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요약

혈괴를 형성 없이 시험 표본에서 침전물을 감지하는 방법을 개시한다. 상기 침전물의 감지는 출혈 또는 혈전 또는 특히 
파종성 혈관내응고(DIC)를 유발할 수 있는 환자의 지혈기능장애를 예상하는 것을 허용한다.

대표도
도 1b
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명세서

    기술분야

본 발명은 주제가 참조로 여기에 통합되어 있는 1999년 2월 4일에 출원된 미국특허출원 09/244,340의 일부계속출원
이다. 본 출원은 또한 주제가 여기에 통합되어 있는 Fischer 등에 의한 미국특허 5,646,046에 관한 것이다.

    배경기술

혈괴(blood clot)는 생물학적 증폭 시스템으로서 작용하는 효소 연쇄증폭반응을 단백질이 형성하는 복잡한 연쇄반응의 
최종산물이다. 이 시스템은 상대적으로 소수의 개시 산물 분자들이 피브린 혈괴의 생산에 있어 정점에 이르게 하는 인
자로 알려진 일련의 불활성 단백질의 순차적 활성화를 유도하는 것을 가능하게 한다. 연쇄증폭반응 경로의 동역학의 수
학적 모델은 이미 제시되었다.

    
혈전증과 지혈 테스트는 in vivo에서 혈괴를 형성하고 혈괴를 파괴하는 혈액 능력의 in vitro 연구이다. 응고(지혈) 측
정은 튜브를 기울이거나 와이어 루프(wire loop)에 의해 피브린 가닥을 제거하는 것 중 어느 하나에 의해 혈괴 형성을 
관찰하는 수작업으로서 시작하였다. 상기 목적은 환자의 혈액표본이 어떤 물질이 부가된 후에 혈괴를 형성하는지를 결
정하는 것이다. in vitro에서 상기 반응의 개시로부터 혈괴형성 지점까지의 소요시간이 선천적 질환, 후천적 질환, 및 
치료학적 모니터링과 연관이 있다는 것은 후에 결정되었다. 주관적인 종말점의 결정과 연관된 고유의 변이성을 제거하
기 위해 기계사용을 개발하여 (1) 전기기계적 특성, (2) 혈괴 탄성, (3) 빛 산란, (4) 피브린 부착, 및 (5) 임피던스에 
근거하여 응고시간을 측정하였다. 빛 산란 방법을 위해, 시간의 함수로서 표본을 통한 빛의 투과를 나타내는 데이터(광
학적 시간-의존적 측정 프로파일)를 수집하였다.
    

    
비록 여러 가지 다른 감별 측정법, 예를 들어 단백질 C, 피브리노겐, 단백질 S, 및/또는 트롬빈 타임이 행해졌었다 하더
라도 두가지 측정법, PT 및 APTT가 응고 시스템의 비정상을 스크린하는데 널리 사용되었었다. 감별 측정법이 비정상
의 결과를 보여준다면, 비정상의 정확한 원천을 분리하기 위해 하나 또는 여러 부가적인 테스트를 필요로 한다. 상기 P
T 및 APTT 측정법은 비록 PT의 어떤 변화량이 또한 피브리노겐 농도를 평가하는데 있어서 광학적 신호의 변화의 폭
을 이용한다 하더라도 주로 응고시간에 대해 요구되는 시간의 측정에 의존한다.
    

    
혈액응고는 정상적으로 혈괴 형성에 영향을 미치는 광범위한 내부 인자 및 단백질 이외에 약물의 투여에 의해 영향을 
받는다. 예를 들어, 헤파린은 수술 후 또는 다른 상태 하에서 혈전증을 막기 위해 또는 존재하는 혈전증을 퇴치하기 위
해 광범위하게 사용되는 치료제이다. 상기 헤파린의 투여를 통상적으로는 헤파린의 존재 시 지연되는 응고시간을 제공
하는 APTT 측정법을 이용하여 모니터한다. PT 측정법에서의 응고시간은 훨씬 더 작은 정도로 영향을 받는다. 수많은 
혈장의 비정상이 또한 지연된 APTT 결과를 유발할 수도 있기 때문에, 감별 측정법의 결과로부터 이러한 영향인자들을 
구별할 수 있는 능력이 임상적으로 중요하다.
    

본 발명은 광학적 시간-의존적 측정 프로파일과 같은 하나 이상의 시간-의존적 측정 프로파일에 근거하여 표본에서의 
지혈 기능장애를 예견하기 위해 고안 개발되었다. 또한, 본 발명은 환자의 혈액 또는 혈장 표본에 대한 측정 작동으로부
터 광학적 투과 프로파일과 같은 시간-의존적 프로파일에 근거하여 환자의 파종성 혈관내 응고의 존재를 예견하는 것
에 관한 것이다.

    발명의 상세한 설명

발명의 요약
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본 발명은 혈괴 형성이 없는 경우에 시험 표본에서의 침전물을 감지하는 방법에 관한 것이다. 상기 방법은 시험표본을 
제공하고 그것에 시약 단독 또는 침전물 형성을 유도하는 부가적 시약과 함께 시약을 부가하는 것을 포함한다. 상기 시
약은 바람직하게는 금속 2가 양이온을 포함하고 선택적으로는 혈괴 억제 물질을 포함한다. 상기 침전물의 감지는 정성
적이거나 정량적일 수 있으며, 상기 침전물을 혈액응고 측정법, 라텍스 교착, 또는 금졸 측정법, ELISA 같은 면역측정
법, 또는 침전물의 감지 및/또는 정량을 가능케 하는 다른 적절한 방법에 의해서 감지할 수 있다. 상기 침전물의 형성을 
종말점 값으로써 또는 동역학적으로 감지할 수 있다. 이러한 침전물 감지는 환자의 지혈 기능장애를 예견할 수 있도록 
한다. 본 발명은 출혈 또는 혈전증, 또는 파종성 혈관내응고(DIC)를 일으킬 수 있는 지혈 기능장애를 예견하는데 유용
하다.
    

    
보다 상세하게는 본 발명은 환자로부터의 적어도 한 성분의 혈액 표본을 갖는 시험 표본에 시약을 부가하는 단계, 상기 
시험표본과 시약의 반응으로 인한 침전의 형성을 측정하여 시간의 경과에 따라 시간-의존성 측정 프로파일을 유도하는 
단계를 포함하며, 상기 시약은 실질적인 피브린 중합을 일으키지 않고 시험표본에서의 침전을 형성할 수 있는 방법에 
관한 것이다. 본 발명은 또한 환자로부터 혈액 표본을 획득하는 단계, 상기 혈액 표본으로부터 혈장을 획득하는 단계, 
지혈 기능장애를 갖는 환자에게서 어떠한 실질적인 피브린 중합을 일으키지 않고 침전물의 형성을 유도할 수 있는 시약
을 부가하는 단계, 표본의 파라미터의 변화가 존재한다면 침전형성과 관련지을 수 있는 표본의 파라미터를 하나 이상 
측정하고, 침전물 형성이 감지된다면 환자가 지혈 기능장애를 갖는지 여부를 결정하는 단계를 포함하는 방법에 관한 것
이다.
    

본 발명은 또한 환자로부터 시험 표본을 획득하는 단계, 알콜, 혈괴 억제제, 및 금속 양이온을 부가하여 300kD 단백질, 
혈청 아밀로이드 A 및 C-반응성 단백질 중 적어도 어느 하나를 함유하는 단백질 복합체를 포함하는 침전물을 형성시
키는 단계를 포함하는, 환자의 표본에서 300kD 단백질, 혈청 아밀로이드 A 및 C-반응성 단백질 중 적어도 어느 하나
를 포함하는 단백질 복합체의 존재를 결정하는 방법에 관한 것이다.

    
본 발명은 또한 환자로부터의 분액의 시험표본에 응고시약을 부가하는 단계, 상기 시험표본에서 시간에 따른 피브린의 
형성을 응고시약의 부가로 인해 시간에 따라 변화하는 시험표본의 파라미터를 측정하는 단계, 그것이 존재한다면 상기 
시험표본에서의 피브린의 형성 전의 시간동안 상기 파라미터의 변화율을 결정하고 상기 결정된 변화율이 이미 결정된 
역치를 넘어간다면 그때 두 번째 일정 부분의 환자 시험 표본을 가지고 거기에 피브린의 중합 없이 침전물의 형성을 유
도하는 시약을 부가하는 함으로써 상기 표본의 시간에 따른 피브린의 형성을 모니터하는 단계, 시간에 따른 상기 침전
물의 형성을 측정하는 단계, 그리고 상기 침전물의 측정에 근거하여 지혈 기능장애의 가능성 또는 개연성을 결정하는 
단계를 포함하는 방법에 관한 것이다.
    

