Nr 7

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

_ Rok XLII

EWA KACZMARCZYK
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Polimoriizm bialek jest zjawiskiem czgsto
wystepujacym u zwierzat. Wielopostaciowosce
bialek zwiazana jest czesto ze zrdéznicowaniem
funkeji, a w przypadku enzymoéw ze zmiang
ich akiywnosei. Polimorfizm oddzialywujgc na
przebieg procesow fizjologicznych moze wply-
wat na zdolnoSci przystosowawcze organiz-
mow. Ze wzgledu na role ukladu bialokrwin-
kowego w procesach obronnych, duze nadzieje
wigze sie z badaniami polimorfizmu bialek wy-
stepujgeych w leukocytach. Jednym z nich jest
kwasdna fosfataza, U ludzi wystepuje ona w li-
zosomach wszystkich rodzajow komoérek ukia-
du biatokrwinkowego. W ziarnistoseiach azuro-
chionnych neutrofili stanowi czesé enzymatycz-
nego wyposazenia degradujacego material sfa-
gocytowany. Podobna role pelni w monocytach
{3). Uczestniczy takze w transformacji blastycz-
nej limfocytéw 1 usuwaniu resztek organelli
komorkowych powstatych podczas podziaidw
mitotycznych (2, 4).

Andrews 1 Alichanidis (1) stosujac zywiczny
wymiennik jonowy Amberlite CG-50, wyeks-
trahowali z leukocytéw krwi pojedyncza forme
elelstroforetyczna enzymu o masie czgsteczizo-
wej ok. 42 tys. daltonéw i optimum dzialania
pH 528. Nie wyckirahowana cze$¢ zawierala
okolo 80% ogdlnej aktywnosci kwaénej fostata-
zy wykazujacej optimum dziatania w pH 4,9.
Metodsg elektroforezy ,,dyskowej”’ w zZelu po-
liakryloamidowym zidentyfikowano te czesé
enzymu jako frakcje wolno migrujges. Autorzy
nie wykluczaja jednak istnienia wiecej niz jed-
nej frakeji kwasdnej fosfatazy w tej strefie mi-
gracji. Cytowana praca jest jedyng pozycja li-
teratury na temat polimorfizmu kwasne) fos-
fatazy wystepujacej w leukocytach u bydta.

Celem pracy byla analiza zréznicowania leu-
kocytarnych form polimorficznych kwasnej fos-
fatazy wystepujacych w obrebie populacii hyd-
la rasy czarmo-biatej.

Material { metody

Badaniami objeto 769 klinicznje zdrowych osobni-
kow pochodzacych z kilku duzych stad bydla rasy
czarno-hialej craz ze Stacji Hodowli i Unasieniania
Zwierzagt =z polnocno-wschodnich i centralnych rejo-
noéw Polski, Wydzielono 8 nastepujgcych grup wieko-
wych: jatowki do 6,5 roku — 66 sztuk, jalowki od 9,5
do 1 roku — 118 sztuk, jaléwki od 1 do 2 lat — 202
sztuki, krowy do 5 lat — 155 sztuk, krowy od 6 do 10
lat -~ 122 sztuki oraz buhajki od 1,5 do 2 lat —. 60
sztuk, bubhaje od 2 do 3 lat — 22 sztuki i buhaje od
3 do 4 lat — 24 gztuki.
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Krew do badan w ilosci 30 ml pobierano z zyly jarz-
mowej stosujgc heparyne jako antykoagulant.

Leukocyty izolowano z krwiobwodowe]j stosujac 0,85%
roztwor NH,Cl (5). Uzyskang mase leukocytarng prze-
mywano schiodzonym do temperatury 281,15K (+4°C)
roztworem fizjologicznym NaCl dodavsano kilka kropli
wody destylowanej i umieszczano w zamrazarce w
temperaturze 25715K (—16°C), Po szeStiokrolnym
rozmrazaniu i zamrazaniu mase leukocytarna wiro-
wano przez 15 minut przy 3282 g w temperaturze 269,
15K, Oirzymany supernatant poddawano elekirofore-
zie w zelu agarozowym stosujge nasigpujgce oufory:
— bufor do elektroforezy stanowit 0,1 mol/l wodny
roztwar weronalu sodu o pH 8.4 i sile jonowe]j 0,1. Bu-
for ten po rozcienczeniu wodg w stosunku 1:2 uzy-
wany byl takze do Zelu.

— do barwienia stosowano 50 mmol/l bufor weronal
sodu — octan sodu o pH 4,9—5,0.

