Oldhaté fibrin vizsgalatara szolgal6 eljaras
Kivonat

A talalmany targya eljaras oldhat6 fibrin vizsgalatara mintaban. Az eljaras abban all,
hogy a mintat oldhaté fibrin irant erésen fajlagos plazminogén aktivatorral (PA-Fb sp) érintke-
zésbe hozzak, a mintaban az oldhaté fibrin szamot meghatarozzak oly médon, hogy az oldhato
fibrin PA-Fb sp révén valé degradalasa utjan nyert fibrin lebomlasi termékek szamanak és az
PA-Fb sp-vel valo érintkezésbe hozast megel6zden a mintaban 1évé alap fibrin lebomlasi ter-
mékek szamanak kiilonbségét veszik.

A talalmany targya tovabba pozitiv kontroll a fenti eljarasban valo alkalmazasra, amely
a kontroll normal plazma in vitro koagulacio aktivalas meginditasara rogképz6dés létrejotte
nélkill kezelt, és a plazma oldhato fibrinre fajlagos és/vagy az irant nagy affinitassal bird
plazminogén aktivatorral a vizsgalati mintanal alkalmazottal analog korilmények mellett érint-
kezésbe hozott.

A talalmany targya még fibrin irant er6sen fajlagos plazminogén aktivator alkalmazasa
oldhat¢ fibrin meghatarozasara, egy kit oldhato fibrin meghatarozasara, valamint az el6bbi elja-
ras és kit alkalmazasa koagulacio aktivalasi folyamat valtozasanak nyomonkévetésére, valamint

antikoagulans hat6anyagok hatékonysaganak értékelésére.
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Oldhat6 fibrin vizsgilatara szolgalé eljaras

A talilmany targya eljaras oldhaté fibrin vizsgalatara sajatos degradaciés termékek
vérmintabol valé létrehozasaval.

Ha koagulalédast aktivalunk, trombin képzédik, amely fibrinlerakdasok képzddésével
es oldhato fibrin képzddésével jar.

A trombin a fibrinogén molekularol fibrinopeptid A-t valaszt le, és ezzel olyan fibrin
monomerek létrejottét valtia ki, amelyeken az “A” polimerizaciés helyek, amelyek a
fibrinogénben maszkirozva voltak, maszkirozatlanna valnak, és ezaltal kolcsénhatas jon létre a
fibrin monomer ”A” helyei és mind a fibrinogén, mind a fibrin hozzaférhetd »a” helyei kozott.
Ezt koveten fibrinopeptid B valik szabadda, mialtal a ”B” polimerizaciés helyek
maszkirozatlanna valnak, ez a fibrin monomer molekula ”B” helyei és mind a fibrinogén, mind
a fibrin monomerek hozzaférhetd ”b” helyei k6z6tti kolcsonhatashoz vezet.

Ha a trombin mennyisége nagyon nagy (in vitro vizsgalatban), a fibrinogén egésze fibrin
monomerekké alakul, amelyek azutan az ”"A” helyek “a” helyekkel és a "B” helyek b
helyekkeyl‘ Yalé kolcsonhatasa révén polimerizalodva fibrin régot alkotnak. In vivo azonban
lényegese‘n/l kevesebb trombin képzédik. A fibrin monomerek képzédése kevésbé
robbanasszer(, €s igy a fibrin monomerek egy része polimerizalédva fibrint (trombust) képez,
€s egy tovabbi résziik hozzaférhetd a és b helyekkel bird fibrinogénnel vagy fibrinogén
degradacios termékekkel reagalva oldhaté fibrint képez, ahol a fibrin monomerek fibrinogénnel
kapcsolodnak.

Az oldhat¢ fibrint annak érdekében hatarozzuk meg, hogy vizsgaljuk, vajon fennall-e
egy betegben a koagulacié aktivalas, az oldhat6 fibrin vérben, kiilonosen plazmaban vald
jelenléte az ilyen aktivalas bizonyitéka.

Ez a meghatarozas sziikségszer(i kiegészitdje a trombust alkotd fibrin fibrinolizise
révén képz6dd D-dimerek vizsgalatdnak, amelyek ugyancsak a koagulacié aktivalasi folyamat
markerei. A D-dimer szam novekszik a plazmaban, ha a rog in vivo degradalodik. Ez okbol, ha
trombus van jelen, és degradacio van folyamatban, a D-dimer szam megnovekszik fiiggetlen
attol, hogy a koagulacié fennall vagy megsziint; ezzel ellentétesen, az oldhato-fibrin szam nem
novekszik tobbé, ha a koagulacio megallt, és forditottan, novekszik, ha a koagulacio fennall.