    
본 발명은 또한 환자의 시험표본에 피브린 중합을 일으키지 않고 약간의 환자 시험표본에서 침전물의 형성을 유발할 수 
있는 시약을 부가하는 단계, 상기 침전물의 형성을 나타내는 시간에 따른 시험표본의 파라미터를 측정하는 단계, 상기 
변화하는 파라미터의 슬로프를 측정하는 단계, 상기 단계를 이후의 시간 또는 이후의 날짜에 반복하는 단계를 포함하고, 
상기 이후의 반복 시의 측정에서의 기울기의 증가 또는 감소가 각각 염증 상태의 진전 또는 퇴화를 나타내는, 환자의 염
증상태를 모니터하는 방법에 관한 것이다.
    

    
본 발명은 더욱이 피브린의 중합을 일으키지 않고 침전물의 형성을 일으키는 시약을 시험표본에 부가하는 단계, 침전물
의 형성으로 인해 변화하는 시험표본의 파라미터를 시간에 따라 측정하는 단계, 상기 파라미터의 변화율을 결정하는 단
계, 상기 변화율이 이미 정해진 한계를 벗어날 경우 지혈 기능장애를 갖는다는 것을 결정하는 단계, 상기 변화율이 이미 
정해진 한계를 넘는다면 상기 지혈 기능장애에 대한 치료로 중재하는 단계를 포함하는, 지혈 기능장애를 갖는 환자를 
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진단하고 치료하는 벙법에 관한 것이다.
    

    
본 발명은 또한 환자의 표본에 상기 표본에 침전의 형성을 일으킬 수 있는 시약을 환자의 표본에 부가하는 단계, 상기 
침전물 형성을 나타내는 시간에 따라 변화하는 상기 표본의 파라미터를 측정하는 단계, 상기 파라미터의 변화율 또는 
상기 파라미터가 이미 정해진 시간에서 이미 정해진 한계를 벗어나는지를 결정하는 단계, 적어도 한번 각각의 경우에 
다른 혈장/시약의 비율에서 상기 단계들을 반복하는 단계, 상기 측정에 대하여 최대값, 평균 및/또는 표준편차를 측정하
는 단계, 그리고 상기 최대값, 평균 및/또는 표준편차 측정에 근거하여 지혈 기능장애를 결정하는 단계를 포함하는 방법
에 관한 것이다.
    

    
본 발명은 더욱이 도 21의 레인 5에서의 C-반응성 단백질 또는 300kD 단백질과 결합할 수 있는 리간드를 제공하는 
단계, 상기 리간드를 환자에서의 시험표본에 부가하는 단계, 상기 리간드가 상기 시험 표본에서 C-반응성 단백질 또는 
상기 300kD 단백질과 결합하는 것을 허용하고, 상기 표본에서 C-반응성 단백질 또는 상기 300kD 단백질의 존재 또는 
양을 감지하는 단계, 감지된 C-반응성 단백질 또는 상기 300kD 단백질의 감지 및/또는 양으로 환자의 지혈 기능장애
를 진단하는 단계를 포함하는 면역 측정법에 관한 것이다.
    

    
본 발명은 더욱이 피브린의 중합을 일으키지 않고 어떤 개체의 시험 표본에서 침전물의 형성을 일으킬 수 있는 상기 시
약을 환자의 시험표본에 부가하는 단계, 상기 침전물의 형성을 나타내는 상기 시험 표본의 파라미터를 시간에 따라 측
정하는 단계, 상기 변화하는 파라미터의 기울기 및/또는 이미 정해진 시간에서의 상기 파라미터 값을 결정하는 단계, 상
기 동물 또는 인간 개체에 약물을 투여하는 단계, 이후의 날짜 또는 시간에 상기 단계를 반복하며, 여기에서 이후의 날
짜 또는 시간에서의 상기 슬로프의 증가 또는 감소가 상기 약물의 유효성을 나타내는 것을 포함하는, 염증상태 및/또는 
지혈 기능장애를 갖는 인간 또는 동물 개체에서의 새로운 약물의 유효성을 시험하는 방법에 관한 것이다.
    

바람직한 구체예의 설명

본 발명에서는 특별한 비정상(지혈 기능장애)뿐 아니라 부가하여 질병의 진전을 단일 환자에게서 모니터할 수 있다. 여
기에서 쓰이는 지혈 기능장애는 (사용되는 시약에 따라 혈괴의 형성 전 또는 혈괴의 형성이 없는 경우에) 침전의 형성
에 의해 증명되는 상태이다.

파종성 혈관내응고(DIC-지혈 기능장애의 한 유형)의 예후(치료 후의 병의 경과의 예상)는 초기의 유용하고 신속하게 
사용가능한 진단 마커의 부족에 의해 저지된다. 본 발명은 DIC의 초기 진단 및 단일 모니터링 마커로서 유용할 뿐 아니
라 게다가 정량가능하고 표준화 가능한 변화는 또한 임상적 취급에 있어서 예후의 유용성을 허용한다고 밝혀졌다.

    
파종성 혈관내응고(DIC)는 정상적인 지혈의 집중된 사건과는 반대로 지혈반응이 혼란스러워지고 흩어지는 이미 존재
하는 병변에 대한 이차적인 반응이다. 환자의 집중적인 치료 관리 및 DIC에서의 지혈 기전에 대한 기본적인 지식 모두
의 발전에도 불구하고 이러한 환자 그룹에서의 생존은 여전히 매우 실망할 만 하다. 이러한 합병증의 관리에 대한 근본
은 초기 자극의 원천으로서의 주요 병변을 미연에 방지하거나 전멸시킨는 것을 목표로 하는 적극적인 치료를 수행하는 
것이다. 그러나 실질적으로 즉각적이고 적절한 중재를 촉진시키기 위한 DIC의 조기 규명이 하나의 문제로 남아있다. 비
록 임상적 조사자에게 유용한 기술적 무기고가 놀랄만하게 확장하고 있다 하더라도 급성의 DIC 속도가 대부분의 보다 
특이적인 시험을 방해하고, 프로트롬빈(PT), 활성화 부분 트롬보플라스틴 시간(APTT) 및 혈소판수와 같은 전통적인 
감별 시험에 여전히 의존하고 있다. 이러한 시험은 개별적으로 특이도가 떨어지고, 그러한 시험들이 피브리노겐 및 피
브린 붕괴산물/D-다이머의 결정에 이르게 한다면 DIC에서 단지 유용하다. 그러나, 이러한 파라미터의 변화는 모두 동
시에 일어날 수 있고, 진단 및 임상적으로 유용한 중재에 있어 지연을 불가피하게 유도하는 일련의 시험이 종종 필요하
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다.
    

상기 APTT 투과도 파형(TW)의 정상적인 S자 모양의 외관은 DIC 환자에서는 " 이상성" 외관으로 변화한다. 이것은 
초기의 완만한 경사의 슬로프 이후의 훨씬 더 급격한 슬로프를 갖는 정상적인 APTT-TW의 정체기의 손실을 나타낸다
(도 1a 및 b). 게다가, 이러한 이상성 패턴은 APTT 응고시간의 결과가 정상일 때조차도 볼 수 있다.

    
PT 또는 APTT를 필요로 하는 신선하게 수거된 혈액 표본을 2주기간의 작업에 걸쳐 가망성 있게 분석하였다. 이것들
을 0.015M 트리-소듐 시트레이트에 총혈액 9파트(part)에 대하여 항응고제 1파트의 비율로 하였고, 혈소판 결여 혈
장을 광학적 감지 시스템을 사용하는 임상적 실험 응고 분석법을 수행하기 위한 자동화 분석기인 MDA(Multichanne
l Discrete Analyzer)180 (Organon Teknika Corporation, Durham, NC, USA) 상에서 분석하였다. MDA Simpla
stin LS를 사용한 PT(정상 11.2-15초) 및 MDA Platelin LS를 0.025M 염화칼슘(Organon Teknika Corporaton, 
USA)과 함께 사용한 APTT(정상 23-35초) 모두에 대한 응고시간을 이끌어내는 것에 부가하여 APTT에 대한 TW의 
분석을 580nm의 파장에서 각각의 경우에 행하였다. 시각적 프로파일을 정량하기 위해, 25초에서의 빛의 투과도의 양
을 기록하였다. 정상적인 파형은 100%의 빛 투과도를 갖으며 분석기에 의해 나타나며 소수점 없이 10000으로서 도 
1a에 나타내었다. 그와 같이, 이상성 변화는 10000보다 낮은 감소된 빛의 투과도를 갖을 것이다. 도 1b에서 볼 수 있
듯이, 혈괴 형성 전의 빛 투과도의 감소수준은 직접적으로 이상성 슬로프의 증가 경사와 관련이 있다. 25초에서의 빛 
투과도의 기록은 또한 환자간 그리고 시간에 따른 동일한 환자 내에서의 표준화를 허용한다. 각각의 표본에 대한 최소 
수준의 빛 투과도를 대신 사용한다면 APTT의 다양한 응고시간에서의 변화에 의해 영향을 받을 것이고 그러므로 비교
를 위해 이상적이지 않을 것이다.
    

