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tropmbinem fragmenty protrombinu s trombinovou aktivi-
tou nebo smési téchto litek pfi pH od 4 do 7,3, ptipadné v
pufru s molaritou tlumicich soli od 0,02 do 0,5 M a nasledu-
jich detekci vzniklého fibrinu popfipadé §tépnych fragmen-
td  fibrinogenu stanovenim doby sriZeni nebo $t&pnjch
produkth fibrinogenu. Stanoveni fibrinogenu se provadi se
zfed&ného vzorku plazmy. Cinidlo pro stanoveni fibrinoge-
nu obshujici trombin, protrombinové fragmenty s trombi-
novou aktivitou nebo smési téchto latek.
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Cblast techniky

Vyndlez se tykd zpfisobu stanoveni Iibrinogenu enzyma-
tickou reakei s trombinem, protrombinovymi fragmenty s"throm-
bin like activity" nebo sm&szi tZchto ldtek a potom detekel
vzaniklého fibrinu popr. 3t&pngch produktd fibrinogenu. Déle
vyndlez zahrauje &inidlo pro stenoveni obsahu fibrinogenu v
popripadd nefedé&ném a popripadé také hepariwbbsahujicim
vzorku plasmy.

Dosavadni stav technikvy

Stanoveni fibrinogenu v plasm& md velky vyznam v rémci
vyzkumu poruch sréd%eni. Pro stanoveni fibrinogenu jsou znamy
jak imunologické tek také funklri metody, jako nepf. testy
sréd%eni. PPi testech srdZeni se stanovi obsah fibrinogenu mé-
fenim &asu , kdy se vytvori sraiZenine.

38%nou metodu stanoveni popsal Clauss (4cta Haemat.17,
237-246, 1957). OUxealdtovd plasma se z¥edi v pufru o pH 7,4

- a pridd se koncentrovesny trombinovy roztok. Na zévér se sta-
novi doba 2% do bodu srdéZeni. Doba sréZfeni vzorku plasmy,

On

. ktery reagovel s trombinem Je ale um&rnd obsahu fibrinogenu
jen tehdy, kdyZ byl zvolen dostatedné vZlky plebytex trom-
binu kX plasmé&, aby byly pekryty plasmové rusi

g pudivy faktor je povaZovdn antitrombin III (AT III), kte-
ry predevdim spolu s heparinem ulinnd potladuje pisobeni
trombinu. Heparin je ocbvyklé antikoaguladni Einidlo & po-
uzivd se jeko prisada pPi odb&ru krve nebo jako terapeutizuz.

slasmy miZe vést % prodlouZenym <o-
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nevarianu ve vzork



P&sobeni antitrombinu III v plasmé zde bude diky vy-
soké koncentraci trombin a diky zredZni plasmy a tim diky
sniZeni koncentraci{ AT III pop?f. heparinu siln8d sniZenc. Jest-
lise se p§¥sma nebude redit, je pdsobeni aatitrombinu n&ko-
likrdt siln2J3i 2 doba sréfeni se rrodluzuje.

4¥edéni plasmy a s tim spojeny del3fi stupen zpracovéni
znamend p¥i rutinnich pokusech zha¥né zatiZzeni. Vedle vyS&ich
pracovnich ndkladd a daliiho nutného zpracovani potenciilng
infekeni plasmy je kaZdé jed&ni zdsadninm zérojem chyb. kimoto
musi byt Feddni &asto provedeno tek, aby odpovidalo obsahu
fibrinogenu, co% zt&Zuje préce s automatickymi analyzdtory.

Obvykle se $ed&ni plasmy provadi za pouZiti veronalové-
ho pufru, protoZe tento pufr'usnadﬁuje tvorbu méritelnych
fibrinovych sraZenin, co? zejména u plasmy s nizkym obsahem
fibrinogenu usnadﬁuje stanoveni. Veronal je ale soudasnd
také narkotikum s ‘ndvykovym charakterem, éimZ je pouZivdni
této substance znadn¥ ztifeno.