A plazma oldhato fibrin tartalmanak a D-dimer szammal kapcsolatos sajatos
meghatarozasa igy lehetvé teszi:

1. annak meghatarozasat, hogy a mintavétel iddpontjaban a betegben jelen van-e

koagulacios folyamat;
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2. a koagulo-litikus egyensuly kiértékelését; az alap-D-dimer szam a trombus in vivo

“rey

c sy

viselik.

A fibrin meghatarozasara ismertetett legkorabbi modszerek korébe tartoznak az
etanolos vizsgalat (1, 2, 9) vagy a protamin-szulfat vizsgalat (3, 4, 5, 7). Ezek a vizsgalatok
azonban nem tulzottan specifikusak (9, 10), és nem nagyon érzékenyek (10). Tovabba, a nagy
fibrinogén szam (5 g/l feletti) zavarja az etanolos vizsgalat és a protamin-szulfatos vizsgalat
eredményeit. Végiil, a protamin-szulfatos vizsgalat eredményeit nehéz interpretalni (6, 8).

Az oldhat6 fibrin meghatarozasara szolgal6d egy tovabbi eljaras fibrin monomerekkel
szenzitizalt voros vértestek hemaglutinacios eljarasan alapszik, amint azt Largo (11, 12) leirja.
Ilyen tipusu tesztet arul példaul a Diagnostica Stago FS tesztként.

Mikozben ez az eljards igen egyszeri, esetenként nem eléggé érzékeny, és kiillonosen
szorodott (disszeminalt) intravaszkularis koagulacid diagnosztizalasara alkalmas. A modszer
azonban nem alkalmas kisebb mennyiségii oldhatd fibrin kimutatisara (helyi trombozisok,
antikoagulans hatoanyagok hatékonysaganak vizsgalatara).

Napjainkban tovabbi olyan vizsgalati eljarasok ismeretesek oldhato fibrin megha-
tarozasara, amelyek monoklonalis antitest alkalmazasan alapszanak, maszkirozatlan epitdpokat
mutatnak ki fibrinben, és maszkirozott epitopokat fibrinogénben vagy fibrin vagy fibrinogén
degradacios termékeket mutatnak ki (13-14). A monoklonalis antitestek alkalmazasaval
végzett kozvetlen vizsgalatok azonban olyan oldhaté-fibrin szamokat eredményeznek, amelyek
a kereskedelmi forgalombol beszerzett antitesttol figgden valtozoak.

A beteg koagulo-litikus egyensiilyanak meghatarozasara olyan megkozelitést javaslunk,
amely a technika allasa szerintiektOl eltérd, és kiilonosen egyszerii és gyors. A modszer
érzékenyebb, mint az el6z6ekben leirt hemagglutinacios eljaras. Elonyds a monoklonalis
antitestek alkalmazasaval jar6 modszerekhez viszonyitva is, elénye abban all, hogy ugyanazt a
modszert alkalmazzuk a keringd (oldhato) fibrin kimutatasara, mint az in vivo mar
degradalodott fibrinére, igy a koagulo-litikus egyensuly igen pontos értékelését adjuk.

A talalméany szerinti eljarassal a mintaban jelenlév$ oldhato fibrint oldhat6 fibrin
degradacios termékek létrehozasa utan mérjikk, a mintanak fibrin irant erésen specifikus
plazminogén aktivatorral (PA-Fb sp) valo inkubalasa soran. Az oldhat¢ fibrin PA-Fb sp révén

valo degradaciojanak lebomlasi termékei szama és az alap fibrin degradacios termékeinek
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szama kozotti kilonbség a mintanak a PA-Fb sp-vel valo érintkezésbe hozasat megelézden
mérve, lehetdvé teszi a mintaban 1évd plazmatikus oldhato-fibrin szam mérését.

igy a talalmany eljarast nyujt oldhato fibrin biologiai mintaban valé mérésére, amelynek
soran az emlitett mintat fibrin irant nagy affinitissal biré plazminogén aktivatorral (PA-Fb sp)
hozzuk érintkezésbe, és meghatarozzuk az emlitett minta oldhato-fibrin szamat oly modon,
hogy mérjilk az PA-Fb sp alkalmazasaval degradalt oldhaté fibrin lebomlasi termékeinek
szamat, valamint a PA-Fb sp-vel valo érintkezésbe hozast megel6zéen meghatarozzuk a
mintabdl a fibrin degradacios termékek alapszamat.

