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Badania nad oznaczaniem protrombiny w osoczu krwi
metoda dwustopniows
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Research on the Indication of Prothrombin in Plasma by the Two — Stage Method

Do oznaczania protrombiny w osoczu krwi stosowana jest najczesciej jed-
nostopniowa metoda Quicka (20, 22, 24, 25), polegajaca na pomiarze cza-
su krzepniecia osocza szczawianowego w obecnos$ci nadmiaru tromboplastyny
i jonéw wapnia, czyli okreSlaniu tzw. czasu protrombinowego. Ze wzgledu
na swa prostote oddaje ona cenne ustugi w klinice przy badaniu skaz krwo-
tocznych i leczeniu antykoagulantami, posiada jednak wiele wad. Metode
Quicka zmodyfikowang przez Borowskag i Rowinska (4); cechuje
wieksza dokladnoéé. Modyfikacja ta jednak, jak i szereg innych modyfikacji
metody Quicka (2, 7, 18, 19, 34), pozostawia wiele do zyczenia i nie nadaje
sie do dokladnych oznaczen analitycznych. Koller i wspétpr. (9, 10, 23)
oraz Soulier i Larrieu (20, 22, 27) oprécz tromboplastyny i chlorku
wapniowego uzywajg dodatkowo w charakterze substratu osocza adsorbowa-
nego fosforanem wapniowym (10) lub siarczanem barowym (27), ktére jest
zrédlem fibrynogenu i czynnika V, oraz surowicy szczawianowej wolnej od
protrombiny, ktéra jest zrodltem czynnika VII i X.

Przy pomocy metod jednostopniowych poziom protrombiny w badanym
materiale poréwnuje sie z poziomem protrombiny w osoczu prawidiowym
1 wyraza w sekundach lub tzw. wskazniku, ewentualnie w procentach normy.
Oznaczenie i wyrazenie aktywno$ci protrombiny w jednostkach konwencjo-
nalnych lub NIH*) wymaga stosowania metody dwustopniowej. Oznaczanie
protrombiny metoda dwustopniowg opisali: Warner i wspélpr. (33),
Sternberger (28), Ware i Seegers (32), Kowarzyk i wspolpr.
(11, 12, 16), Biggs i wspélpr. (1, 2), Niewiarowski (20, 21), Wa g-
ner i wspélpr. (31), Stormorken i Hjort (29), Schultze (26) oraz
Magnusson (17).

Po zapoznaniu si¢ z wyzej wymienionymi metodami do przeprowadzenia
badan metodycznych wybrano metode dwustopniowa Biggsa wg Nie-
wiarowskiego (21). W przedstawionej pracy przebadano: 1) wplyw od-
wlékniania osocza na przebieg aktywacji protrombiny, 2) wplyw temperatury

* NIH = National Institute of Health, Bethesda (USA).
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na przebieg aktywacji protrombiny, 3) wplyw substratu oraz trombiny na
czas krzepnigcia, 4) wplyw rozpuszczalnika standardu trombiny na czas
krzepniecia.

BADANIA WLASNE

Materialy i metody

Jako substraty stosowano osocze wolowe szczawianowe adsorbowane siar-
czanem baru oraz 0,1—0,75% roztwory fibrynogenu wotowego. Fibrynogen pre-
parowano z osocza wolowego wg metody wlasnej (5) opartej na metodach:
Cohna i wspolpr. (6), Sznajder (30) oraz Blombadck i Blom-
back (3). Uzyskane preparaty fibrynogenu zawieraly 85—90% bialka krzep-
ngcego i byly pozbawione protrombiny, trombiny i plazminy. Stosowano
réwniez handlowy preparat fibrynogenu wolowego firmy angielskiej BDH.
Fibrynogen rozpuszczano w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0 lub 0,9%
roztworze NaCl.

