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Oznaczanie protrombiny w osoczu ludzkim i wolowym metoda
dwustopniows Biggsa wedlug modyfikacji wlasnej

OnpepgeneHue npotpombuHa B nnasme 4enoseKa u KPOBM
*  ABYXCTyneHuaTbiM MeToAOoM burrca no cobcteeHHoN moamdukauum

The Determination of Prothrombin in Human and Bovine Plasma by the Two-Stage
Bigg’s Method Modified by the Authors

Protrombina wystepuje w krwi, w limfie, w szpiku, w wysiekach, a w §la-
dowych ilosciach réwniez w plynie mézgowo-rdzeniowym i w mleku (6). Da-
ne odnosénie do zawarto$ci protrombiny w osoczu krwi réznych zwierzat i czlo-
wieka sa sprzeczne (8, 12). Wedlug Nicola (8, 10, 11) najnizsze stezenie
protrombiny posiada osocze $winki morskiej, wyzsze kolejno osocze psa, kro-
lika, kota, szczura, wolu i czlowieka. Quick (15) i Witte (18,19) twier-
dza, ze plazma szczura posiada 4—5 razy wiecej protrombiny w ml niz plazma
ludzka. Zdaniem Seegersa i wspélpr. (16, 17) stezenie protrombiny w
plazmie ludzkiej wynosi okoto 20 mg %. Fantl (4, 5) podaje stezenie 10-
-krotnie nizsze, bo zaledwie 2 mg %. Wedlug Latatlo (7) zawartosé pro-
trombiny w osoczu ludzkim oceniana jest na podstawie badan aktywno$ci na
7—20 mg %. Wedlug Seegersa (16, 18) zawarto§¢ protrombiny w plazmie
ludzkiej i wolowej jest jednakowa i wynosi 210—260 j NIH/ml. Réwmiez
Lanchantin (9) uwaza, ze zawarto$¢ protrombiny w normalnej plazmie
ludzkiej wynosi 250 j NIH/ml. Natomiast Magnusson (9) okresla zawar-
to$¢ protrombiny w normalnej zbiorczej plazmie ludzkiej na 140—150 j NIH
w ml. Sprzecznosci i rozbieznosci wystepujace u cytowanych autoréw sklonity
nas do podjecia badan nad iloSciowym oznaczaniem protrombiny w osoczu
krwi (1). Do oznaczania protrombiny spos$réd wielu metod wybrano jako naj-
bardziej odpowiednia metode dwustopniowg Biggsa (2, 3) wg Niewia-
rowskiego (13). Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen (1) stwier-
dzono jednak, ze metoda ta ma wiele wad i niedociagnie¢, w zwiazku z czym
opracowano wlasng modyfikacje. Przedmiotem naszej pracy jest iloSciowe
oznaczenie zawartoéci protrombiny w osoczu ludzkim i wolowym w jednost-
kach NTH w oparciu o metode dwustopniowa Biggsa w modyfikacji wtasnej.
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BADANIA WLASNE

Materiaty i metody

Jako substrat stosowano 0,25% roztwoér fibrynogenu wolowego pozbawio-
nego zanieczyszczen protrombing, trombing i plazming w 0,05 M buforze fas-
foranowym o pH 7,0. Do sporzadzania roztworéw uzywano handlowych pre-
paratéw fibrynogenu wolowego firmy BDH Chemicals Ltd Poole England
oraz Wytwérni Surowic i Szczepionek w Lublinie. Fibrynogen zawieszano w
buforze, ogrzewano na lazni wodnej w temp. 30—37°C. przez 10—15 min. do
calkowitego rozpuszezenia, czesto mieszajae, po czym roztwor sgczono przez
bibule Whatmann 1. W temperaturze pokojowej roztwory fibrynogenu byly
trwale przez okres kilku godzin.