Na pitytke szklang o wymiarach 23X20 z ustawio-
nym w odleglosei 5cm od kofica katodowego grze-
bieniem" wylewano rozpuszczong na iazni wodnej 1%
agaroze i pozostawiano do zastygnigeia na 20 minut
w temperaturze pokojowej. Grubosé zelu wynoszges
ok. 1,2 mm uzyskiwano przy pomocy ramki gumowej,
ktéra nakladano na plytke przed wylaniem agarozy.
W powstalych po wyjeciu .grzebienia” 12 rowkach
umieszczano supernatant leukeeytarny z kroplg 0,1%
roztweru hlskitu bromofenolowego jako ~wskaznika
migracji bialek podczas elekiroforezy, kibéra prowa-
dzonn W owee w temperaturze 269,15K preez u~—(-.:
zodzin P gradiencie napiecia 15 V/em (350V i
50 mA). Koaczono elektroforeze, gdy limia wyznaczona
biekitem bromofenolowym znajdowala sig na granicy
mostka anodowego. Wowczas zel zdejmowang z plytki
i inkubowano przez 18 godzin w temperaturze 201 15K
w 50 mmol/l buforze do barwienia zawierajacym 0,1%
alfanaftylofosforan sodu, 0,1% Fast Red TR Salt oraz
5 mmol/l MnCl.. Elektroforegramy utrwalano i prze-
chowywano w 7% roztworze kwasu octowego.

Wyniki i oméwienie

W elektroforegramach leukoeytéw krwi ba-
danych zwierzat obserwowano wystepowanie
czterech frakeji kwasnej fosfatazy réznigeych
sie miedzy soba ruchliwoscia elekiroforetyczna
oraz natezeniem barwy obserwowanym u po-
szczegblnych osobnikéw. Formy te oznaczone
symbolami A, B, C, D (od najszybszej do naj-
wolniejszej) wystepowaly w Zzelu agarozowyrm
w szesciu kombinacjach tworzgcych nastepuja-
ce fenotypy: A, AB, ABC, AC, ARD i ACD
(ryc. 1). Najwieksza intensywnoscia barwy ob-
serwowang u wszystkich badanych zwierzat ce-
chowala sie szybko wedrujaca frakcja A, nato-
miast rézne natezenie barwy u poszczegélnych
osobnikdéw rejestrowano w strefach migracji B,
C, D. Wolno wedrujace frakeje C | D bylv
dobrze widoczne, chociaz intensywnosé barwy
byla mniejsza w poréwnaniu z frakejami A i B.
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Tab. 1. Zréznicowanie populacji bydia pod wzgledem polimorfizmu kwasnej fosfatazy wysiepujacej w leu-
kocytach
. Fenolypy B Razern
Grapainiesd A A3 ABC AC ABD ACD ”
Jatowki: #
~do Q5 roku 35 (546) | 28 (424) | 2 £30) ,66'
- od 05 -1 roku 23 (19.5) | a3 (754) | 4 (3";;) ‘?fa
-od 7-2 (at 42 (208) |15 (767) | 1 (65) i (0F) 2 (10) 1(0,8) 202
Krowy:
~do 5 lat 26 (16,8) |25 (807) | 3 (19) 1 (06) 55
—od6-folat | 21 (172) |93(r53) | S (47 | 1(08) 2(16) 122
Buhase:
—od 5-2lat | 5 53) | 5% (500) 7 (17) 60
-od 2- 3[df { (4:5) o7 "”,5 22
-o0d 3~4lat : | 2209175 |2 (83) . 24
Objasnienie: « — poddano llezbe zwierzat, a w nawiasie %.
f
[+ RS = f=] ] =
me —=
— T L o]

Ryc. 1 Typy polimorficzne kwadnej fosfatazy leuko-
cvtdw krwi u bydla — :schemat; od lewej: .\, AB.
ABC. AC. ABD. ACD

Obserwowane roéznice w matezeniu barwy mo-
ga byé spowcdowane toznym stezeniem {ych
frakeji w komorkach leukocylarnych poszeze-
golnych osobnikéw, a takze ich rézng akivwnos-
cig wobec stosowanego substiratu.

Badania populacyjne wykazaly najczesisze
wystepowanie fenotypéw A i AB (ryc. 2), ki6-
rvch frekwencja wykazuje zwigzek z wiskiem
i ptcia badanych zwierzat (tab. 1). Fenotyp AB
rejestrowano najczesciej wsréd zwierzat star-
szych czyli buhajow, krow i jalowek powyzej
szostego miesiaca zycia, natomiast u jalowek
najmiodszych (do 0,5 roku) przewazal femotyp
A, ktoérego frekwencja stopniowo obnizata sie w
starszych grupach wiekowych (tab. 1). Wsraod
buhajow fenotyp ten wystepowal kilkakrotnie
rzadziej niz u jatdwek i krow (tab. 1).