어떠한 DIC도 간과되지 않았다는 것을 확신하기 위해 다음 기준이 뒤따른다. (a)비정상적인 이상성 TW에 직면하거나, 
또는 (b)특이적 DIC 감별이 요구되거나, 또는 (c)명백한 항응고 치료없이 PT 또는 APTT 중 어느 하나에 있어서 연장
이 있으면, 완전한 DIC 감별을 행하였다. 이것은 더욱이 트롬빈 타임(TT)(정상 10.5-15.5초), 피브리노겐(Fgn)(정
상 1.5-3.8g/l) 및 Nyocard D-다이머(Nycomed Pharma AS, Oslo, Norway) 상에서의 D-다이머 수준의 평가(정
상< 0.5)를 더욱 포함한다. 동시에 EDTA 표본에서 수행된 혈소판 수(Plt)(정상 150-400 10 9 /l)를 기록하였다. 게
다가, DIC와 일치하는 이상성 TW 또는 응고 비정상을 갖는 모든 환자에게서 임상적인 세부 항목을 완전히 밝혔다.

    
감별시험에서 적어도 2개의 비정상(상승된 PT, 상승된 APTT, 감소된 Fgn, 상승된 TT 또는 감소된 Plt)을 실험실적 
또는 임상적으로 발견하는 것과 그에 더하여 DIC의 병원론에서 인식되는 주요 조건과 연관이 있는 상승된 D-다이머 
수준(> 0.5mg/l)이 발견되는 경우로 한정하여 DIC의 진단을 엄격하게 한다. 여러 감별시험은 직접적인 임상적 평
가 및 관리로서 DIC의 진전 및 진단의 확신을 기록하기 위해 그러한 환자들에게 또한 사용할 수 있다. 통계학적 분석을 
위해, DIC의 진단을 위해 APTT-TW의 민감도, 특이도, 긍정적 및 부정적 예견을 위한 수치를 투-바이-투(two-by
-two) 표를 이용하여 계산하였다. 95%의 신뢰구간(CI)을 정확한 이항식 방법으로써 계산하였다.
    

총 1,470개의 표본을 분석하였다. 이것들은 747명의 환자들로부터 유래하였다. 54명의 환자들로부터의 174개의 표본
(11.9%)은 이상성 파형 변화를 가졌다. 54명의 환자들 중 22명은 분석을 위해 사용 가능한 3개 이상의 연속적 표본을 
가졌다. 41명의 환자에게서 DIC가 진단되었고, 이들 중 30명이 신선한 냉동 혈장, 냉동 침강물 또는 혈소판의 수혈 지
원을 필요로 한다. 내재하는 임상적 질환은 표 1에 나타낸 바와 같다.

표 1

    
DIC를 갖는 41명의 환자 중 40명이 이상성 TW를 가졌다. 한 개의 잘못된 부정적인 결과(이상성 TW를 갖지 않는 DI
C)는 분석을 위해 사용 가능한 단일 표본이 연장된 21.0초의 PT, 44.0초의 APTT 및 증가된 D-다이머 1.5mg/l를 보
여주는 전자간증(PET)을 갖는 환자에게서 나타났다. PET를 갖는 다섯명의 다른 환자를 이런 연구에서 규명한 결과 
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아무도 DIC 또는 이상성 TW를 갖지 않았다. DIC의 기준을 만족시키지 않는 이상성 TW를 갖는 환자 14명중, 모두가 
하나 이상의 감별시험에서 비정상으로 나타나 응고장애의 어떠한 증거를 가졌다. 이러한 비정상적 결과는 위에서 정의
하였듯이 DIC에 대한 기준으로 부족하다. 이러한 14명의 환자들중 4명이 연장된 PT 및 경미한 혈소판감소증을 갖는 
만성 간질환을 가졌다. 추가로 2명의 환자는 D-다이머 수준만의 분리된 증가를 갖는 심방세동을 가졌다. 외상으로부터 
기인한 다양한 장기 기능장애를 가지지만 DIC의 통상적인 실험실적 변화를 갖지 않는 8명의 남은 환자들은 중환자실에 
있었다. 이러한 중환자실에 있는 환자들의 프로파일은 " 전신적 염증성 반응 증후군" (SIRS)과 일치하게 기술되었다. 
이러한 양상에 근거하여, 사기 이상성 TW는 98%의 특이도와 함께 DIC의 진단에 대한 97.6%의 민감도를 갖는다. 광
학적 투과도 파형의 이용은 이상성 파형을 감지하는데 도움이 된다고 알려졌다.
    

표 2

상기 시험의 긍정적인 예상치는 74% 였으며, 그것은 이상성의 슬로프의 경사의 증가 및 빛 투과도 수준의 감소와 함께 
증가하였다(표 2 및 도 2). 상기 연구의 처음 이틀 뒤에, 응고 시험에서 비정상과 함께 D-다이머 수준의 증가를 갖는 
환자가 12명 있었다. 이들은 상기 연구를 진행하는 주에 나타난 DIC로부터 임상적으로 회복하는 사람들이었다. 이것은 
TW의 변화가 DIC의 표준 마커보다 임상적 사건과 보다 밀접하게 연관되어 있을 것이라는 인상을 준다.

표 3

22명의 환자에서의 3개 이상의 연속적 표본의 유용성은 더 많은 평가를 허용하였다. 표 3은 E.coli 패혈증을 갖는 환자
로부터의 일련의 시험 결과를 갖는 하나의 그러한 실시예를 나타낸다.

이상성 TW의 모양은 DIC 진단에 대한 표준 시험의 변화에 우선한다. PT, APTT, Plt 및 D-다이머 수준이 비정상적
이고 DIC의 진단 기준을 만족시킨 것은 단지 25일 후였다. 항생제의 정맥주사 치료는 DIC의 표준 파라미터에 우선하
여 TW의 정상화를 갖는 임상적 증진을 유도하였다. D-다이머 및 Plt는 이후에도 여전히 각각 비정상적인 24 및 48시
간 이었다.

    
임상적 사건과 TW 변화간의 이러한 관련은 표본이 임상적 사건의 경과를 기록하기에 사용 가능한 모든 DIC 환자에게
서 보여졌다. TW 변화는 25초에서의 투과도 수준의 기록을 통해서 정량 가능하고 표준화 가능하기 때문에, 이런 분석
은 예후의 유용성을 판단하는데 있어서의 실마리를 제공하였다. 도 3은 장 천공 이후의 복막염을 갖는 환자들이 초기에 
나타내는 결과를 나타낸다. 이것은 적절한 치료를 받은 후에 서서한 회복이 뒤따르느 DIC의 초기 악화를 갖는 그람음성
균 패혈증을 갖는 숙주에 의해 보다 복잡해졌다. DIC가 초기에 진행될 때, TW의 이상성 슬로프에서 경사가 증가하였
고 빛 투과도 수준이 떨어졌다. 이것의 반대는 임상적인 회복을 말해주었다. 도 4는 제트-스키 사고 이후의 심각한 내
상 및 외상을 갖는 환자의 결과를 나타낸다. 혈액제품의 보충으로 초기에 안정화되었다 할지라도 그의 상태는 계속되는 
출혈 및 전격성 DIC의 발발로 악화되었다. 그 손상의 결과가 치명적이라고 판단되었을 때, 상기 이상성 슬로프는 경사
가 증가하였고 투과도 수준은 떨어졌다.
    