Az oldhato fibrin bioldgiai mintdban valo talalmany szerinti vizsgalata az alabbi
1épésekbal all:

- meghatarozzuk a fibrin lebomlasi termékeket a plazma mintéaban,

- a vérmintat fibrin irdnt erdsen fajlagos plazminogén aktivatorral (PA-Fb sp) hozzuk
érintkezésbe olyan koriilmények mellett, amelyeknél a mintaban 1év6 oldhato fibrin
lebomlasi termékekké degradalodik;

- meghatarozzuk a PA-Fb sp-vel inkubalt mintaban 1évo fibrin lebomlasi termékeket,

- meghatarozzuk az oldhato fibrint, ami a PA-Fb sp-vel tortént inkubalas utan
meghatarozott fibrin lebomlasi termékek szamanak és a kezeletlen mintabdl
meghatarozott fibrin lebomlasi termékek szamanak kiilonbsége.

A lebomlasi termékek vizsgalatara alkalmas reagenst ugy valasztjuk meg, hogy a
lebomlasi termékek egy adott csoportjat mérjik. Példaul, az antitesteket bizonyos adott tipusi
lebomlasi termékekre fajlagos szettel hatarozunk meg.

A biologiai minta elénydsen biologiai folyadék, példaul vér- vagy plazmaminta vagy
valadék.

A talalmany targyat képezi fibrin irant erésen fajlagos plazminogén aktivator
alkalmazasa (példaul olyané, amely a plazminogént csak fibrinben aktivalja) oldhaté fibrin
meghatarozasi eljarasaban specifikus lebomlasi termékek létrehozasa révén. A talalmany
targyat képezi egy kit is az el6z6ekben ismertetett eljaras végrehajtasara. '

Szamos plazminogén aktivator ismeretes. Egyesek azonban mind a fibrinogént, mind a
fibrint lebontjak, ilyenek a sztreptokinaz és urokinéz (15). Ezek a vegyuletek nem alkalmasak a
talalmany szerinti eljarasban, mivel a fibrinogén degradalodasat okozzak, és igy fibrinogén

s gy

lebomlasi termékek meghatarozasat.
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A plazminogén aktivatorok egy masodik csoportjat az olyan vegyiletek képezik,
amelyeket mint fibrin degradacidban fibrinogén degradacidhoz hasonlitva er6sen fajlagosakat
irnak le. A taldlmany szerinti eljarasban el6nyosen hasznaljuk ki a vegyiiletek e masodik
csoportjanak fajlagossagat.

A szakirodalomban kiilonféle ilyen fajlagossaggal (PA-Fb sp) bir6 vegyiileteket
ismertettek. Ilyen vegyiiletek ismert példaiként emlitjitk az alabbiakat:

- szovet plaminogén aktivator (t-PA) vagy szarmazékai, példaul TNK-tPA, amely

fibrin irant erdsen fajlagos t-PA mutans (16);

- a Desmodus rotundus nyalbol szarmazo aktivator (bat-tPA vagy vPA = vampir
denevér nyal plazminogén aktivator) vagy szarmazékai: DSPA-k = Desmodus
rotundus nyal PA-k, FEKP = DSPA alfa 1 és alfa 2, EKP = DSPA béta, KP =
DSPA gamma, (17);

- Stafilokinaz (SAK) a Staphylococcus aureus (18-19) vagy valamely mutansa (20)
altal kivalasztott polipeptid.

A talalmany szerinti eljarast elénydsen plazma mintan hajtjuk végre. Az oldhato-fibrin
szamot a PA-Fb sp hatasara létrejovo lebomlasi termékek mérésével hatarozzuk meg. Kivant
esetben az eljarast pozitiv kontroll alkalmazasaval hitelesitjik, amelyet nyomnyi trombinnal
kezelt normal plazma alkalmazaséaval nyeriink, a nyomnyi mennyiségii trombin az oldhat¢ fibrin
képzddéséért felelds koagulacio aktivalast indukalja anélkil, hogy rogképzodés kovetkezne be.