Sposréd  czterech pozostalych fenotypow
kwasnej fosfatazy, najczesciej rejestrowano typ
ABC, natomiast tylko sporadycznie stwierdza-
no wystepowanie typéow AC, ABD i ACD
(tab. 1).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze kwasna fos-
fataza leukoeytéw krwi obwodowej u bydla jest
enzymem heterogennym, co potwierdzaloby su-
gestie Andrewsa i Alichanidisa (1). Przyezyny
polimorfizmu oraz lokalizacja poszezegdlnych
fralkeji kwasnej fosfalazy w zrézmicowanyeh
morfologicznie komorkach nie sg znane.

Rye 2. Typy polimorficzie kwasnej fosfatazy leuko-
eytow krw! u bydia — od lewej: A, AB, AB, AB

W obrebie badanej populacji stwierdzono wy-
stepowanie czterech frakeji kwasnej fosfatazy,
ktore w elektroforegramach zelu agarozowego
tworzg sie¢ kombinacji fenotypowych.

Prawidlowos$ci wystepowania typéw A i AB
w obrebie badanej populacji wskazuja na moz-
liwo$é genetycznego uwarunkowania polimor-
fizmu kwasnej fosfatazy. Potwierdzenie tej hi-
potezy wymaga przeprowadzenia hadan ro-
dzinnych, dajacych podstawe do przedstawienia
propozycji medelu dziedziczenia gendw warun-
kujgcych wystepowanie rejestrowanych form
polimorficznych kwaénej fostatazy w leukocy-
tach krwi u bydia.

Pismiennictwo
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Kaumapung 3 .— Mecreponanusa meaumopgusma kide-
0¥k acdaTasel B JEHEONHTAX HepHBEDPHUCCEO% KpPo-
BH ¥ CKOTa

Uenp uccHenoBaHMIA cOCTOSNA B ananause anddepen-
UManmMmu  JEAKOUMTAPHBIX  IoJmuMopdudeckux  opM
KHCA0M chocdarazsr B Npeesax NOLGYIAUMY YEDHO-
-IIECTPOTO CKOTA.

Wccnenosauusg o0BANN 769 KIMHMYUECKUX 370POBBIX
ccobelt pa3HOro RO3IPACTA, M3 HECKOJALKUX KPYIIHBIX
cray, C mIpUMEHEHHMEM TOPU3OHTANLHOTO 3JEKTRodO-
pe3a B arapoBOM Tejle OTMeYeHO, uTO0 Kucnasg hocda-
Ta3a B JIEHKOLUTAX NepudepuuecKolrr KpPOBM CKOTa
ABNseTCA TeTePOreHHBIM 3H3MMOM. 3amnucano 4 dpak-
UM 9TOT0 SH3MMAa, obpaszyromme 6 deHOTHUIIMYECKHK
koMmBunanuit, IIpaBMABHOCTL MOABJICHMA THIIOB A |

AB yR&a3pIBAeT HA BO3MOXKHOCTH IEHETMYeCKoro oby-
CIOBJIEHNA TOAHMepPdM3IMa Kuenoin docdarasor,

Kaczmarczyk E, — Studies e¢n polymorphism of acid
phesphatase in leukocytes of bgevine peripheral blood

The objective of the studies was to analyze the dif-
ferentiation of polymorphic forms of acid phospha-
tase in lymphocytes of black-and-white cows. The exa-
minations were performed on 769 normal cows of va-
rious age in a few large herds. Horizontal electropho-
resis in agarose gel showed that acid phosphatase of
bovine peripheral blood leukocytes is a heterogenous
enzyme, Four fractions of this enzyme forming 6 fe-
notypic combinations were noted. Regularity of appea-
rance of A and AB types of acid phesphatase po-
ints to a possibility of a genetic regulation of acid
phosphatase polymorphism.