Jako zrédia tromboplastyny uzywano szczepionki przeciw wS$ciekliznie
produkeji Warszawskiej Wytwoérni Surowic i Szczepionek, standaryzowanej
na $wiezym normalnym szczawianowym osoczu ludzkim wg Niewiarow-
skiego (20, 22), o czasie protrombinowym okolo 15 sek. Stosowano réwniez
handlowy preparat tromboplastyny firmy Hoffmann-La Roche, Basel (Szwaj-
caria) o czasie protrombinowym 11,5%1 sek. Preparaty tromboplastyny prze-
chowywano w chlodni o temp. 4°C. Standardowe roztwory trombiny sporza-
dzano z wzorcéw trombiny wyprodukowanych przez Wytwoérnie Surowic
i Szczepionek w Lublinie w oparciu o oryginalny wzorzec National Institute
of Health (USA). Stosowane wzorce zawieraly 160 i 250 j NIH trombiny w
ampulce.

Zawarto$é protrombiny w osoczu oznaczano dwustopniowg metodsg Bi g-
gsa wg Niewiarowskiego (21) oraz wg modyfikacji wlasnej. 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 przeprowa-
dzano w probéwkach szklanych o $rednicy 8 mm i gladkiej nie porysowanej
powierzchni. Oznaczenie czasu krzepniecia przeprowadzano na lazni wodnej
z termoregulacja w temp. 37°%1°, Krzywe standardowe trombiny wykreslano
w ukladzie logarytmicznym, odmierzajgc na osi odcietych stezenie trombiny
w jednostkach NIH/ml, na osi rzednych — czas krzepniecia w sekundach.

1. Wptyw odwtldknienia osocza
na przebieg aktywacji protrombiny

Osocze wolowe szczawianowe rozcienczano fizjologicznym roztworem chlor-
ku sodowego w stosunku 1:10 (1 ml osocza + 9 ml 0,9% NaCl) w probowce
szklanej o pojemnosci 20 ml lub kolbce Erlenmeyera o pojemno$ci 50 ml i
odwlékniano przy pomocy niewielkich ilo$ci trombiny. Do 10 ml rozciehczo-
nago osocza dodawano 0,2 ml roztworu trombiny o mianie 10 lub 20 j NIH/ml,
czyli 2—4 j NIH i mieszano bagietkg lub peretkami szklanymi w temperaturze
pokojowej przez okres 10—15 min. W tym czasie powstawal wloknik groma-
dzacy sie na bagietce lub perelkach szklanych, a dodana trombina ulegala
inaktywacji pod wplywem antytrombiny obecnej w osoczu. Rozcienczone i
odwldéknione osocze mieszano nastepnie z tromboplastyng i 1/40 M roztworem
CaCl; w stosunku 1:1:1. Aktywacje protrombiny, w odrézinieniu od innych
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autorow, przeprowadzano w temperaturze pokojowej, a niew
37°. W czasie aktywacji protrombiny pobierano w okreslonych odstepach cza-
su probki konwertu i oznaczano czas krzepnigcia substratu (0,25% roztworu
fibrynogenu w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0). Réwnolegle przepro-
wadzano analogiczne badanie z osoczem szczawianowym nieodwléknionym.
Wyniki do§wiadczen przedstawiono graficznie na rye. 1.
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Ryc. 1. Wplyw odwildkniania osocza na przebieg aktywacji protrombiny; A — osocze nie-
odwlékn., tk = 35 sek., rozec. 1:10:3, konwersja w 20°, miano =50 j NIH/ml; B — osocze od-
wildknione, tk = 23,5 sek., rozc. 1:10:3, konwersja w 20°, miano = 87 j NIH/ml
The effect of plasma defibrination upon the course of prothrombin activation; A — Plasma

with fibres, dilution: 1:10:3, conversion in 20° (C), temp. of coagulation = 35 sec., denomi-
nation: 50 j NIH/ml; B — plasma cleared of fibres, dilution :1:10:3, conversion in 20°C, temp.
of coagulation = 23,5 sec., denomination: 87 j NIH/ml

Na osi odcietych wykresu podano czas aktywacji protrombiny (w tempe-
raturze pokojowej) w minutach, na osi rzednych — czas krzepnigcia substratu
w sekundach. Krzywa A obrazuje typowy przebieg aktywacji protrombiny w
osoczu rozcienczonym nieodwidknionym, krzywa B — typowy przebieg akty-
wacji protrombiny w osoczu rozcienczonym odwidknionym. Jak widaé mini-
malny czas krzepniecia substratu, ktory jest miara maksymalnego stezenia
trombiny, jest wyraZnie nizszy w przypadku odwldkniania osocza niz mini-
malny czas krzepniecia substratu w przypadku osocza nieodwléknionego.