Jako Zrédla tromboplastyny uzywano szezepionki przeciw wéciekliznie pro-
dukcji Warszawskiej Wytwoérni Surowic i Szczepionek, standaryzowanej na
$wiezym normalnym szczawianowym osoczu ludzkim wg Niewiarow-
skiego (12, 14) o czasie protrombinowym okolo 15 sek. W czeSci do$wiad-
czen stosowano réwniez handlowy preparat tromboplastyny firmy Hoffmann-
-La Roche Basel — Szwajcaria (stabilizowany roztwér tromboplastyny o cza-
sie protrombinowym 11,5 1 sek.). Preparaty tromboplastyny przechowywano
w chlodni o temp. 4°. Do sporzadzania standardowych roztworéow trombiny
uzywano wzorcéOw trombiny wyprodukowanych przez Wytwoérnie Surowic i
Szczepionek w Lublinie w oparciu o oryginalny wzorzec National Institute
of Health Bethesda — USA (Lot Nr B 3; 5000 j NIH; 21,7 j NIH na mg).

Zawarto§¢ protrombiny w osoczu ludzkim i wolowym oznaczano metoda
dwustopniowg Biggsa wg Niewiarowskiego (13) w modyfikacji
wlasnej przy pomocy testu krzepniecia i wizualnej oceny powstawania skrze-
pu. Wyniki wyrazano w jednostkach NIH/ml roztworu w oparciu o krzywe
standardowe uzyskane na podstawie wzorcowych roztworéow trombiny. Czas
krzepniecia mierzono stoperem od momentu zmieszania substratu z trombing
do chwili pojawienia sie skrzepu. Do 0,8 ml substratu dodawano 0,2 ml roz-
tworu trombiny (standardu lub badanego konwertu). Pomiary przeprowadza-
no w probdéwkach szklanych o $rednicy 8 mm i gladkiej nie porysowanej po-
wierzchni. Oznaczenie czasu krzepniecia przeprowadzano na lazni wodnej z
termoregulacjg w temp. 37° % 1°.

Szklo laboratoryjne uzywane do oznaczen poddawane bylo przed myciem
dzialaniu 1 n NaOH przez okres co najmniej 1 godziny dla zinaktywowania
ewentualnych $ladow trombiny.

Oznaczanie protrombiny

Metoda polega na badaniu ilosei trombiny powstajacej w czasie konwersji
protrombiny na trombine w temperaturze pokojowej w rozeieficzonym i od-
wiléknionym osoczu, badanym w réznych odstepach czasu. Miernikiem zawar-
tosci protrombiny jest maksymalna ilo$¢ trombiny, ktéra uda sie uzyskaé w
doswiadczeniu.

Wykonanie oznaczenia

Krew ludzka i wolowg pobierano do 0,1 M roztworu szczawianu potaso-
wego w stosunku 9:1, dokladnie mieszano i wirowano na wiréwce labora-
toryjnej z chlodzeniem w temp. 10° przy 3 000 obr./min. przez 20 min. Osocze
oddzielano od krwinek i umieszczano w lodéwce w temp. 4°. Badanie prze-
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prowadzano w czasie nie dluzszym niz 3 godz. od chwili pobrania krwi. Osocze
rozcieficzano fizjologicznym roztworem chlorku sodowego w stosunku 1:10
(1 ml osoczat9 ml 0,9% NaCl) lub 1:12,5 (1 ml osocza+11,5 ml 0,9% NaCl)
w probowce szklanej o pojemno$ci 20 ml lub kolbce Erlenmeyera o po-
jemno$ci 50 ml i odwldkniano przy pomocy niewielkich ilosci trom-
biny. Do 10 ml rozcienczonego osocza dodawano 0,2 ml roztworu trom-
biny o mianie 20 j NIH/ml czyli 4 j NIH i mieszano bagietka lub pe-
retkami szklanymi w temperaturze pokojowej przez okres 10—15 min. W tym
czasie powstawal wloknik gromadzac sie na bagietce lub peretkach szklanych,
a dodana trombina ulegata inaktywacji pod wplywem antytrombiny zawartej
w osoczu. Rozcienczone, odwléknione osocze mieszano nastepnie z trombo-
plastyng i 1/40 M roztworem CaCl, w stosunku 1:1:1. Aktywacje protrombi-
ny, w odréznieniu od innych autoréw, przeprowadzano w temperaturze pokojo-
wej, a nie w 37°. W czasie aktywacji protrombiny pobierano w okreslonych
odstepach czasu (po 3,5, 7, 8, 9, 10, 11 i 12 min.) prébki konwertu i oznaczano
czas krzepniecia substratu. Na podstawie ustalonego minimalnego czasu krzep-
niecia obliczano, droga interpolacji z krzywej standardowej, maksymalne ste-
zenie trombiny uzyskane w do$wiadczeniu, a po uwzglednieniu rozcieniczenia
(3 X110 lub 3 X 125) — iloé¢ jednostek NIH protrombiny w 1 ml badanego
0s0cza.
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Krzywa standardowa otrzymywano w nastepujacy sposéb. Z wzorca trom-
biny (Standard Nr III — S. 10570; 250 j NIH w ampulce) przygotowywano
standardowe roztwory trombiny o stezeniu 1,0, 2,5, 5,0 i 10,0 j NIH/ml na
noéniku skladajacym sie z réwnych objetosci 0,9% roztworu NaCl, trombopla-
styny i 1/40 M roztworu CaCl,. Standardowe roztwory trombiny testowano
na 0,25% roztworze fibrynogenu wolowego w 0,05 M buforze fosforanowym
o pH 7,0 i wykres§lano krzywa standardowa w ukladzie logarytmicznym, od-