KRYSTYNA TYZENHAUZ-MALINOWSKA, HUBERT TWARDOWSKI

Aktywnoéé¢ aminotransferazy asparaginionowej (AspAT) i alaninowej

(AIAT) a ocena histopatologiczna watroby u kréw

Oddzial Weterynaryjnej Ochrony Produkcji Zwierzecej Zakladu Higieny Weterynaryjnei,

ul., Kartuska 249,

Wazrost zainteresowania oznaczaniem aktyw-
nosei  enzymoéw, aewlaszcza aminotransferaz
przy badaniu bydia, datuje sie od 1970 r. W
owym czasie Sommer w badaniach nad zagro-
zeniem kréw tzw. zespolem porodowym wpro-
wadzil i uzasadnil termin ,,Fermentdiagnostix”
(14). Autor ten badaniom aktywnodci amino-
transferaz przypisuje duze znaczenie i twierdzi,
ze zesp6l porodowy pozostaje w zwigzku przy-
czynowym z niedoborem energii, a to z kolei
powoduje zwiekszenie przepuszczalnosci blon
komorkowych w watrobie, w tym takze zwiek-
szone przenikanie enzyméw wewngtrzkomor-
kowych do plynéw miedzykkomodrkowych.
Wezesne wykrywanie krow zagrozonych zespo-
tem porodowym leglo u podstaw tzw. metafi-
laktyki, propagowanej m.in. przez Flashoffa
(4) oraz Ochlicha (11), a w Polsce przez Mar-
cinkowskiego i wsp. (9).

Jak podaje pismiennictwo, oznaczanie aktyw-
no$ci aminotransferaz, a zwlaszcza AspAT sta-
nowi integralng cze$¢ badan tzw. profilu meta-
bolicznego wchodzacych w sklad komplekso-
wych programéw diagnostycznych u kréw
mlecznych (8, 12, 13, 14, 17). W programach
tych aktywnos$ci aminotransferaz przypisuie sie
duza role. Niektorzy uwazajg, ze aktywnosé
AspAT nalezy zaliczyé do majwazniejszych
wskaznikdw diagnostycznyeh, a badania Miku-
sza (10) wykazaly u kréw istnienie zalezno$ci
znacznego stopnia miedzy aktywnoscia obydwu
aminotransferaz a zmianami histopatologiczny-
mi watrohy.

Wyniki badat wlasnych nad aktywnoscig
aminotransferaz, wykonywanych od szeregu lat
w ramach komplekisowych badan prefilu meta-
bolicznego u krow, nie sg jednoznaczne. W nie-
ktéryeh stadach stwierdzano istotny wzrost ak-
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tywnosci enzymoéw, zwlaszeza AspAT, mimo
braku odchylen od normy innych wskaznikéow
metabolicznych, w tym takze tzw. wskaznikéw
watrobowych, jak m.in. bilirubiny lub albu-
min. W innych stadach, w ktorych dosé czesto
wystepowaly przypadki zaliczane do tzw. ze-
spolu porodowego i w ktoérych stwierdzano licz-
ne odchylenia wskaZnikéw metabolicznych, ak-
tywnos$¢ enzymoéw nie ulegala zmianie.

Powyzsze obserwacje sklonily autorow ni-
niejszego opracowania do sprawdzenia na ma-
teriale wlasnym zaleznodci miedzy aktywnoscig
AspAT i AIAT a stwierdzanymi histopatologicz-
nie cechami uszkodzenia watroby u kréw.
Przedstawione rezultaty stanowig fragment
wigkszych badan, poswieconych ocenie diagno-
stycznej wartosci oznaczania aktywnoSci ami-
notransferaz u kréw mlecznych w warunkach
chowu stadnego.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 130 krowach rasy ncb
w tym samym wieku, nie ciezarnych, bez widocz-
nych objawoéw chorobowych, poddawanych ubojowi w
rzezni. Prébki krwi pobieranc tuz przed ubojem. Ak-
tywnoéé aminotransferazy asparaginianowej i alanino-
wej oznaczano metodg Reitmana-Frinkela, wg Kraw-
czynskiego (6), z uZyciem buforu fosforanowego przy
temp. inkubacji enzyméw wynoszacej 37°C. Po uboju
przeprowadzano makroskopowe ogledziny narzadéw
wewnetrznych, ze szezegdlnym uwzglednieniem wa-
troby, z ktérej nasiepnic pohierano wycinki do badan
histopatologicznych, zawsze z tych samych obszaréw
topograficznych. Wycinki utrwalano w 10% zobojet-
nionym roztwarem formaliny i po rufynowej obrobce
histopatologicznej barwiono metoda HE. Na podsta-
wie uzyskanych wynikéw hada histopatologicznych
wyodrebniono dwie grupy lcrow. Do pierwszej z nich
zaliczono 20 krow z prawidlowym obrqzem mor_folo~
gicznym watroby, a do drugiej — 80 krow ze zmiana-
mi w miazszu watrobowym.