2. Wpltyw temperatury
na przebieg aktywacji protrombiny

Osocze wolowe rozcienczano fizjologicznym roztworem chlorku sodowego
w stosunku 1:10 i odwldkniano przy pomocy niewielkich iloici trombiny, jak
opisano wyzej, a nastepnie mieszano z tromboplastyng i 1/40 M roztworem
CaCl; w stosunku 1:1:1. Aktywacje protrombiny przeprowadzano w tem p.
37° oraz réwnolegle w temperaturze pokojowej W czasie akty-
wacji protrombiny pobierano préobki konwertu i oznaczano czas krzepniecia
substratu (0,25% roztworu fibrynogenu w 0,05 M buforze fosforanowym o pH
7,0). Wyniki do§wiadczen przedstawiono graficznie na ryc. 2.
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Ryc. 2. Wplyw temperatury na przebieg aktywacji protrombiny; A — konwersja w 37°,
osocze odwldkn., roze.: 1:10:3, tk = 30 sek., miano: 63 j NIH/ml; B — konwersja w temp. pok.,
osocze odwiékn., roze.: 1:10:3, tk = 23,5 sek., miano: 87 } NIH/ml
The effect of temperature upon the course of prothrombin activation; A — conversion in 37°,
plasma cleared of fibres, dilution: 1:10:3, temp. of coagulation = 30 sec., denomination:
63 j NIH/ml; B — conversion in room temperature, plasma cleared of fibres, dilution: 1:10:3,
temp. of coagulation = 23,5 sec., denomination: 87 j NIH/ml

Na osi odcietych wykresu podano czas aktywacji protrombiny (w temp. 37°
lub temperaturze pokojowej) w minutach, na osi rzednych — czas krzepnie-
cia substratu w sekundach. Krzywa A obrazuje typowy przebieg aktywacji
protrombiny w osoczu rozcienczonym odwléknionym w temp. 37°, krzywa
B — typowy przebieg aktywacji protrombiny w osoczu rozcienczonym od-
wléknionym w temperaturze pokojowej.

3. Wplyw substratu oraz stezenia trombiny
na czas krzepniecia

Niewiarowski (21) zaleca stosowanie w charakterze substratu 0,1%
roztworu fibrynogenu lub osocza bezprotrombinowego. Wstepne badania wtas-
ne wykazaly, ze osocze absorboware siarczanem baru jest niestabilne, nato-
miast 0,1% roztwoér fibrynogenu daje skrzep slaby, nietrwaly, czesto w czasie
prob niezauwazalny. Z tych wzgledow w dalszych badaniach uzywano roztwo-
réw fibrynogenu o wyzszym stezeniu: 0,25—0,75%.

Wplyw stezenia fibrynogenu i trombiny na czas krzepniecia obrazuje
tab. 1 oraz ryc. 3 i 4. Doswiadczenia przeprowadzano przy pomocy standar-
dowych roztworéw trombiny o mianie 1,0, 2,5, 5,0, 10,0 i 20,0 j NIH/ml dla
czterech réznych stezen fibrynogenu (0,25%, 0,33%, 0,5% i 0,75%) przy stalych
wartosciach pH i sily jonowej. Fibrynogen rozpuszczano w 0,060 M buforze
fosforanowym o pH 7,0. Standardowe roztwory trombiny przygotowywano
w roztworze skladajagecym sie z réwnych objetosci: 0,9% roztworu NaCl, trom-
boplastyny i 1/40 M roztworu CaCl,. Na osi odcigtych wykreséw odlozono ste-
zenie trombiny w j NIH/ml (ryc. 3) lub stezenie fibrynogenu w procentach
(ryec. 4), na osi rzednych — czas krzepniecia substratu w sekundach (t). Za-
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Tab. 1. Wplyw steZenia enzymu i substratu na czas trombinowy
The effect of enzyme and substratum concentration on the throbin time

Stezenie fibrynogenu

Stezenie

trombiny A B C D

j NIH 'ml

) 0,25% 0,35% 0,50% 0,75%
1,0 50,0 sek. 56,4 sek. 80,0 sek. 130 sek.
2,5 25,9 sek. 29,3 sek. 39,5 sek. 61,5 sek.
5,0 15,9 sek. 17,8 sek. 22,3 sek. 33,7 sek.
10,0 10,0 sek. 11,1 sek. 13,2 sek. 19,0 sek.
20,0 6,2 sek. 6,8 sek. 7.8 sek. 11,1 sek.