    
DIC가 다양한 주요 질환으로부터 일어나기 때문에, 임상적 실험적 징후가 환자에 따라서 뿐만 아니라 동일한 환자에서
도 시간에 따라 매우 다양할 수 있다. 그러므로, 그 진단에 있어 강력할 뿐 아니라 수행하기에 간단하고 신속하기도한 
시스템이 필요하다. 이상성 TW가 지혈 기능장애(예, DIC)에 대해 민감한 것 같고 다른 응고이상을 갖는 선택된 환자 
그룹에서는 보이지 않거나 (i)기분석적 변수, (ii)다른 규소-기반 APTT 시약, (iii)응고반응의 개시제로서의 트롬빈
의 사용 또는 (iv)헤파린 또는 혈장 증량제의 형태로 치료하는 것 중 어느 하나에 의해 영향을 받는 것으로 보여진다 
할 지라도, DIC에 대한 이러한 분석법의 강력함은 단지 예상 연구를 통해서 설명될 수 있다. 이러한 연구는 상기 이상
성 TW가 97.6%의 전체적인 민감도와 98%의 특이도를 갖는 DIC 진단의 정확성을 제공한다. 반대로, 개별적 기초의 
표준 파라미터(즉, PT, APTT, TT, Fgn, Plt, D-다이머) 어느 것도 또는 복합적인 것에서조차도 그러한 정도의 민감
도와 특이도에 이르지 못한다. MDA-180으로부터의 TW 데이터의 준비된 이용가능성은 트롬빈-안티트롬빈 또는 EL
ISA 기술에 의존적인 다른 마커의 측정과 달리 단순함과 신속함의 기준을 만족시킬 것이다. 부가적으로 TW 분석의 잇
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점은 (a)이상성 TW 변화는 DIC에 대한 분리된 표본 내에서 단일의 가장 유용한 상관물인 것 같으며, 시험의 배터리의 
일련의 평가에 더 이상 의존하지 않는다, 그리고 (b) 이상성 TW의 모양과 해상도는 임상적 사건과 결과에 강력하고 명
백한 상관관계를 갖는 DIC에서 모니터 되는 표준의 전통적인 파라미터에서의 변화를 우선할 수 있다.
    

    
비록 이상성 TW가 또한 상기 기준에 의해 정의된 바와 같은 DIC 자체를 갖지 않는 환자에게서 보여진다 하여도, 상기 
임상적 상태는 지혈 기능장애와 연관이 있다-즉 혈괴형성의 개시 전의 활성화된 응고는 이상성 파형에 이르게 된다(만
성 간질환에서 또는 다수의 장기 기능장애를 갖는 중환자실의 매우 심각한 환자에서). 이상성 TW는 비현성의 또는 대
상성의 DIC에 민감하고 90% 이하의 투과도(도 2) 또는 그런 수준에서의 순차적인 감소(도 4)는 보다 명백한 증상과 
강력하게 전격성인 형태의 DIC로의 대상기능장애를 반영하는 것 같다. 이러한 설명은 경미한 응고 활성화 및 상승된 D
-다이머 수준과 연관된 상태인 심방세동을 갖는 두 명의 환자에서 경미한 이상성 TW(약 95%의 투과도 수준)의 관찰
에 의해 지지된다. 임상적 세부항목이 다른 상황에서는 명백하지 않은 이러한 두명의 환자에게서 뒤이은 표본 어느 것
도 사용할 수 없기 때문에 그들의 이상성 TW는 순간적이었다. 그럼에도 불구하고, 이러한 경우는 빛 투과도 수준이 낮
으면 낮을수록 이상성 TW는 지혈 기능장애, 특히 DIC를 예상할 수 있는 것 같다는 것을 설명한다.
    

    
PET 및 DIC를 갖는 환자에게서 정상 TW를 관찰하는 것은 그 연구가 어떤 특정 환자 그룹을 선택적으로 조사하는 것
을 목표로 하지 않고 단지 PET를 갖는 총 6명의 환자를 가지고 그중 다섯은 DIC를 갖지 않기 때문에 더 많은 조사를 
필요로 한다. 이러한 연구에서의 다른 발견으로 지지되는 하나의 설명은 상기 환자가 상기 표본의 시간에 PET 및 DIC
로부터 회복할 수 있었을 것이라는 것이다. 여전히 비정상이고 DIC를 나타내는 다른 파라미터에 우선하여 이상성 TW
가 이미 정상화 되었다. 다른 설명은 상기 PET에서 방해된 지혈공정은 다른 상태로부터 유발된 DIC 보다 국소적이고 
다르다는 것이다. 그러한 환자들은 상기 상태의 전신적 증거를 암시하는 표준 실험적 응고 시험에도 불구하고 태반으로
의 병리학적 공정의 해부학적 국소화를 제안하는 태아의 출산에 급격하게 반응한다.
    

    도면의 간단한 설명

도 1a 및 도 1b는 APTT 측정법에서의 투과도 파형을 나타내며, 도 1a는 정상적이 모양을 나타내고, 1b는 이상성 모양
을 나타낸다.

도 2는 이상성 파형의 비정상 환자 54명의 진단과 관련하여 25초에서의 투과도 수준을 나타낸다. 수평의 점선은 정상
의 투과도 수준을 나타낸다;

도 3은 패혈증 이후에 DIC가 발발되고 회복된 환자의 일련의 투과도 수준(상위 구획)과 파형(하위 구획)을 나타낸다
;

도 4는 외상 후에 DIC가 발발되고 죽은 환자의 일련의 투과도 수준(상위 구획)과 파형(하위 구획)을 나타낸다;

도 5는 25초에서의 투과도(TR25), APTT 응고시간, 및 슬로프_1(혈괴형성 개시까지의 슬로프)의 DIC의 예견을 위
한 ROC 플랏을 나타낸다;

도 6 및 7은 TR25 및 슬로프_1에 대한 DIC, 정상 및 비정상/비-DIC 집단에 대한 히스토그램을 보여준다;

도 8 및 10은 슬로프_1 및 TR25 각각에 대한 그룹 분포를 보여준다;

도 9 및 11은 도 8 및 10에서 보여준 데이터의 부분 하부집단을 보여준다;

도 12는 APTT 분석법에 대한 광학적 투과 프로파일이다;
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도 13 및 14는 PT 분석법에 대한 광학적 투과 프로파일이다;

도 15는, 파형(X)는 APTT 응고 시약을 사용하여 표본을 작동시켜 비전형적인(이상성) 파형에 이른 것이고, 파형(Y)
는 혈괴 억제제를 사용하여 표본을 작동시킨, 두 개의 파형을 나타낸다;

도 16은 CRP의 ELISA 표준곡선이다;

도 17은 겔 여과 후에 유리된 침전물을 보여준다;

도 18은 침전물 유도 시약을 부가할 때 시간에 따른 표본에서의 탁도의 경과를 나타내는 그래프이다;

도 19는 최대 탁도의 변화 및 표본에서이 환자 혈장의 양과의 관계를 나타내는 그래프이다;

도 20은 환자 혈장의 분별증류 후에 물질 복구의 음이온 교환 크로마토그래피의 결과를 보여준다;

도 21a 및 도 21은 환자 혈장의 다양한 분획의 감소되지 않은 SDS 파지(page) 및 감소된 SDS 파지를 보여준다;

도 22는 정상 및 DIC 혈장의 면역 블랏을 보여준다;

도 23은 혈장이 없는 경우에(가장 위쪽 곡선을 제외) Q-세파로오스 크로마토그래피시 얻은 물질에 2가 칼슘을 부가할 
때의 탁도 변화를 나타낸다;

도 24는 ELISA에 의해 정해진 CRP를 나타내는 표이다;

도 25는 광학적 투과 프로파일에서 증가하는 칼슘농도에 대한 반응을 보여준다;

도 26은 혈액 응고 시약을 사용하지 않을 때의 보다 명확한 슬로프를 나타낸다;

도 27은 헤파린으로의 교정(calibration)이다;

도 28은 18초에서의 투과도에 대해 도시한 56 ITU 환자에서의 CRP 수준을 보여준다;

도 29는 CRP를 갖는 더 많은 표본을 보여주며 18초에서 투과도(10000-TR18)가 감소한다.

    실시예

    
비록 25초에서의 투과도의 분석이 DIC를 예견하는데 도음을 줄지라도, 민감도와 특이도를 매우 향상시키는 본 발명의 
두 번째 구체예가 밝혀졌다. 특정 시간에서 투과도를 보는 것은 비록 그 파형이 이상성 파형이 아니라고 할 지라도 그 
지점에서 인공물의 감지 또는 투과도의 감소에 이를 수 있다고 밝혀졌다. 예를 들어, 25초에서의 투과도의 일시적인 감
소는 비록 그 파형이 정상 또는 적어도 이상성이 아니라고 할지라도 그러한 환자 표본이 이상성이 되도록 할 것이다. 또
한 환자 표본이 특히 짧은 응고시간을 갖는다면 그리고 그때 혈괴형성이 예를 들어 25초(또는 어떤 기선택된 시간) 전
에 시작된다면, 25초에서의 투과도의 감소에 대한 진정한 이유가 혈괴형성이 이미 시작/발생했기 때문이라고 하여도, 
상기 파형은 이상성과 같이 될 수 있다.
    