Tab. 1. Zawartos¢ protrombiny w osoczu ludzkim
Content of prothrombin in human plasma

min. t Miano Miano
Materiat Rozcienczenie b t. 1,: konwertu osocza
subsiratu 5 NTH/ml J NIH/ml
Osocze ludzkie X 1 1:1256:3=1:375 21,5 3,3 124
Osocze ludzkie X 2 1:125:3=1:375 22,5 3,1 116
Osocze ludzkie X 3 1:125:3=1:375 20,5 3,5 131
Osocze ludzkie X 4 1:125:3=1:37,5 22,0 3,2 120
Osocze ludzkie X 5 1:125:3=1:375 21,0 3.4 128
Osocze ludzkie X 6 1:125:3=1:375 20,0 3,6 135
Osocze ludzkie X 7 1:125:3=1:375 20,5 3,5 131
Osocze ludzkie X 8 1:125:3=1:375 22,0 3,2 120
Osocze ludzkie X 9 1:12,5:3=1:37,5 20,0 3,6 135
Osocze ludzkie X 10 1:125:3=1:375 21,5 3,3 124
Srednia arytmetyczna x 126
Przedzial zmienno$ci (rozpieto$é) 116—135
Odchylenie standardowe 16,6
Wsp6tezynnik zmienno$ci 15,2%
Tab. 2. Zawartos¢ protrombiny w osoczu wolowym
Content of prgthrombin in bovine plasma
min. tyx Miano Miano
Materiat Rozcienczenie substratu  konwertu osocza
s j NIHml j NIH'ml
Osocze wotowe TB 19 1:+7,5:3=1:225 20,5 3,6 81
Osocze wolowe TB 19 1:10:3=1:30 24,5 2,7 81
Osocze wotowe TB 20 1:10:3=1:30 26,0 2,5 75
Osocze wolowe TB 20 1:125:3=1:375 30,0 2,1 79.
Osocze wolowe TB 21 1:7,6:3=1:225 18,0 4,2 95
Osocze wotowe TB 21 1:10:3=1:30 22,0 3,2 96
Osocze wolowe TB 21 1:125:3=1:375 26,0 2,5 94
Osocze wolowe TB 22a 1:10:3=1:30 23,0 3,0 90
Osocze wotowe TB 22b 1:10:3=1:30 25,0 2,6 78
Osocze wolowe TB 23 1:10:3=1:30 22,0 3,2 96
Osocze wolowe TB 23 1:125:3=1:375 26,0 2.5 94
Osocze wolowe TB 24 1:10:3=1:30 22,5 3,1 93
Osocze wolowe TB 24 1:10:3=1:30 23.0 3,0 90
Osocze wolowe TB 24 1:125:3=1:375 27,5 2,3 36
Osocze wolowe TB 29 1:10:3=1:30 22,0 3.2 96
Osocze wolowe TB 30 1:10:3=1:30 23,0 2.9 87
Osocze wotowe TB 37 1:10:3=1:30 25,0 2,6 78
Srednia arytmetyczna X 88
Przedzial zmiennosci (rozpieto$é) 75—96
Odchylenia standardowe +7,5