Podane wyniki czasu trombinowego tx w sekundach sg $rednimi z 5 wykona-
nych oznaczen.
Given results of thrombin time tx in second are the average of 5 indications
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Ryc. 3. Wpiyw steZenia trombiny na tk substratu; A — krzywa krzepniecia dla 0,25% fibry-
nogenu, B — Kkrzywa krzepniecia dla 0,33% fibrynogenu, C — krzywa Kkrzepniecia dla 0,50%
fibrynogenu, D — krzywa krzepnigcia dla 0,75% fibrynogenu
Influence of the concentration of thrombin on time coagulation of the substrat; A — coagu-
lation curve for 0,25% of the fibrinogen, B — coagulation curve for 0,33% of the fibrinogen,
C — coagulation curve for 0,50% of the fibrinogen, D — coagulation curve for 0,75% of the

fibrinogen
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leznos$¢ wartosci t; od stezenia trombiny nie wymaga dyskusji. Wartosé t,
traktowaé¢ mozna jako odwrotno$é szybkosci tworzenia sie skrzepu. Jak wi-
da¢ na ryc. 4, wplyw stezenia fibrynogenu na czas trombinowy jest dosé
znaczny.
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Ryc. 4. Wplyw stezenia fibrynogenu na czas trombinowy; 1 — krzywa krzepnigcia dla stan-
dardu o mianie 1 J NIH/ml, 2 — krzywa Kkrzepniecia dla standardu o mianie 2,5 j NIH/ml],
3 — krzywa Kkrzepniecia dla standardu o mianie 5 j NIH/ml, 4 — krzywa Kkrzepniecia dla
standardu o mianie 10 j NIH/ml, 5 — krzywa Krzepniecia dla standardu o mianie 20 j NIH/ml
The effect of fibrinogen concentration upon thrombin time; 1 — coagulation curve for

standard with 1 j NIH/ml denomination, 2 — coagulation curve for standard with 2,5 j NIH/ml

denominaticn, 3 — coagulation curve for standard with 5 j NIH/ml denomination, 4 — coagu-
lation curve for standard with 10 j NIH/ml denomination, 5 — coagulation curve for standard
with 20 j NIH/ml denomination

4 Wptyw rozpuszczalnika standardu trombiny
na czas krzepniecia substratu

Zasadniczym celem tej cze$ci pracy bylo zbadanie wplywu rodzaju roz-
puszczalnika standardu trombiny na czas krzepnigcia substratu, dobor odpo-
wiedniego rozpuszczalnika i wykreslenie wlasciwej krzywej standardowej.
Z wzorca trembiny o zawartosci 160 j NIH w ampulce przygotowano stan-
dardowe roztwory trombiny o stezeniu 10 j NIH/ml w 6 réznych rozpuszczal-
nikach: 1) wodzie redestylowanej, 2) 0,9% roztworu NaCl, 3) 0,05 M buforze
fosforanowym o pH 7,0, 4) mieszaninie skladajacej sie z réwmych objetosci
wody redestylowanej, tromboplastyny i 1/40 M roztworu CaCls, 5) mieszani-
nie skladajgcej sie z réownych objetosci 0,9% roztworu NaCl, tromboplastyny
i 1/40 M roztworu CaCls, 6) mieszaninie skladajacej sie z rownych objetosci
0,05 M buforu fosforanowego o pH 7,0, tromboplastyny i 1/40 M roztworu
CaCl,. Roztwory standardowe trombiny testowano na 0,5% roztworze fibry-
nogenu w 0,060 M buforze fosforanowym o pH 7,0, oznaczajac czas krzep-
nigcia. Wyniki przeprowadzonych badan zestawiono w tab. 2. Swiadcza one
o wyraznym wplywie rozpuszczalnika standardu trombiny na czas krzepnie-
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Tab. 2. Wplyw rozpuszczalnika standardu frombiny na czas krzepnigcia substratu
The effect of thrombin standard resolvent upon the coagulation time of the sub-

stratum
Rozpuszczalnik standardu trombiny tx sek.