Pozitiv plazma kontroll nyerésére a plazmat eldszor trombinnal vagy mas koagulacié
aktivatorral inkubaljuk egy id6tartamon at. A megindult koagulacios folyamatot azutan
aktivator inhibitorral blokkoljuk, hogy megakadalyozzuk az annak folytatasabol adodo
reakciot. Ha az aktivator trombin, inkubatorként példaul hirudint vagy heparint alkalmazunk.

A plazma inkubalas idétartamat és a koagulacié aktivator és a blokkolé inhibitor
koncentracioit eldnyssen gy valasztjuk meg, hogy a rogképzddés bekovetkeztét megel6z6
valamennyi koagulacios aktivalasi 1épés bekovetkezzen.

A koagulacio aktivator (trombin) jelenlétében végrehajtott inkubalast elonyosen
szobahdmérsékleten 2 perces inkubaciés iddtartamon at folytatjuk. Ezutin a koagulacio
blokkolasara az inhibitort nagy feleslegben adagoljuk.

- Ha hirudint alkalmazunk, elényosen egy végsd 0,18 E/ml trombin-koncentracid
elérésére a hirudint 100 pg/ml végkoncentracioban alkalmazzuk.

- Heparin alkalmazasa esetén ezt 0,18 E/ml végsé trombin-koncentracio esetén 500

E/ml végkoncentracioval hasznaljuk.
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Az oldhato fibrin taldlmany szerinti meghatarozasaban els6 lépésként PA-Fb sp
alkalmazasaval az oldhat6 fibrint degradaljuk, majd mérjiik a PA-Fb sp hatasara képzddott
specifikus lebomlasi termékeket.

Fontos, hogy a talalmany szerinti eljaras eredményeit olyan gyorsan kapjuk meg,
amilyen gyorsan csak lehetséges, és emellett az a mintaban jelenlévé oldhato fibrin mennyiségét
képviselje. Ebbol a célbol a PA-Fb sp alkalmazasanak korilményeit agy kell meghatarozni,
hogy az oldhato fibrin degradalédasa gyors legyen, és igy ne kisérje a keringd plazma
fibrinogén “szennyez6” degradalodasa, ami a vizsgalatban részt vevd oldhatd fibrinbdl
szarmazo lebomlasi termékek értékelését befolyasolna.

A PA-Fb sp dozisait ugy valasztjuk meg, hogy a pozitiv kontrollban 1év fibrin
lebomlasi termékek szamanak legnagyobb novekedését valtsa ki, és egyidejiileg gyakorlatilag 0
novekedést a negativ kontrollokban (azaz a koagulaci6 aktivatorral nem kezelt kontrollban).

A taldlmany Osszefuggésében kilonbozo, specifikus fibrin lebomlast biztosito
fibrinolizis aktivatorok alkalmazhatok. Elonyosen a PA-Fb sp-t az aktivatorok elézéekben
emlitett csoportjabol valasztjuk, nevezetesen tPA vagy szarmazékai, VPA vagy szarmazékai és
stafilokindz vagy mutansai. Elonyosen tPA-t vagy stafilokinazt alkalmazunk, még el6-
nyosebben tPA-t.

Ha a mintat 15 percen at 37 °C hémérsékleten inkubaljuk, 1-12 pg/ml stafilokindz
végkoncentraciot alkalmazunk. A végsé meglrzott koncentracio 10 pg/ml. Az inkubacids
fuiggbek.

A tPA-t elényosen 1-2,5 pg/ml végkoncentracioban, elényodsen 2 pg/ml koncent-
racioban alkalmazzuk.

Kiilonbozd, specifikusan kimutathato oldhato fibrin lebomlasi termékek léteznek. Egy
elonyos megvalositasi mod szerint mérjiik a PA-Fb sp oldhato fibrinre valo hatasabol szarmazo
D-dimer szamot, azaz kiértékeljik a PA-Fb sp hatasara az oldhato fibrinb6l szarmazé D-
-dimerek koncentracidjat (D-dimerek az a PA-Fb sp hatasa utan — alap D-dimerek a PA-Fb sp
hatasat megel6z6en).