    
이러한 이유 때문에, 특정 시간에서의 투과도의 분석보다는 혈괴 형성의 개시 전의 파형의 슬로프를 계산하는 것이 바
람직하다. 이러한 계산은 응고시간 전에 파형 슬로프 결정에 뒤이은 응고시간의 결정을 포함할 수 있다. 부가적인 구체
예에서, 상기 슬로프(투과도가 아님)를 응고시간 전 또는 기선택된 시간 전에 결정한다. 도 11에서 볼 수 있듯이, 투과
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도를 예를 들어 DIC를 결정하는데 사용할 때, 특이도와 민감도가 낮다. 그러나, 도 9에서 볼 수 있듯이, 혈괴형성 개시 
전의 슬로프를 사용할 때, 특이도와 민감도는 매우 향상되었고 DIC와 같은 지혈 기능장애의 진단에 사용되는 표준 시험
보다 더 낮았다.
    

    
세 세트의 환자들에게 부가적인 시험을 행하였다. 91 APTT 측정법으로 구성된 제 1세트를 51명의 다른 확정 DIC 환
자로부터의 표본에 행한다. 110 APTT 측정법으로 구성된 제 2세트의 데이터를 81명의 다른 확정 정상 환자로부터의 
표본에 행한다. 37 APTT 분석법을 포함하는 세 번째 세트의 데이터를 22명의 비정상, 비-DIC 표본에 행한다. 도 5는 
(1)25초에서의 투과도(TR25), (2) APTT 응고시간, 및 (3) 슬로프 1(혈괴형성 개시까지의 슬로프)의 복합적인 데
이터 세트를 사용하는 APTT 분석법으로부터 유도된 세 개의 다른 파라미터에 대하여 DIC의 예견을 위한 ROC 플랏을 
나타낸다. 슬로프 1이 가장 예견력이 있으며, 다음이 TR25이다. 18초에서의 투과도는 전조가 되는 가치를 가지며, 특
히 APTT 응고시간이 25초보다 작을 때 그러하다. 상기 세 개의 파라미터에 대해 가장 높은 효율과 연관된 " 한계" 을 
표 4 나열하였다.
    

[표 4]

이러한 한계들은 셋째 세트의 부가로 이동하며 표본의 집단에 따라 다시 이동하는 것 같다. 도 6 및 7은 TR25 및 슬로
프 1 각각에 대하여 DIC, 정상 및 비정상/비-DIC 집단에 대한 히스토그램을 보여준다. 표 5 및 6은 도 6 및 7 각각에
서의 히스토그램에 대한 데이터를 보여준다.

[표 5]

[표 6]
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도 8 및 10은 슬로프 1 및 TR 25 각각에 대한 그룹 분포를 보여준다; 그리고 도 9 및 11은 슬로프 1 및 TR 25에 각각
에 대한 그룹 분포를 보여준다. 도 9 및 11은 도 8 및 10에 나타낸 데이터의 부분적인 하부집단을 보여준다.

    
지혈 기능장애의 예견이 자동화된 또는 반-자동화된 분석기에서 수행될 때, 상기 감지된 이상성 파형을 얻을 수 있다(
flag할 수 있다). 이런 방법에서, 상기 기계의 작동자 또는 개개인의 그 시험결과에 대한 해석(예, 의사 또는 다른 의료 
수행자)은 이상성 파형 및 DIC와 같은 지혈 기능장애의 가능성/개연성에 대해 주시할 수 있다. 상기 플래그를 모니터에 
디스플레이하거나 프린트할 수 있다. -0.0003 또는 -0.0005보다 작은 슬로프가 이상성 파형을 나타내기 위한 바람직
한 한계이다. 혈괴형성 전의 슬로프에서의 경사도의 증가는 질병의 전전과 연관이 있다.
    

    
상기 실시예는 APTT 분석법에 대한 파형 분석이 지혈 기능장애를 갖는 환자에게서 특징적인 이상성 패턴을 동정할 수 
있다는 것을 보여준다. 대부분의 경우에, 이러한 기능장애는 DIC로서 표시할 수 있다. 이러한 진단적 파형 프로파일이 
시험되는 모든 APTT 시약에서 보여지며 그 APTT 시약은 규소 또는 엘라긱산(ellagaic acid)기반 중 어느 하나이다. 
이상성 파형은 특정 시약을 사용한 PT 분석법에서 볼 수 있고 상기 이상성 파형은 지혈 기능장애, 주로 DIC를 나타내
는 것 같다는 것을 또한 알아냈다.
    

이상성 APTT 파형을 나타내는 표본을 사용할 때, 상기 PT 파형 프로파일을 PT 시약(트롬보플라스틴), 즉 Recombi
plast TM (Ortho), Thromborel TM (Dade-Behring) 및 Innovin TM (Dade-Behring)을 사용하여 유도하였다. Reco
mbiplast 및 Thromborel은 모두 특히 이상성 반응을 나타내는데 좋았다. Innovin은 민감도에 있어 중간 정도였다. 정
량적 인덱스로서 PT 반응에 대한 10초에서의 투과도 수준을 사용하여, Recombiplast 및 Thromborel은 객관적으로 
Innovin 보다 더 낮은 빛 투과도를 보여주었다. Thromborel은 이후의 하강 전에 초기 빛 투과도에 있어서 약간의 증가
를 나타낼 수 있다. 이것은 부분적으로 Thromborel의 상대적인 불투명성과 관련이 있다.

Platelin TM 을 사용한 APTT 프로파일과 Recombiplast TM 을 사용한 PT 파형 프로파일을 비교하여 더 많은 연구를 
수행하였다. 중환자실로부터 4주기간에 걸쳐 연속적인 표본을 평가하였다. 가시적으로 그리고 객관적인 스코어 상으로
(APTT에 대한 TL 18 및 PT에 대한 TL10의 비교), APTT 프로파일은 PT 프로파일보다 지혈 기능장애 및 임상적 
진전의 변화에 보다 민감하였다. 이러한 상대적인 민감도는 도 13(Recombiplast) 및 14(Thromborel S)의 PT 프로
파일과 비교하여 도 12(Platelin)의 APTT 프로파일에서 알 수 있다. 불변하게, 빛 투과도의 더 작은 변화에서 APTT 
파형은 PT 파형보다 더 쉽게 비정상을 감지하였다. 그럼에도 불구하고, 심각한 정도의 지혈 기능장애에서는 양쪽 모두
의 이상성 프로파일이 일치하였다.

    
본 발명의 또 다른 구체예에서, 광학적 투과도 프로파일과 같은 시간 의존성 측정을 혈괴형성이 없는 상태에서 실질적
으로 또는 전체적으로 행하였다. 이 구체예에서, 침전물의 생성을 일으키지만 피브린의 중합이 일어나지 않는 시약을 
부가하였다. 상기 시약은 DIC와 같은 지혈 기능장애를 갖는 환자로부터의 표본에서 침전물의 생성을 일으키는 어떤 적
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절한 시약도 가능하다. 실시예와 같이, 이가 양이온, 바람직하게는 전이원소, 그리고 보다 바람직하게는 칼슘, 마그네슘, 
망간, 철 또는 바륨이온의 이가 양이온을 시험 표본에 부가할 수 있다. 이러한 이온은 지혈 기능장애의 지표로서 작용할 
수 있는 비전형적 파형의 활성화를 일으킨다. 혈액응고 시약 없이 이러한 분석(APTT, PT, 또는 다른 것)을 행하는 것
이 또한 가능하다. 비전형적 파형의 활성화제를 포함하는 시약의 일부로서 또는 별도의 다른 시약에서 혈괴 억제제를 
또한 제공할 수 있다. 상기 혈괴 억제제는 히루딘(hirudin), PPACK, 헤파린, 안티트롬빈, I2581 등과 같은 적절한 혈
괴 억제제 어떤 것도 가능하다. 탁도에서의 변화를 모니터하는 것(예, 광학적 투과도의 변화를 모니터함으로써)과 같은 
그러한 파형을 감지할 수 있는 자동화된 분석장치 상에서 비전형적 파형의 생성을 모티터 및 기록할 수 있다.
    