Wspoétczynnik zmiennoSci +8,5
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mierzajac na osi odcietych stezenie trombiny w j NIH/ml, na osi rzednych —
czas krzepniecia substratu w sekundach. W ukladzie tym zamiast hiperboli
otrzymywano linie prostg (ryc. 1). Krzywa standardowa wykreslano powtor-
nie dla kazdego nowego preparatu fibrynogenu lub tromboplastyny. Wyniki
badan ilustrujg tab. 1 i 2. Tab. 1 przedstawia zawarto$¢ protrombiny w osoczu
ludzkim, tab. 2 — zawartos¢ protrombiny w osoczu wolowym.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Wyniki badan pozwalaja na wyciagniecie nastepujacych wnioskéw:
1) zawartos¢ protrombiny w osoczu ludzkim jest wyzsza miz w osoczu wolo-
wym,
2) osocze ludzkie zawiera 116—135, $rednio 126 j NIH protrombiny/ml,
3) osocze wolowe zawiern 75—96, érednio 88 j NIH protrombiny/ml.
Uzyskane wyniki dotyczace zawarto$ci protrombiny w osoczu ludzkim sa
zblizone do rezultatéw otrzymanych przez Magnussona (9), ktory poda-
je, ze normalna zbiorcza plazma ludzka zawiera 140—150 j NIH protrombiny
w ml. Badania wlasne nie potwierdzaja sugestii Seegersa (16, 18), uwa-
zajacego, ze zawarto$¢ protrombiny w osoczu ludzkim i wolowym jest jed-
nakowa i1 wynosi 210—260 j NIH/ml.

PISMIENNICTWO

1. Chojnowski C,Iskierko J.: Ann. Univ, M. Curie-Sklodowska, sectio D, 30, Lublin
30, 87—98, 1975.

BiggsR,Douglas A. G.: J. Clin. Pathol. 6, 15, 1953.

BiggsR.MacFarlane E. G.: Blood Coagulation and its Disorders, Oxford 1953; Human

Blood Coagulation: and Ed. Oxford 1957.

4 Fantl P, w: Beller F.: Die Gerinnungsverhiltnisse bei der Schwangeren und beim
Neugeborenen, J. A. Barth, Leizpzig 1975.

5. Gaertner: H.: Krzepniecie krwi. Fizjologia i patologia ukladu hemostatycznego, Krakow
1960.

6. Kaulla K. N, w: Hoppe-Seyler/Thierfelder, Analyse, 10 Aufl, Bd. VI C, S. 315, 1966.

7 Latatllo Z. S.: Post. Hig. Med. Dosw. 20, 657, 1966.

8. Latatlto Z, Niewiarowska M., Niewiarowski 8.: Uklad krzepniecia krwi
zwierzat laboratoryjnych. Addenum, PWN, Warszawa 1962.

9. Magnusson S.: Ark. Kemi, 24, 355, 1954.

10. Nicola De P.: '‘3lood 8, 947, 1953.

it. Nicola De P.: Schweiz. med. Wschr. 82, 355, 1954.

12. Niewiarowski S.: Krzepniecie krwi. PZWL, Warszawa 1954 i 1960.

13. Niewiarowski S, w: La wkowicz W, Krzeminska-Lawkowiczowa L
Diagnostyka Hematologiczna, PZWL, Warszawa 1960.

14. Niewiarowski S, w: Tulczynski M.: Metody laboratoryjne diagnostyki klinicznej.
PZWIL, 703. Warszawa 1962.

15. Quick A. J.: Am. J. Physiol. 132, 239, 1941.

16. Seegers W. H.: Prothrombin. Harvard University Press, Cambridge 1962.

17. Seegers W. H, Andrews E. B.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 79, 112, 1952.

18. Walsmann P, Markwardt P.: Pharmazie, 23, 597, 1968.

19. Witte S.: Acta Haematol., 10, 359, 1953.

€

Otrzymano 4 X 1974.
PE3IOME

ABTOpbl NpeAcTasnsioT NoApobHeit cnocob onpepeneHns npotpombuHa nnasmel (kpo-
BM) ABYXCTyNeHuaTbiM MeToAOM burrca no coBcetBeHHoOl Moaudukauun. Ha ocrosaHuu
NPOM3BEAEHHbIX MCCNEAOBaHMH, onupasce Ha dopmyny NIH nporpombBuHa, asTopbl npu-
WNY K BbIBOAY, YTC COAepXaHue npoTpombuHa B nnasme (KpoBu) 4enoBeka Bbille, YeM
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