Az oldhat6 fibrin PA-Fb sp jelenlétében torténd degradaciojabol szarmazé D-dimerek
rutin vizsgalati eljarasokkal, példaul ELISA tipusu eljarasokkal, latex gyongy agglutinacios
szenzitiv modszerekkel, immunkromatografiai moddszerekkel, stb. hatarozhatok meg. A

kereskedelmi forgalomban kaphato kiillénb6zé D-dimer vizsgalati tesztek korében példaként
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emlithetjik az ASSERACHROM D-Di vagy STA LIATEST D-Di teszteket, mindkettd a
Diagnostica Stago gyartmanya. A talalmany Osszefliggésében azonban az ASSERACHROM
D-Di-t6l szarmazd ELISA teszt alkalmazasanak koriilményeit elonyosen ugy modositjuk, hogy
leroviditjiik a tesztet (15 perc inkubalas immobilizalt antitesttel és 15 perc peroxidazzal jelzett
antitesttel).

A DD/E fragmentum mellett mas fibrin lebomlasi termékek is léteznek, példaul az
YD/DY, YD/DXD komplexek, ezek is kiértékelhetok.

Amint azt a kovetkezd példakban bemutatjuk (lasd a 3. példaban), a talalmany szerinti
eljaras végrehajthat6 olyan koagulacio aktivalassal biro betegeknél, akiknél még nem kezdtek
meg terapiat, vagy antikoagulacios kezelés soran vagy az antikoagulacios terapia befejezését
kovetden. Az eljaras nemcsak a koagulacid aktivalas folyamatanak valtozasat teszi
értékelhetové, kiilonosen a koagulacié aktivalas diagnozisa tekintetében, hanem valamely
antikoagulans kezelés hatékonysaganak értékelését is lehetové teszi.

Egy tovabbi szempontjat tekintve a talalmany olyan kitre vonatkozik, amely valamely
mintaban 1évo oldhato fibrin dozisanak vizsgalatara szolgal, a kitre jellemzd, hogy 6sszetevoi:

az el6zbekben leirt modon eldallitott pozitiv kontroll oldhatd fibrin jelenlétének

kimutatasara;

- negativ kontroll, amelyre kontroll plazma szolgal,

- PA-Fb sp egyedi mennyiségekben egy mintdhoz vagy tobb mintdhoz elegendd

mennyiségben,

- D-dimerek vizsgalatara szolgald reagens,

- adott esetben a mintak higitasara szolgalo pufter, példaul pH = 7,4-es foszfat-

puffer, amely 0,1 % magzati borjiszérumot és 0,05 % Tween 20-t tartalmaz.

A pozitiv és negativ plazma kontrollokat eldnyosen fagyasztva-szaritjuk.

Az elényos PA-Fb sp a tPA.

A D-dimereket példaul ELISA tipusi eljarassal hatarozzuk meg, példaul
ASSERACHROM D-Di alkalmazasaval vagy latex részecske agglutinaciora érzékeny tesztre
szolgald reagenssel, példaul STA LIATEST D-Di-vel, mindkét teszt a Diagnosztika Stago
terméke.

A kovetkezOkben a talalmanyt példakban mutatjuk be.

1. Példa

Oldaté fibrint tartalmazé pozitiv plazma kontroll nyeréséhez sziikséges trombin

koncentricié megvalasztasa
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Pozitiv plazma kontrollt készitiink az alabbiak szerint:
Normal plazma 300 ul
Human trombin (Stago, ref. 00896), 2 E/ml 30 ul
Inkubalas laboratoriumi hdmérsékleten 2 percig
Hirudin (Knoll) 100 pg/ml (végkoncentracio)
vagy Heparin (Choay) 500 E/ml (végkoncentracio)
Ellendrizziik, hogy
- acsdben nincs rogképzodés,
- a kereskedelmi forgalomban kaphat6 oldhato fibrin meghatarozasi teszt pozitiv
(példaul FS teszt, Stago).
Az 1. tablazatban bemutatott modon két lehetdséget tarthatunk meg.
I. Tablazat

I-A: A 2. csovet tartjuk meg.

A cs6 szama 1. 2. 3. 4.
Citrattal kezelt 300 pl 300 ul 300 ul 300 pl
normal plazma
Trombin 30 ul, 4 E/ml 30ul, 2 E/ml 30ul, 1 E/ml 30ul, 0,5 E/ml
Inkubalas kornyezeti homérsékleten 2 percig
Rog jelenléte + - - -
Heparin vagy 500 egység 500 egység 500 egység 500 egység
hirudin 100 pg 100 ng 100 ug 100 pg
I-B: A 3. csovet tartjuk meg.
A cs0 szdma 1. 2. 3. 4.
Citrattal kezelt 300 wl 300 wl 300 pul 300 pl
normal plazma
Trombin 30 ul, 4 E/ml 30ul, 2 E/ml 30ul, 1 E/ml 30ul, 0,5 E/ml
Inkubalas kornyezeti hdmérsékleten 10-15 percig
Rog jelenléte + + - -
Heparin vagy 500 egység 500 egység 500 egység 500 egység
hirudin 100 pg 100 pg 100 pg 100 ug
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2. Példa