a) woda redestylowana 14,0
b) 0,9% roztwdér chlorku sodowego 16,7
¢) 0,05 M bufor fosforanowy o pH 7,0 18,2
d) H,0 redestyl. — tromboplastyna — 1/40 M CaCl; (1:1:1) 13,2
e) 0,9% NaCl — tromboplastyna — 1/40 M CaCl, (1:1:1) 13,3
f) 0,05 M bufor fosf. o pH 7,0 — tromboplastyna —

1/40 M CaCl; (1:1:1) 28,5

Substrat: 0,5% roztwér fibrynogenu w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 17,0.
Roztwory standardowe trombiny o stezeniu 10 j NIH/ml. Podane wyniki czasu krzep-
niecia substratu ty sg $rednimi z 5 wykonanych oznaczen.

Substratum: 0.5% fibrinogen solution in 0.05 M phosphoric buffer with pH 7.0.
Standard thrombine solution with concentration of 10 j NIH/ml. Given results of
substratum coagulation time to are average of indication.

cia substratu. Mimo jednakowego stezenia enzymu we wszystkich 6 standar-
dowych roztworach trombiny czasy krzepniecia substratu sa bardzo réine.

W nastepnej serii do$wiadczen uzyto wzorca trombiny o zawartosci 250 j
NIH w ampulce, z ktdérego przygotowano standardowe roztwory trombiny
o stezeniu 1,0, 25, 5,0, 10,0 i 20,0 j NIH/ml na dwu réznych rozpuszczalni-
kach: 1) 0,9% roztworze NaCl i 2) mieszaninie sktadajgcej sie z rownych obje-
tosci 0,9% roztworu NaCl, tromboplastyny i 1/40 M roztworu CaCl,. Do tes-
towania standardowych roztworéw trombiny jako substratu uzyto 0,25% roz-
tworu fibrynogenu wolowego w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0.
Uzyskane wyniki badan zestawiono w tab. 3. Potwierdzaja one wplyw ro-

Tab. 3. Wplyw rozpuszczalnika standardu trombiny na czas krzepniecia substratu
The effect of thrombin standard resolvent upon the coagulation of the substratum

Rozpuszezalnik Stezenie trombiny w j NIH/ml

standardu trombiny 1,0 2,5 5,0 10,0 20,0

1) 09% roztwor NaCl 75,07 37,2” 22,17 12,5” 7,5”
2) 0,9% NaCl — trom-

boplastyna — ” ” . . .
1/40 M CaCl, 50,0 26,0 16,0 10,0 6,2

(1:1:1)

Substrat: 0,26% roztwor fibrynogenu w 0,05 M buforze fosforanowym o pH 7,0.
Podane wyniki czasu krzepniecia substratu t, w sek. sg §rednimi z 5 oznaczen.

Substratum: 0.25% fibrinogen solution in 0.05 M phosphoric buffer with pH 7.0
Given results of the substratum coagulation time ty in seconds are the average of
5 indication.

dzaju uzytego rozpuszczalnika standardu trombiny na czas krzepniecia sub-
stratu, a ponadto pozwalaja na wykreslenie odpowiednich krzywych standar-
dowych (ryc. 5), ktore wykorzystano do iloSciowego oznaczania protrombiny
i trombiny.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przy oznaczaniu protrombiny metods dwustopniowa miernikiem zawar-
tosci protrombiny w badanym materiale jest maksymalna ilo$é trombiny, kt6-
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Ryc. 5. Wplyw rozpuszezalnika standardu trombiny na czas krzepniecia substratu; E — krzywa
krzepniecia dla standardu trombiny na 0,9% NaCl, A — krzywa krzepnigcia dla standardu
trombiny na no$niku: 1 cz. 0,9% NaCl -- 1 ¢z. tromboplastyny - 1 cz. 1/40 M CaCl,