    
도 15는 두 개의 파형을 나타낸다: 파형(X)는 APTT 응고 시약을 사용하여 표본을 작동시켜 비전형적인(이상성) 파형
에 이른 것이고, 반면에 파형(Y)는 혈괴 억제제를 사용하여(표본에서 침전물의 생성을 유발하는 금속 이가 양이온과 
같은 시약과 함께) 표본을 작동시킨 것이다. 파형(Y)는 어떤 응고 시약도 사용하고/거나 혈괴 억제제도 시간-의존성 
측정 프로파일을 유도하기 전에 부가하지 않는 경우에, 지혈 기능장애를 갖는 환자들에게 나타날 수 있는 전형적인 파
형이다. 일반적으로 말하면, 침전의 형성으로 인해 파형의 슬로프가 더 커질수록(동일한 시간에서 투과도의 하강이 더 
클수록) 환자의 지혈 기능장애는 더 심해진다. 도 16은 CRP(표준으로서 사용되는 환자로부터 유리된 CRP)의 ELISA
의 표준 곡선이다.
    

본 발명에서 형성된 침전물을 크로마토그래피 및 정제에 의해 유리하고 특징지었다. 겔 여과를 다음과 같이 행하였다: 
칼럼(Hiprep Sephacryl s-300 고도 해상도-예를 들어 10 내지 1500kDa의 해상도)을 사용하였다. 부피는 320ml
였고(d=26nm, l=600mm), 유속은 1.35ml/분이었다. 도 17은 유리된 침전물을 보여준다.

도 18은 침전 유도 시약(이 경우에는 이가 칼슘) 및 트롬빈 억제제(이 경우에는 PPACK)를 환자 및 정상 혈장의 혼합
물에 부가할 때 시간의 경과에 따른 표본에서의 탁도를 나타내는 그래프이다. 도 19는 하나의 표본에서의 환자 혈장의 
최대 탁도 변화 및 양 사이의 관계를 나타내는 그래프이다. 0.05유니트는 100% 환자 혈장을 의미한다(도 18에서의 데
이터).

환자 혈장에서의 탁도의 변화와 연루된 구성성분의 정제에서 사용되는 단계는 다음과 같다: PPACK(10μM)을 환자혈
장에 부가하였다. 염화칼슘을 부가하여 50mM로 한 후, 8분간 배양하고, 에탄올을 부가하여 5%로 하였다. 그리고 나서 
상기 표본을 4℃에서 15분간 10,500 x g로 원심분리 하였다. 그리고 나서 상기 펠렛을 HBS/1mM 시트레이트/10μM 
PPACK에 용해한 뒤, 35-70% (NH 4 )2 SO4분별증류 하였다. 최종적으로, 세파로오스 크로마토그래피를 5ml 베드(b
ed), 0.02M NaCl 경사도 및 50ml/면을 사용하여 수행하였고 2ml 분획을 수거하였다. 도 20은 환자 혈장의 35-70% 
황산암모늄 분별증류 후에 물질 복구의 음이온 교환 크로마토그래피(Q-세파로오스)의 결과를 보여준다.

도 21a 및 21b는 환자 혈장의 분별증류로 얻어진, 각각 감소되지 않는 그리고 감소되는 다양한 분획의 SDS PAGE를 
나타낸다. 로딩 방향(왼쪽에서 오른쪽): 5-15% 경사/Neville 겔.(웰 당 약 10㎍ 단백질). 레인 1에서는 평균 분자량
이 위에서 아래로 94, 67, 45, 30, 20 및 14kDa 이다. 레인 2는 35% (NH 4 )2 SO4펠렛이며, 반면에 레인 3에서는 7
0% (NH4 )2 SO4상청액이다. 레인 4는 Q-세파로오스 개시물질이다. 도 21a에서 보여지듯이 레인 5, 6, 7 및 8 각각
은 (도 20에서의) 피크 1, 2a, 2b, 및 3이다. 레인 9는 펠렛 1인 이고 반면에 레인 10은 평균분자량이다. NH 2-최종 
시퀀싱의 결과는 레인 8 및 9의 피크 3, 22kD 단백질이 C-반응성 단백질(CRP)이고 레인 9의 10kD 단백질은 인간 
혈청 아밀로이드 A(SAA)라는 것을 보여주었다. 레인 5의 피크 1은 도 23에서 볼 수 있는 바와 같이 300kD 단백질이
며, 혈장 표본에 금속 이가 양이온의 부가로 인해 형성되는 침전물에서의 단백질 복합체(CRP와 함께)의 일부이다.

    
CRP의 면역블랏을 정상 및 DIC 혈장에서 수행하였다. 블랏 1(도 22 참조): (SDS-PAGE/CRP 면역블랏을 감소시키
기 위해 사용된 0.2㎕ 혈장). 로딩 방향(왼쪽에서 오른쪽): NHP; Pt 5; 3; 1; 2; 4; 및 8. 블랏 2에 대해서: 로딩 방향
(왼쪽에서 오른쪽): NHP; Pt 9; 10; 11; 7; 6; 12. 블랏 3에 대해서: (DIC 환자 혈장으로부터 정제된 CRP)-로딩 방
향(왼쪽에서 오른쪽; ng CRP 로딩): 3.91; 7.81; 15.625; 31.25; 62.5; 125; 250. 상기 블랏을 PBS, pH 7.4에서의 
2%(w/v) BSA로 차단하였고 그리고 나서 순차적으로 토끼 항-인간 CRP-IgG(Sigma, Cat# C3527, PBS/0.01% 트
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윈 20으로 1:5000으로 희석)으로 조사하였고 그리고 나서 HRP에 짝지워진 동일한 항체(PBS/0.01% 트윈 20에서 1
:25000으로 희석)로 처리하였다.
    

    
도 23에서는 혈장이 없을 때 Q-세파로오스 크로마토그래피로 얻은 물질에 2가 칼슘을 부가할 때의 탁도 변화를 나타
낸다. 어떤 단일한 피크도 양의 반응을 나타내지 않지만, 피크 1과 피크 3 물질의 혼합물은 침전물에서 CRP, 300kD 
단백질 및 하나 이상의 다른 단백질의 연루를 나타내는 양의 반응을 나타내었다(피크 3 + 혈장은 대조군이었다). 도 
24는 ELISA에 의해 결정된 CRP, ㎍/ml를 나타내는 표이다. 델타 A405nm는 트롬빈 억제제 PPACK의 존재 하에서 
환자의 혈장을 재경화할 때, 관찰되는 최대 탁도변화이다. 그러므로 도 24는 증가된 흡광도를 갖는 환자가 다양한 상승 
CRP 수준을 가지며, 다시 한번 하나이상의 단백질이 상기 침전물 형성에 연루된다는 것을 나타낸다.
    

    
본 발명의 한 구체예에서, 혈장에 대한 시약의 비율을 침전물의 형성을 유도하는 시약을 사용하는 다수의 시험에서 달
리한다. 이러한 변화는 혈장에 대한 시약의 비율의 최적화(예, 혈장 또는 시약의 농도를 변화시키는 것)에 의해 침전물 
형성의 감지를 증폭시키는 것을 가능하게 한다. 선택적으로, 상기 침전물의 형성으로 인한 슬로프를 다수의 시험들 간
에 평균화 할 수 있다. 도 25에서 볼 수 있듯이, 칼슘 농도의 증가에 대한 반응이 광학적 투과 파형 프로파일에서 보여
진다. 왼쪽 패널은 칼슘 농도가 변화하는 두명의 정상 환자를 보여주고(혈액 응고 시약을 사용하지 않음), 반면에 오른
쪽 패널은 금속 양이온(칼슘) 농도가 변화하는 경우(칼슘만으로는 어떠한 실질적인 피브린 중합이 불가능하다), 지혈 
기능장애(두 환자의 경우 DIC)를 갖는 두명의 환자를 나타낸다.
    

    
비록 지혈 기능장애를 갖는 환자에게서 침전물의 형성이 혈액 응고 시약을 사용할 때 감지될 수 있다고 할지라도, 사용
되는 시약이 피브린 중합없이 침전물을 형성할 수 있다는 것은 유익하다. 도 26에서 볼 수 있듯이, 상기 슬로프는 APT
T 시약과 같은 혈액응고 시약을 사용할 때(왼쪽 패널)에 비하여 염화칼슘과 같은 시약을 사용할 때(오른쪽 패널) 보다 
명백하고 쉽게 감지 가능하다. 도 27에서 볼 수 있듯이, 혈괴 억제제를 부가할 때(이 경우는 헤파린), 슬로프_1을 포함
한 모든 파라미터는 좋은 결과를 나타내었고, 슬로프_1은 가장 좋은 민감도를 나타내었다. 상기 이유 때문에, 피브린 중
합 및/또는 혈괴 억제제의 부존재 하에서 침전물의 형성이 가능한 시약이 바람직하다.
    