Meghatirozott inkubalasi koriilmények mellett alkalmazando PA-Fb sp mennyi-
ség meghatarozasa

A talalmany megvalositasahoz az sziikséges, hogy olyan mennyiségli aktivatort adjunk
a mintaba, amely jelentds D-dimer képzddést indukal a pozitiv kontroll plazmaban, mint az 1.
példa szerint kapott, és jelentéktelen D-dimer képz6dést indukal a negativ plazma kontrollban
(trombinnal nem kezelt kontroll).

A kontroll plazmék és a pozitiv kontroll plazmak (n=21) inkubalasat 15 percen at 37 °C
hémérsékleten végezziik kilonbozé dozisu PA-Fb sp alkalmazasaval. Az inkubacios idészak
végén a D-dimereket Liatest vagy gyors ELISA (D-Di Stago) alkalmazasaval hatarozzuk meg
(inkubalas 15 percig 37 °C hémérsékleten befogd antitestekkel és 15 percig 37 °C
hémérsékleten megjelenitd antitestekkel). A I. tablazatban bemutatott eredményeket ELISA
teszt alkalmazasaval nyertik.

Lényegében analog eredményeket nyertiink Liatest alkalmazéasaval is (n=5).

II. Tablazat

Oldhaté fibrin degradalédasa novekvo mennyiségii t-Pa és SAK alkalmazasaval

D-dimerek Oldhato fibrin
(ng/ml) (ng/ml)
Negativ Pozitiv kontroll Negativ Pozitiv kontroll
kontroll (trombinnal kezelt) kontroll trombinnal
kezelt
PA-Fb sp 375 375
adagolas nélkil
Stafilokinaz
10 pg/ml 400 1750 <50 1375
2 pg/ml 390 1615 <50 1225
1,5 ug/ml 375 1700 <50 1325
1 pg/ml 350 1657 <50 1305
0,5 ng/ml 410 1125 <50 715
t-PA
2 pg/ml 350 1790 <50 1415
1 pg/ml 360 1420 <50 1045
0,5 png/ml 360 1210 <50 835

.
.o
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A megvalasztott PA-Fb sp dézis az a mennyiség, amely

a kezeletlen kontroll plazmakban (negativ kontrollok) 300 ng/ml alatti novekedést
indukal,

a pozitiv kontroll plazmakban a legnagyobb novekedést indukalja.

Ezekbdl az eredményekbdl ugy tinik, hogy az alkalmazott PA-Fb sp elényds végsd

koncentraciodi:

2 ug/ml t-PA esetén: ezen korulmények mellett a t-PA-nak az a dézisa, amely PAI-
-val neutralizalhato, elhanyagolhatd;

10 pg/ml SAK (alacsonyabb SAK dozisok egyes betegek vagy bizonyos pozitiv
kontrollok esetén az oldhaté fibrin gyenge degradaldédasat okozzak, valoszinileg a
mintaban 1évé anti-stafilokinaz jelenléte folytan, amely anti-stafilokinaz

staphylococcus fertézés eredményének tiinik).

3. Példa

Egészséges oOnkéntesekkel és (D-dimerek gyarapodisa folytin) feltételezett

koagulacio aktivalassal biré betegekben kapott eredmények

Az eljarast az elézbekben leirtak szerint 2 plazma mintan végezzik, a plazmakat 15

percig 37 °C hémérsékleten inkubaljuk 2 pg/ml t-PA vagy 10 pg/ml SAK jelenlétében.

A képzddott D-dimereket az elézdekben ismertetett ELISA teszt alkalmazasaval

vizsgaljuk.