DalSi pokusy o vyrazeni rudivého faktoru antitrombinu III
popf. heparinu, zahrnuji neutrslizsci popf. odstranfni hepa-
rinu. V Clinical Cheamistry 29, 614-617 (1983) je popsén zpii-
sob, podle kterého se heparin ve vzorku plasmy neutralizuje
prfidavkem polybrenu, Plasmz se ziedi v pufru o pH 7,4 a po .
pfidavku trombinu se prenese do fotometru. Potom se nefelo-
metricky stanovi reskdni rychlost.

~

Po pridaviu enzyad hadihe je“u s ¢Zinnosti podobnou trom-
o

1

misto trombinu, mlZe b5yt fivbrinogen v plaszmd

yeh faktorech. Tvto en-
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Pouziti protein?, které nejsocu novaiovény za pfirozené

sré¥eci enzymy, jako nao?f. enzymy nadich jedd, ve zpisobu
stanoven! lidskych proteind je problematické. Reakce mezi
enzymem zviPete, kterym neni savec a lidskym proteinem Jsou
asto nespecifické. V soulasu s principem biochemické analy-
tiky, porcvndvat a zkoumat Jjen stejné se stejnym, ge snaha

0 to, pouZivat pro stencveni lidskych proteinl rovnéZ Jjen
enzymy saveld a mezi jinymi lidské enzymy jake reaklnino
partnera.

Lrombin miZe byt vyroben aktivaci protrombinu. Jako
mezistpnd vznikaeji bshem aktivace meizotrombind (MT) a
meizotrombin (desF1). Dvojifétezcové trombinové meziprodukty
ale vykazuJi za pritomnosti protrcabinu protedsovou aktivitu,
kterd je podobnd aktivitd trombinu ("thrombin like activity").
Jsou tedy schopny pop¥fipad& St&pit substrdty, které by mohly
byt premé&nény trombinem. "Thrcabin like activity" je také
orotedsovd aktivita, kterd umoZnuje Stépit trombinové substréty,
jejichZ reakéni kinetika a reakdni parametry, jako pH- nebo
optima iontové sily, inhibitory, efektory, =2lostérické ved-
lejsf pasobeni atd. nemusi bezpodmin&dn& byt shodné s ti-
mito parametry prc trombin.

Ativity nOVez1ho enzyau meizotrombinu, meizotrcocmbinu
(desF1) a tromblﬁﬁ%porovnény v J.of Biol.Chemistry 2635,
10693-10701 (1990) pri hodnoté& pH 7,4. ideizotrombin vvkazu-

Je Jen 2% "fibrinogen clotting activity" trombinu. Tato

sniZend aktivita miZe v3ak také opé&t byt 10 aZz 15 % obsanu

%T{desF1) v pitipravku uT. Pro HiT(desF!1) byla nalezenz akti-
vita 14 % trombinu.

Test enzyrnatické pfemémy fibrinogenu na fibrin se obvyk-
le provddi ofi hodnot3 pd v esti 7,4 2% 8,3. Tatc oblast
i se obvykle pouZivid pii anz ;zetick?cn regkzich trombing,
nebol odpovidd fyziologickému rozsanu pH. Optimélni pHE hod-

21

nota pro trombinovou sktivitu leiZi blizko pH 8.



Cilem vyndlezu je nalezeni zpdsobu stenoveni fibrino-
genu pomoci testd sréZeni, ktery by odstranil uvedend nevyho-
dy znémych zpisobd a mohl byt zejména provddén také ve vzor-
clich nefed&né plasmy nezdvisla na obsahu AT" ITTI- pop?.
heparinu.