    
도 28에서 볼 수 있듯이, 56명의 ITU 환자에서의 CRP 수준을 18초에서의 투과도에 대하여 도시하였다. 상기 점선 라
인은 18초에서의 정상 투과도에 대한 한계이다. 도 29는 CRP로 더 많은 표본을 나타내며 18초에서의 투과도가 감소한
다(10000-TR18). 이러한 도면들은 침전물 형성으로 인해 비정상적인 투과도 수준을 갖는 환자 모두가 증가된 수준
의 CRP를 갖는다는 것을 나타낸다. 그러나, 증가된 수준의 CRP를 갖는 모든 환자들이 비정상적인 투과도 수준을 갖는 
것은 아니며 그러므로 CRP 이상의 것이 침전물에 연루된다는 것을 나타낸다.
    

    
본 발명의 또 다른 구체예에서는, CRP를 함유하는 단백질 복합체를 포함하는 침전물의 형성을 라텍스 접합 측정법을 
이용함으로써 감지 및/또는 정량할 수 있다. 이 방법에서는, 300kD 단백질 또는 CRP에 대하여 항체가 생성된다. 단일
클론항체를 사용하든 또는 다클론항체를 사용하든, 그들은 알려진 방법대로 적절한 라텍스에 결합하여 환자의 시험표본
과 함께 또는 바람직하게는 환자의 혈장 나머지에서 분리된 침전물 그 자체와 함께 반응한다. 상기 라텍스의 접합량은 
상기 표본의 CRP 복합체의 양에 비례한다.
    

    
택일적으로, 이미 알려진 방법에 따라, 단백질 복합체의 존재 및/또는 양을 결정하는 ELISA와 같은 면역측정법(샌드위
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치, 경쟁 또는 다른 ELISA)을 수행할 수 있다. 예를 들어, 고체상에 결합하는 항체는 CRP 단백질 복합체에서의 CRP에 
결합한다. 그리고 나서, CRP 단백질 복합체의 CRP에 또한 결합하는 제 2의 라벨 항체를 부가하여, 단백질 복합체를 감
지한다. 택일적으로, 상기 제 2의 라벨 항체는 상기 복합체의 300kD 단백질에 대해서 특이적일 수 있다. 또는 다른 측
정법에서, 고체상에 결합된 항체는 상기 복합체의 300kD 단백질에, 300kD 단백질 또는 CRP 중 어느 하나에 결합하는 
제 2의(라벨) 항체와 함께 결합할 수 있다. 상기 면역측정법을 마찬가지로 SAA에 특이적이도록 적응시킬 수 있고, 여
기서 결합되고 라벨된 항체는 SAA에 결합하고 또는 여기서 하나의 항체는 SAA에 결합하고 다른 하나는 CRP 또는 3
00kD 단백질 중 어느 하나에 결합한다. 상기 기술은 당해 분야의 통상의 지식을 가진 자에게 잘 알려져 있고, Antibo
dies, A Laboratory Manual, Harlow, Ed and Lane, David, Cold Spring Harbor Laboratory, 1988에 약술되어 있
으며, 그 내용은 참조로 여기에 통합되어 있다.
    

여기에 기술되고 설명된 발명은 동일한 것의 바람직한 실시예로서 취해진 것이며, 본 발명의 방법에 있어서의 그러한 
다양한 변화를 본 발명의 요지 또는 청구항의 범위를 벗어나지 않고 가할 수 있다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

a) 환자로부터의 적어도 한 성분의 혈액 표본을 포함하는 시험 표본에 시약을 부가하는 단계;

b) 상기 시험표본과 시약의 반응으로 인한 침전의 형성을 측정하여 시간의 경과에 따라 시간-의존성 측정 프로파일을 
유도하며, 상기 시약은 실질적인 피브린 중합을 일으키지 않고 시험표본에서 침전을 형성할 수 있는 단계를 포함하는 
방법.

청구항 2.

제 1 항에 있어서, 상기 시약은 금속이온을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 3.

제 2 항에 있어서, 상기 금속이온은 2가 금속이온인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 4.

제 3 항에 있어서, 상기 2가 금속이온은 전이원소의 금속이온인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 5.

제 2 항에 있어서, 상기 금속이온은 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 또는 바륨을 하나 이상 포함하는 것을 특징으로 하는 방
법.

청구항 6.

제 1항에 있어서, 혈괴 억제제를 상기 시약의 일부 또는 상기 시험 표본에 부가되는 부가적인 시약의 일부로서 제공하
는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 7.

제 6 항에 있어서, 상기 혈괴 억제제는 히루딘, 헤파린, PPACK, I2581, 및 안티트롬빈을 하나 이상 포함하는 것을 특
징으로 하는 방법.
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청구항 8.

제 1 항에 있어서, 상기 침전물의 형성이 환자의 지혈 기능장애의 존재와 관련이 있는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 9.

제 8 항에 있어서, 상기 침전물의 형성이 더 많을수록 환자의 지혈 기능장애의 존재가 더 심각하며 그것은 참조 곡선을 
만들어 상기 환자 시험 표본을 이전의 환자 표본과 비교하여 정량될 수 있는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 10.

제 1 항에 있어서, 상기 시간 의존적 측정 프로파일은 광학적 투과 프로파일이며, 시험 표본에서의 투과도의 감소가 클
수록 상기 침전물의 형성이 더 많아지고 환자의 지혈 기능장애가 더 심각해지는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 11.

제 1 항에 있어서, 상기 침전물은 무게가 약 20kD인 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 12.

제 11 항에 있어서, 상기 단백질은 식염수, EDTA 및 이미다졸에서 불용성이고 5 몰의 요소에서는 가용성인 것을 특징
으로 하는 방법.

청구항 13.

제 1 항에 있어서, 상기 시약을 혈괴 유도 시약 없이 상기 시험표본에 부가하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 14.

제 1 항에 있어서, 상기 침전물의 형성을 시간_0 이후에 적어도 한 번 측정하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 15.

제 14 항에 있어서, 상기 단일 종말점 측정이 시간_0 이후의 침전물의 형성으로 이루어지는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 16.

제 1 항에 있어서, 상기 시약은 완전히 피브린 중합이 없는 상태에서 침전물의 형성을 유도할 수 있는 것을 특징으로 하
는 방법.

청구항 17.

제 10 항에 있어서, 상기 방법의 피브린 중합은 설령 있더라도 그 양이 광학적 투과도의 변화를 일으키지 않는 것을 특
징으로 하는 방법.

청구항 18.

a) 환자로부터 혈액 표본을 획득하는 단계;
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b) 상기 혈액표본으로부터 혈장을 획득하는 단계;

c) 지혈 기능장애를 갖는 환자에서 어떠한 실질적인 피브린 중합을 일으키지 않고 침전물의 형성을 유도할 수 있는 시
약을 부가하는 단계;

d) 상기 표본 파라미터의 변화가 침전물의 형성이 존재한다면 그것과 관련지을 수 있는 표본의 파라미터를 하나이상 측
정하는 단계;

e) 침전물 형성이 감지된다면 환자가 지혈 기능장애를 갖는지를 결정하는 단계를 포함하는 환자가 지혈 기능장애를 갖
는지 여부를 결정하는 방법.

청구항 19.

제 18 항에 있어서, 대다수의 측정이 상기 시약을 부가한 후에 이루어지는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 20.

제 18 항에 있어서, 상기 단일 시약을 상기 측정을 하기 전에 사용하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 21.

제 18 항에 있어서, 상기 측정은 상기 표본을 통한 광학적 투과도 또는 흡광도의 측정인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 22.

제 21 항에 있어서, 상기 시약은 금속이온을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 23.

제 22 항에 있어서, 상기 금속이온은 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 또는 바륨을 하나이상 포함하는 것을 특징으로 하는 방
법.

청구항 24.

제 18 항에 있어서, 혈괴 억제제를 상기 시험 표본에 상기 시약의 일부로서 또는 부가적인 시약의 일부로서 제공하는 
것을 특징으로 하는 방법.

청구항 25.

제 24 항에 있어서, 상기 혈괴 억제제는 히루딘, 헤파린, PPACK, I2581 또는 안티트롬빈을 하나이상 포함하는 것을 
특징으로 하는 방법.

청구항 26.