A. Egészséges onkéntesekkel kapott eredmények

III. Tablazat

.
*

S F. (ng/ml)
Kontroll plazmak + t-PA (n = 21) 147 + 100 ng/ml
Kontroll plazmak + Ila + t-PA (n = 21) 2128 + 1219 ng/ml

(szélso értékek: 742-3660)

Kontroll plazmak + SAK (n = 11) 64 + 82 ng/ml

(szélso értékek: 0-215)

Kontroll plazméak + Ila + SAK (n=11) 1700 + 1880 ng/ml

(széls6 értékek: 250-5000)
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B. Emelkedett D-dimer szammal bir6 betegekkel kapott eredmények (a

vizsgalatot gyors ELISA alkalmazasaval végeztiik).
IV. Tablazat

Vizsgélataink szerinti példak:

D-dimer szam t-PA | D-dimer szam t-PA | Oldhaté-fibrin szam
adagolas utan (ng/ml) | adagolas el6tt (ng/ml) (ng/ml)

1. csoportba 5420 510 4910

tartozo beteg

2. csoportba 1316 1234 82

tartozo beteg

3. csoportba 30162 20699 9463

tartozo beteg

5
KOVETKEZTETESEK:

A talalmany szerinti eljarassal a betegeket oldhaté fibrin és D-dimer plazma szdmuk
alapjan 3 csoportba oszthatjuk. Az egyes csoportok jellemzoit az alabbi V. tablazatban
mutatjuk be:

10 V. Tablazat
Oldhato fibrin (ng/ml) | D-dimerek (ng/ml) Kovetkeztetés

1. csoport >500 +/- Rogképzddés, amely
rog még nem degrada-
16dott

2. csoport <300 ++++ Trombus jelenléte, de
a koagulacié mar leallt

3. csoport >500 +++ A koagulaci6 fennall,
rog degradacioval
kapcsolatos

Amint azt az el6zbéekben bemutattuk, a talalmany szerinti eljaras nem csak a koagulacid

aktivalasi folyamat véltozasanak kovetését teszi lehet6vé, de valamely antikoagulans hatoéanyag

hatékonysagat is értékelhet6vé teszi, és alkalmas annak megéllapitasara, hogy a hatbanyag

15  adagolas megsziintetése reaktivalja-e a koagulaciot.

1. csoport: korai koagulacio aktivalodas az oldhato fibrin mennyiségének noveke-

désével, a D-dimerek mennyiségének novekedése nélkiil.
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2. csoport: betegek, akiknél a koagulacié aktivalas megsziint (hatékony gyogyszer),
de a mar létrej6tt trombus degradacidja folytatodik (normalis oldhaté-fibrin szam,
emelkedett D-dimer szam).

3. csoport: koagulacié aktivalast mutatd betegek, akiknél in vivo rog degradacio
folyik (az oldhat6 fibrin és a D-dimerek egyidejii emelkedett értéke): a gyogyszer
nem eléggé hatékony.

4. Példa

Az alkalmazott megoldas ¢sszegzése:

Reagensek:

pH 7,4-es puffer

tisztitott human trombin (Stago, ref. 00896)

t-PA (Boehringer)

Aprotinin. Az oldatot 4 °C-on taroljuk.

D-dimer kit.

Az alkalmazott eljarast a VI. tablazatban 9sszegezziik.

VI. Tablazat

Oldhaté fibrin vizsgalatara alkalmazott eljaras D-dimer képzédés révén

Plazma 200

t-PA (20 pg/ml) (végkoncentracié 2 pig/ml) 20
37 °C hémérsékleten tartjuk 15 percig

Aprotinin 20

Higitott minta az alap D-dimerek fiiggvényében (1/20-1/1000)

Asserachrom D-Di lemez

Higitott minta 200
A lyukakat lefedjiik, és 15 percig 37 °C homérsékleten tartjuk

Moséas haromszor

Peroxidazzal jelzett human anti-D fragmentum 200

A lyukakat fedjiik, és 15 percig 37 °C hdmérsékleten tartjuk

Haromszor mossuk

OPD/H,0, szubsztrat 200
Minden mintanal pontosan 3 percet varunk, majd az alabbiakat adagoljuk:

3 mol/liter H,SO,4 vagy 50

1 mol/liter HCI 100

Az abszorpciot 492 nm-nél mérjik
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Szabadalmi igénypontok

1. Eljaras oldhato-fibrin vizsgalatara mintaban, azzal jellemezve, hogy a mintat old-
hat¢ fibrin irant erésen fajlagos plazminogén aktivatorral (PA-Fb sp) érintkezésbe hozzuk, a
mintaban az oldhato-fibrin szamot meghatarozzuk oly modon, hogy az oldhaté fibrin PA-Fb sp
révén valo degradalasa utjan nyert fibrin lebomlasi termékek szamanak és az PA-Fb sp-vel valo
érintkezésbe hozéast megeldzden a mintaban 1évo alap fibrin lebomlasi termékek szamanak kii-
16nbségét vessziik.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a fibrin lebomlasi terméke-
ket D-dimerekként mérjiik.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az oldhato fibrin
irant erdsen fajlagos plazminogén aktivator (PA-Fb sp) fibrinre fajlagos.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-ként az alabbiak
korébe tartozo anyagokat alkalmazunk: t-PA és szarmazékai, VPA vagy szarmazékai,
stafilokinaz vagy mutéansai.

5. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-ként t-PA-t vagy
stafilokinazt alkalmazunk.

6. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy vérmintaként plazmat al-
kalmazunk.

7. Az 1. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a fibrin lebomlasi terméke-
ket ELISA vagy LIATEST tipusu eljarasokkal vizsgaljuk.

8. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a vizsgalati
mintat 15 percig 37 °C hdmérsékleten PA-Fb sp jelenlétében inkubaljuk.

9. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-
-ként 2 pg/ml minta végkoncentracioban lévé t-PA-t alkalmazunk.

10. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-
-ként az alabbi korbe tartozé anyagot alkalmazunk: stafilokinaz, denevér-t-PA, VPA,
DSPA-k, FEKP, EKP és KP.

11. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-

-ként stafilokinazt alkalmazunk 10 pg/ml minta végkoncentracioban.
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12. Az 1-10. igénypontok barmelyike szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy az oldhat6
fibrin PA-Fb sp aktivéalasbol szarmazo lebomlasi termékeinek szamat pozitiv kontrollhoz viszo-
nyitva hatarozzuk meg.

13. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy pozitiv kontrollt olyan
normal plazmébdl készitiink, amelyet in vitro a koagulacios aktivalas kivéltasara rogképzodés
bekovetkezése nélkul kezeltiink.

14. Pozitiv kontroll az 1-12. igénypontok barmelyike szerinti eljarasban valo alkalma-
zasra, amely a kontroll normal plazma in vitro koagulaci6 aktivalas meginditasara rogképzédés
létrejotte nélkiil kezelt, és a plazma oldhato fibrinre fajlagos és/vagy az irant nagy affinitassal
biré plazminogén aktivatorral a vizsgalati mintanal alkalmazottal analog koriilmények mellett
érintkezésbe hozott.

15. Fibrin irant nagy affinitassal bir6 plazminogén aktivator (PA-Fb sp) alkalmazasa
oldhato fibrin vizsgalatara specifikus lebomlasi termékek létrehozasaval.

16. A 15. igénypont szerinti alkalmazas, amelynél a fibrin lebomlasi termékei D-
-dimerek.

17. A 15. igénypont szerinti alkalmazas, amelynél PA-Fb sp-ként az alabbi korbe tarto-
z6 anyagot alkalmazunk: t-PA és szarmazékai, VPA és szarmazékai, stafilokinaz vagy mutan-
sai.

18. A 15. igénypont szerinti alkalmazas, amelyben PA-Fb sp-ként t-PA-t vagy
stafilokinazt alkalmazunk.

19. Kit oldhato fibrin mintaban valo6 vizsgalatara, azzal jellemezve, hogy Gsszetevoi:

- oldhat¢ fibrin jelenlétének kimutatasara szolgalo pozitiv kontroll,

- kontroll plazma altal képviselt negativ kontroll,

- PA-Fb sp egyetlen mintahoz szolgal6é egyedi mennyiségekben vagy tobb mintahoz

szolgalé mennyiségekben;

- D-dimerek vizsgalatara szolgalo reagens, €s

- adott esetben a minta higitasara szolgalo puffer.

20. A 19. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a pozitiv és negativ kontroll
plazmai fagyasztva-szaritott formajuak.

21. A 19. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy PA-Fb sp-ként t-PA-t tartal-

maz.
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22. A 19. igénypont szerinti kit, azzal jellemezve, hogy a D-dimerek vizsgalatara szol-

galé reagens ELISA vagy LIATEST tipusi reagens szenzitizalt latex részecske agglutinicios
teszthez.

23. Az 1-12. igénypontok szerinti eljaras vagy a 19-22. igénypontok szerinti kit alkal-

mazasa koagulacio aktivalasi folyamat valtozasanak nyomonkévetésére, valamint antikoagu-

lans hatéanyagok hatékonysagénak értékelésére.

A meghatalmazott:

czabzdalmi GEyVIVe

(- oldo
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