The effect of thrombin standard resolvent upon the coagulation time of the substratum;
F. — coagulation curve for thrombin standard on 0,90% solution of NaCl, A — coagulation
curve for thrombin standard on the bearer: 1 molecule 0,9% NaCl + 1 m thromboplastin +
+ 1 m 1/40 M CaCl,

ra uda si¢ uzyskaé¢ w doswiadczeniu. Zbyt krotki i zbyt diugi czas konwersji
(aktywacji) powoduje za mate wyniki. W pierwszym przypadku trombina nie
zdazy sie jeszcze wytworzyé, w drugim — jest juz czeSciowo zobojetniona
dzialaniem antytrombin. Przebieg przedstawionych badan i uzyskane wyniki
$wiadezg o kcniecznosci dokladnego wstgpnego odwlékniania osocza przed
wlasciwym oznaczeniem protrombiny. W konwercie nieodwldéknionym two-
rzg sie bowiem skrzepy fibryny, ktéore adsorbuja czesé powstajacej trombiny,
a takze utrudniajg pobieranie i dokladne odmierzanie prébek, co w efekcie
prowadzi do uzyskania gorszych i niedokladnych wynikéw (wyzszy mini-
malny czas krzepniecia oraz wahania skokowe widoczne na rye. 1 na wykresie
A). Nalezy podkresli¢, ze tylko niektérzy autorzy stosujg odwldknianie osocza.
Z przedstawionych doswiadczen wynika rowniez, ze aktywacji protrombiny
tromboplastyng i chlorkiem wapniowym nie powinno sie przeprowadzaé¢ w
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temp. 37°, gdyz wplywa to niekorzystnie na rezultaty oznaczen. Konwersje
protrombiny w rozcieAczonym i odwléknionym osoczu nalezy bezwzglednie
przeprowadzaé w temperaturze pokojowej. Podczas aktywacji protrombiny
w temp. 37° inaktywujgce dzialanie antytrombin, mimo rozcieficzenia i od-
wloknienia osocza, jest jeszcze do$é znaczne. Szczyt aktywnosci jest trudny
do uchwycenia; poza tym nie uzyskuje sie maksymalnej iloéci trombiny. Na-
tomiast w temperaturze pokojowej dzialanie antytrombin jest znikome i prak-
tycznie niedostrzegalne. Szczyt aktywno$ci utrzymuje sie przez stosunkowa
diugi okres czasu i poziom protrombiny jest wyzszy. Przez obnizenie tempera-
tury z 37° do okoto 20° zwalnia sie wprawdzie szybko$¢é aktywacji protrom-
biny w trombineg, ale jednoczesnie eliminuje prawie catkowicie wplyw inhi-
bitor6w reakcji. By¢ moze na przebieg reakcji, poza antytrombinami, maja
rowniez wplyw inhibitory aktywacji protrombiny o czynnosci antytrombo-
plastycznej i antyprotrombinowej. Nalezy podkre§li¢, ze w dostepnym pis-
miennictwie na temat oznaczania protrombiny metodg dwustopniowa nie
spotkano doniesienia ani informacji o przeprowadzaniu aktywacji protrom-
biny w temperaturze pokojowej. Wszyscy autorzy aktywuja protrombing
przy pomocy tromboplastyny i CaCl; w 37° lub 28°.

Do mianowania trombiny Niewiarowski i niektérzy inni autorzy
zalecaja stosowanie w charakterze substratu 0,1% roztworu fibrynogenu lut
osocza bezprotrombinowego. Badania wlasne wykazaly, ze osocze adsorbowa
ne siarczanem barowym jest niestabilne, najprawdopodobniej wskutek obec
nosci w nim réznych aktywatoréw i inhibitor6w krzepniecia, natomiast 0,1%
roztwor fibrynogenu daje skrzep staby, nietrwatly, czesto w czasie préb nie-
zauwazalny. Jako substratu nalezy uzywaé okolo 0,25% roztworu fibrynogenu
wolowego pozbawionego zanieczyszczen protrombina, trombing i plazming,
w buforze o pH 6,6—7,0 i sile jonowej okolo 0,15. Za stosowaniem wyzszego
stezenia substratu oraz buforu o okreslonym zakresie pH i sily jonowej prze-
mawiaja dodwiadczenia wlasne i innych autorow (13, 14, 15), jak réwniez roz-
wazania teoretyczne nad kinetyksg dziatania enzymow.

