rozlegte uszkodzenia tkanek w wyniku urazu (5, 14, 42).

Odegard i1 Teien (38) badali tez przebieg zoboj¢tniania czynnika Xa w
zaleznoSci od stgzenia antytrombiny III, aktywnosci antyczynnika Xa i stgzenia
biatka antytrombiny III. Stwierdzono istnienie wysokiej korelacji miedzy aktyw-
nosScia antytrombiny III, aktywnofcia kofaktora heparyny i st¢zeniem biatka anty-
trombiny III, co - jak sugeruja autorzy - moze wskazywac na istnienie w osoczu
dodatkowych czynnikéw odpowiedzialnych za neutralizacj¢ czynnika Xa.

Vinazzer (49) oznaczyt poziom antytrombiny [II metoda podobna
doBlombacka(7), poréwnujac ja zmetodami wzorcowymi, celem okreslenia
doktadnosci przy uzyciu odwiéknionej surowicy. Stosowano tez metody pomijaja-
ce odwidknienie; wykorzystywano kompetycyjne hamowanie przez nadmiar sub-
stratu. Mitchell iwsp. (30) zastosowali w oznaczaniu poziomu antytrombiny
I1I metodg fluorometryczna, przy uzyciu 4-metoksy-2-naftyloamidu karbobenzo-
ksy-glicylo-prolilo-argininy jako substratu. Ze wzgledu na wysoka czuto$¢ reakeji
i mata objeto$¢ prébki (5 ul) w metodzie tej nie jest konieczne odwidknienie, zas
wprowadzenie nadmiaru heparyny celem przeprowadzenia wszystkiej antytrombi-
ny I1I w kompleks standaryzuje warunki reakcji. Uzycie fluorymetrii eliminuje teZ
wptyw hemolizy lub zabarwienia prébek, np. spowodowanego bilirubing czy
hiperlipemig. Technike t¢ zastosowano nastepnie do badan klinicznych poziomu
antytrombiny IIT uzywajac jako fluoroforu estru dwumetylowego kwasu S-aminoi-
zoftalowego (48). Kliniczna przydatno$¢ metody oznaczania poziomu antytrombi-
ny I1I przy uzyciu substratu chromogennego S-2160 wykazali tez O d e gard 1
PEre (G0 H

Odegard iwsp. (36)uzyli syntetycznego substratu do badania oczyszczone]
ludzkiej i bydlecej trombiny i czynnika Xa i stwierdzili, ze antytrombina III
wywiera silniejszy efekt neutralizujacy na bydlgcy czynnik Xa niz na bydleca
trombing. W przypadku ludzkiej trombiny i czynnika Xa efekt byl przeciwny.
Uzycie hirudyny i inhibitora trypsyny z ziaren soi dla wybiérezego hamowania tych
enzymOw zapewnia niezalezny pomiar aktywnosci tych dwu proteaz, przy jedno-
czesnej obecnosci ich obu w prébee.

Frigola iwsp. (20) oznaczali poziom antytrombiny III poréwnujac
technike syntetycznych substratéw z technika oznaczania czasu krzepnigcid
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wedlug Hensena i Loeligera (23). Stwierdzono na ogét dobra zgodnosé
obu metod, jednak wysokie poziomy produktéw degradacji fibrynogenu obecne w
Surowicy daja fatszywie zawyzone poziomy antytrombiny III w pomiarach czasu
krzepnigcia. W klinice stosowali technike substratéw syntetycznych takze Fareed
twsp. (19)oraz Abildgaard (1).Baughman i wsp. (4) rozszerzyli uzycie
Substratu S-2238 na inne sytuacje kliniczne i poréwnali swe wyniki z ogdlnie
Przyjetymi technikami, uzyskujac doskonata zgodno$¢ z rezultatami wczesniej-
Szych badari (3). Opracowano tez metody automatycznego oznaczania poziomu
antytrombiny IIT (15, 16).

WNIOSKI

I. Substrat S-2238 moze by¢ w petni przydatny do oznaczania poziomu anty-
trombiny I1I w osoczu duzych zwierzat gospodarskich.

2. Najwyzszg aktywnoS¢ inhibitora stwierdzono u owiec (370 U/I), najnizsza
Zas u bydta (170 U/).
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SUMMARY

The usefulness of synthetic chromogenic tripeptide substrate H-D-phenylalanyl-pipecolyl-argi-

| Wl-p-nitroanilide in antithrombin 111 level determination in horse, cattle, sheep and pig plasma was
"Vlelgulcd. It was stated that this substrate is fully serviceable in determination of this inhibitor in
“lerinary haematology. The highest antithrombin activity was observed in sheep, the lowest one in
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