Podstata vyndlezu

Tato dloha je podle vyndlezu FeSena zplsobem stanoveni
fibrinogenu nezédvislym na inhibitorech trombinu enzymatickou
prem&nou trombinem, protrombinovymi fragmenty s "trombin like
activity" nebo sm&smi t&chto ldtek a potom detekeci vzniklé-
ho fibrinu pop#. 3t&pnych produktd fibrinogenu, ktery se .
vyznatuje tim, Ze se enzymaticksd pfemdna fibrinogenu prova-
d1 pfi pH v rozsahu 4 a% 7,3 a detekce vzniklého fibrinu se :
provédi stanovenim doby srdZenf popiipadd fibrinogenovyrh
Stépnyemh produktf. Potom se deteguje vznikld sra¥enina fib-
rinu. Detekce se miZe provaddt fotcmetrickym nebo turbidimet-
rickym stanovenim doby sréZenf. K protrombinovym fragmentim
s "trombin like activity" se poditajf zejména sm&si MT, MT(desF1)
nebo té&chto ldtek samotnych. Koncentrace pop#. poméry smési
pouzitych enzymd se voli tak, %e Je zarulen linedrni vztah
v co moZno nejiir8im rozsahu obsahu fibrinogenu ve vzorku.

Laké proteiny vyrobené genovou technikou, které na zdk-
ladé své struktury vykazuji zktivitu podobnou trombinu a v
porovn2ni s troabinem vykazuji nepatrnou aktivitu k antitrom-
binu III, Jsou vhodné pro zpisob podle vyndlezu.

Provedeni zplisobu stanoveni v uvedené oblasti pH &ini
toto tak dalece nezdvislym na uvedenych rusivycn faktorech
AT III 2 heparinu, Ze stanoveni fibrinogenu miZa byt orovedeno
jednoduchym zpischem ve zPedéném a popiipadé také heparin ob-
sehujiecia vzorxu clasmv. E%idavny stupeﬁ fedé&ni plasmy miZe




byt pri zpdsobu podle vynélezu vynechda, ¢imZ se vyslelex

testu zlepdi vyloulenim eventudlniho zcéroje chyb.

Vyndlez spodivd na poznatku, Ze Jje moZnc potle¢it inhi-
bici trombinu pfisobenim AT III/heparinem p#i pH 4 aZ 7,3, pri-
ten% pres suboptimdlni podzinky je dosaZeno trombinové ak-
tivity kx enzymaické prem&n& fibrinogenu. O né&co sniZend ak-
tivita trombinu md8 dokonce tu vyhodu, Ze doby srédZeni
nejsou pPfilis krdtké a jsou snadno zaznamenatelné

Py pouziti trombinu, protrombanVJ%%Jfgfcggntu S
"trombin like activity" nebo jejich smési, ze trombinovéd ak-
tivita v uvedeném rozsshu pH, vyhodnd pfi pH 5 aZ 7 nebo
nejvyhodnsji pri pH asi 6, je optimdlni pro stanoveni fib-

rinogenu nezavisle na inhibitorech trombinu.

Enzymatickd premé&na fibrinogenu se vyhodn& provadi v
pufru s molaritou tlumicich soli v rozsshu 0,02 22 0,5 I,
nejvyhodndji s pufrem 0,1 aZ 0,25 M. Iontovéd sila se popri-
pad& mGfe zvy3it pridavkem soli, jeko je chlorid soday. Bylo
zjistsno, Ze trombin je pPedeviim pfi nizkych iontovych si-
ldch necitlivy v&&i AT III -inhibici. Pro provedent zplsodu
podle vyndlezu je ale také pouZitelné prostfedi s pufrovaci
kapacitou v porovadni s plasmovym vzorkem stejnou nebo vy$s8i,
aby se zachovalo urdené pH b&hem zplsobu stanoveni.

V4rhodn& se provddi stanoveni fibrinogenu x=zk 2 nerecé-
ného a popripadd také neparinodbsshujiciho vzoriu plasmy, ve

kterém je také pritomea v neutralizované foraé.

Vyndlez se tyksd teké Zinidla pro stenoveni obsanu fibri-
nogenu v 3irokém rozsehu nezévislého na inhibitorech trom-
biau vzorku popPipadd zrediné & popripadé také heparin obse-
hujieil plasmy obsahu ﬂ“‘motromb¢n, srotrombinové fregzmenty

s "tpombin like activity" nebo jeiich sn&si pro enzymatickou

.



preménu fibrinogenu v pufru o pH v rozsahu 4 a3 7,3 2 potom
pro detekei vzniklého fibrinu stanovenia doby sréZenil, popt.
Stépnych produkty fibrinogenu. $inidlo slouZ{ k Jjednodu~
chému stanoveni fibrincgenu, bez zdlouhavého Pedini vzorkd
plasmy nebo neutralizace popr. odstranini heparinu ze vzor-
kG plasay.