Ilosciowe oznaczenie protrombiny metoda dwustopniowa wymaga wykres$-
lenia krzywej wzorcowej. Wedlug Niewiarowskiego (21) krzywa te
wykreslié mozna na podstawie dowolnego preparatu trombiny przyjmujac,
ze 1 jednostka trombiny powoduje krzepnigcie 1 ml 0,1% roztworu fibrynogenu
w 37° w ciagu 15 sek. Przy doktadnych oznaczeniach ilo§ciowych nie mozna
opiera¢ sie na takiej umownie przyjetej definicji jednostki trombiny. Crzas
krzepniecia substratu zalezy bowiem nie tylko cd stezenia enzymu (trom-
biny), stezenia fibrynogenu i temperatury, ale rowniez od wielu innych czyn-
nikéw (pH, sily jonowej, charakteru obecnych w $rodowisku jondw itp.). Przy
wykreslaniu krzywej standardowej nalezy postugiwaé sie wzorcem trombiny,
najlepiej wzorcem NIH lub zastepczym.

Test polegajacy na oznaczeniu czasu krzepnigcia mieszaniny fibrynogenu
z trombing, zwany w skrécie czasem trombinowym, jest prosty w wykonaniu,
ale jednoczesnie bardzo czuly na niewielkie nawet zmiany $rodowiska, w ja-
kim przebiegaja reakcje przemiany fibrynogenu w fibryne. Niedostatecznie
Scista kontrola wszystkich parametréw reakcji krzepniecia moze spowodo-
waé znaczne bledy w oznaczeniach, a tym samym prowadzié do wrecz falszy-
wej interpretacji uzyskanych wynikéw. Przy oznaczaniu protrombiny metoda
dwustopniows standardowe roztwory trombiny oparte na wzorcu NIH nalezy
bezwzglednie przygotowywaé na nosniku skladajacym sie z fizjologicznego

7 Annales, sectio D, vol. XXX
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roztworu NaCl, 1/40 M roztworu chlorku wapniowego i tromboplastyny w
stosunku 1:1:1. Standardowe roztwory trombiny oraz roztwory badanych
probek (konwertow) powinny bowiem posiadaé zblizone $rodowisko. W prze-
ciwnym przypadku uzyskuje sie falszywe i zawyzone wartosci protrombiny.
Wiekszo§¢ badaczy zapomina o tym fakcie i standardowe roztwory trombiny
przygotowuje na 0,9% roztworze NaCl lub odpowiednim buforze. Przeprowa-
dzone badania i spostrzezenia pozwolily na wprowadzenie do oryginalnej me-
tody Biggs’a istotnych zmian i opracowanie wiasnej modyfikacji ozna-
czania protrombiny, ktéra daje wyniki powtarzalne i bardziej zblizone do
warto$ci rzeczywistych.
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PE3KOME

MoapobHomy aHanuizy noaseprancs cnocob onpepeneHus npotpombBuHa B8 nnasme
KPOBM ABYXCTYNEH4aThim metoaom burrca no Heseposckomy (21). YcraHosnewo,
4TO Ha TOYHOCTb M KOHEUHble Pe3ynbTaTbl ONPEAENeHMs CYLLeCTBEHHOE BIMSAHWME WMEIOT:
1) u3BneueHne BONOKHA MCCNEAYemOl NNasmbl; 2) Temnepartypa aKkTWBauuW npoTpomMbuHa
8 TpombuH; 3) TMn cyBcTtpara ynorpebneHHoro ans ycraHoeneHus Tutpa; 4) tMn pactso-
puTens ctaHaaprta tpombuHa,

SUMMARY

The method of determining prothrombin in plasma by the two — stage method
by Biggs after Niewiarowski has undergone a thorough analysis (21).
It has been ascertained that four factors have a bearing on the accuracy and final
results of determining prothrombin. They are: 1) the defibrination of the exam-
ination, 2) the activation temperature of prothrombin into thrombin, 3) the kind
of substratum used for fibration, 4) the kind of thrombine standard resolvent.