Vyndlez bude blile vysvétlen nésledujicimi pHiklady.

Pfikladv provedeni vyndlezu

Stanovenf fibrinogenu p#i pH 6 a pH 8:

Pro porovnani se pouziji meizotrombin a trombin ofi pH
6 a pH 8 a stanovi se doba srédZeni v zdvislosti na obsahu
fibrinogenu ve vzoreich plasmy. ueizotrombin se pripravi ak-
tivaci lidského protrombinu imobilizovanym ecarinem(fa.Penta-
phara) postupem podle Stockera a ¥fillera (Thromb.Haemostasis
65(6), ebstrakt 855(1991)). Vzorky, obsahujici plesmu s rdznym
obsahem fibrinogenu byly pripraveny pro testovini.

50 ,ul vzorky plasmy byly smiseny se 100 sal pufru (0,2 i
Tris HCl-pufr, pH & nebo 0,24 fosfdtovy pufr, poH 5) a 150 /ul
meizotrombinu (15 ¥NIH-2n2log j./ml) nebo trombinu (10 NIH j./ml)
Thrombin Reagent, fa.Immuno) a p?i 37 °C se stanovi doba
srdaZeni Schnitger-Gross-koagulometrem (Fa. dmelung). 3tanoveni
se provadi Jek za nepPltomnosti tak za p*Itomnosti hepearinu
(1 j./a1).




obsah fibrinogenu
(ng/ml)

310

238

4

2,5

O\ \D

Trombin

obsah fibrinogenu
(ng/ml)

373

310

238

100

pH 8
bez hep. s hep.
g,0 10,5
11,1 15,1
26,0 35,2
35,6 2250
pH 8
bez hep. s hep.
11,6 2200
16,1 >200
25,6 2200
50,0 >200

nE €

bez nep.

30,4

50,7

166,4
7250

—

pH 6
bez hep.

18,6
24,1
28,4
85,9
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s hep.
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s hep.

17,3
24,1
30,1
89,8
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1. Zpdsob stanoveni fibrinogenu v %irokén rozsehu nezd-
visly na inhibitorech trombinu enzymaticxou preamdnou trom-
binem, protrombinovymi fragmenty s "trombin like activity”
nebo Jjejich sm&smi a potom detekei vzniklého fibrinu popZ.
3t&pnych produktd fibrinogenu, vy znadujici se

t 1 m, %e se enzymatickd prem&na fibrinogenu provddi pri pH
v rozsahu 4 a% 7,3 a detekce vzniklého fibrinu se provadi
stanovenim doby sréZeni popf. &t&pnych produktl fibrinogenu.

2. Zplsob podle ndroku 1, vy znadujici se

t L m, %Ze se enzynatickd pifem&na fibrinogenu provddi v
pufru s molaritou tlumicich soli v rozsahu od 0,02 do 0,5 M,
vyhodn& 0,1 a% 0,25 i, jakoZ i po zvySeni iontové sily pPi-
davkem solfi, jako je NaCl.

3. Zpfisob podle ndroku 1, vy znadujici se

t { m, Ze se stanoveni fibrinogenu provddi ze zifedéného a
poplfipadé také heparin obsahujiciho vzorku plasmy.

4. 8inidlo pro stanoveni obsashu fibrinogenu 3iroce nezd-
vislého na inhibitorech trombinu v popfipadé neztediném a
popfipadé také neparin obsahujicim vzorku plasmy, obsahujici
trombin, protrombinové fragmenty s "trombin like activity"
nebo Jjejich smési pro enzymatickou preménu fibrinogenu a
potom pro detekei vzniklého fibrinu pomoci doby srdZeni popZ.
§t&pnych produktd fibrinogenu v pufru o pH v rozmezi 4 az 7,3.
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