제 18 항에 있어서, 상기 하나 이상의 측정이 피브린 중합의 결여로 인한 혈괴 형성에 의해 영향을 받지 않는 것을 특징
으로 하는 방법.

청구항 27.
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제 18 항에 있어서, 상기 하나 이상의 측정이 다수의 측정이며, 상기 다수의 측정의 변화율을 결정하고, 상기 지혈 기능
장애를 상기 결정된 변화율에 근거하여 결정하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 28.

제 18 항에 있어서, 상기 지혈 기능장애는 DIC인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 29.

a) 환자로부터 시험표본을 획득하는 단계;

b) 적어도 하나의 혈청 아밀로이드 A와 C-반응성 단백질을 함유하는 단백질 복합체를 포함하는 침전물이 형성되는, 
알콜, 혈괴 억제제 및 금속 양이온을 부가하는 단계를 포함하는 적어도 하나의 혈청 아밀로이드 A 및 C-반응성 단백질
을 포함하는 단백질 복합체의 존재를 결정하는 방법.

청구항 30.

제 29 항에 있어서, 상기 환자의 시험 표본은 전체 혈액 또는 그 일부인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 31.

제 30 항에 있어서, 상기 알콜은 메탄올 또는 에탄올인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 32.

제 30항에 있어서, 상기 금속이온은 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 및 바륨으로 구성된 그룹에서 선택된 2가 금속이온이고, 
상기 혈괴 억제제는 히루딘, 헤파린, PPACK, I2581 및 안티트롬빈으로 구성된 그룹에서 선택되는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 33.

a) 환자로부터 시험 표본의 분액에 응고 시약을 부가하는 단계;

b) 상기 응고 시약의 부가로 인해 시간에 따라 변화하는 상기 시험 표본의 파라미터를 측정함으로써 상기 시험표본에서
의 시간에 따른 피브린의 형성을 모니터하는 단계;

c) 상기 시험표본에서의 피브린의 형성 전에 일정 시간 후의 상기 파라미터의 변화율을 존재한다면 결정하는 단계;

d) 상기 결정된 변화율이 미리 결정된 역치를 넘는다면, 그리고 나서 피브린의 중합 없이 침전물의 형성을 유도하는 시
약을 상기 환자 시험표본의 제 2 분액과 함께 거기에 부가하는 단계;

e) 시간에 따른 침전물의 형성을 측정하는 단계; 및

f) 상기 침전물의 측정에 근거하여 지혈 기능장애의 가능성 및 개연성을 결정하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 34.

제 33 항에 있어서, 상기 응고 시약은 PT 시약 또는 APTT 시약인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 35.
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제 34 항에 있어서, 침전물의 형성을 일으키는 상기 시약은 이가 금속 양이온인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 36.

제 35 항에 있어서, 상기 이가 금속 양이온은 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 또는 바륨인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 37.

제 35 항에 있어서, 상기 침전의 형성을 일으키는 시약은 혈괴 억제제를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 38.

제 37 항에 있어서, 상기 혈괴 억제제는 히루딘, 헤파린, PPACK, I2581 또는 안티트롬빈인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 39.

제 33 항에 있어서, 피브린 중합을 일으키지 않고 침전물을 형성할 수 있는 시약으로 제 2의 분액의 시험에서의 적어도 
하나의 측정이 제 1의 분액의 응고시간보다 더 큰 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 40.

a) 피브린의 중합을 일으키지 않고 몇몇의 환자의 시험 표본에서 침전물의 형성을 일으킬 수 있는 시약을 환자의 시험
표본에 부가하는 단계;

b) 상기 침전물의 형성을 나타내는 상기 시험표본의 파라미터를 시간에 따라 측정하는 단계;

c) 상기 변화하는 파라미터의 슬로프를 결정하는 단계;

d) 이후의 날 또는 시간에 상기 a) 내지 c)단계를 반복하며, 상기 이후의 날 또는 시간에서의 슬로프의 증가 도는 감소
가 각각 염증상태의 진전 또는 퇴화를 나타내는 단계를 포함하는 환자에서의 염증상태를 모니터하는 방법.

청구항 41.

제 40 항에 있어서, 다수의 측정이 시간에 따라 이루어져 상기 변화하는 변수의 슬로프를 제공하는 것을 특징으로 하는 
방법.

청구항 42.

제 40 항에 있어서, 상기 시약은 금속 2가 양이온을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 43.

제 42 항에 있어서, 상기 시약은 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 또는 바륨을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 44.

제 42 항에 있어서, 상기 시약은 혈괴 억제제를 더욱 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 45.
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제 44 항에 있어서, 상기 혈괴 억제제는 헤파린, 히루딘, PPACK, I2581 또는 안티트롬빈인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 46.

제 40 항에 있어서, 상기 변화 파라미터가 광학적 투과도 또는 흡광도인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 47.

제 40 항에 있어서, 상기 염증상태는 류마티스성 관절염, 패혈증, 또는 외상 수술로 인한 상태인 것을 특징으로 하는 방
법.

청구항 48.

a) 피브린의 중합 없이 침전물의 형성을 유발하는 시약을 시험 표본에 가하는 단계;

b) 상기 침전물의 형성으로 인해 변화하는 시험 표본의 파라미터를 시간에 따라 측정하는 단계;

c) 상기 파라미터의 변화율을 결정하는 단계;

d) 상기 변화율이 미리 정한 한계를 넘는다면 환자가 지혈 기능장애를 가진다고 결정하는 단계;

e) 상기 변화율이 미리 정한 한계를 넘는다면 상기 지혈 기능장애의 치료를 위해 중재하는 단계를 포함하는 지혈 기능
장애를 갖는 환자를 진단하고 치료하는 방법.

청구항 49.

제 48 항에 있어서, 상기 치료는 항생제 및/또는 혈괴 억제제의 투여를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 50.

제 48 항에 있어서, 상기 치료는 상기 지혈 기능장애의 주요 원인을 동정하고 교정하는 것을 포함하는 것을 특징으로 
하는 방법.

청구항 51.

제 50 항에 있어서, 상기 치료는 광범위 항생제의 투여, 태반박리에서의 자궁의 적출, 혈액 교체 요법, 혈소판 감소증을 
교정하기 위한 혈소판 농축물의 투여, 신선한 혈장의 투여, 하나이상의 혈액인자의 투여 및/또는 인터루킨-1으로의 치
료를 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 52.

제 48 항에 있어서, 상기 지혈 기능장애가 DIC 또는 DIC를 유발하는 잠재력을 갖는 지혈 기능장애인 것을 특징으로 하
는 방법.

청구항 53.

제 48 항에 있어서, a) 내지 d) 단계를 한번 이상 이후의 시간 또는 날짜에 반복하는 단계, 이후의 한번 이상의 파라미
터의 변화율을 초기와 비교하는 단계, 및 상기 파라미터의 변화율의 증가 또는 감소에 근거하여 치료를 최적화하는 단
계를 더욱 포함하는 방법.
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청구항 54.

제 53 항에 있어서, 상기 변화하는 파라미터는 시험 표본을 통한 광학적 투과도를 변화시키는 것임을 특징으로 하는 방
법.

청구항 55.

제 54 항에 있어서, 상기 시험표본은 전체 혈액 또는 그 일부임을 특징으로 하는 방법.

청구항 56.

제 55 항에 있어서, 상기 시험 표본은 혈장 표본임을 특징으로 하는 방법.

청구항 57.

제 48 항에 있어서, 피브린 중합 없이 침전물의 형성을 일으키는 상기 시약은 2가 금속 양이온을 포함하는 것을 특징으
로 하는 방법.

청구항 58.

제 57 항에 있어서, 상기 시약은 바륨, 철, 망간, 마그네슘 및/또는 칼슘을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 59.

제 57 항에 있어서, 상기 시약은 혈괴 억제제를 더욱 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 60.

제 59 항에 있어서, 상기 혈괴 억제제는 안티트롬빈, I2581, PPACK, 헤파린 및/또는 히루딘인 것을 특징으로 하는 방
법.

청구항 61.

a) 침전물의 형성을 일으킬 수 있는 시약을 환자의 표본에 부가하는 단계;

b) 상기 침전물의 형성을 나타내는 상기 표본의 변화하는 파라미터를 시간에 따라 모니터하는 단계;

c) 상기 파라미터의 변화율 또는 상기 파라미터가 미리 결정한 시간에서 미리 결정한 한계를 넘는지를 결정하는 단계;

d) a) 내지 c) 단계를 다른 혈장/시약의 비율로 각각의 시간에 반복하는 단계;

e) c) 단계에서의 측정에 대해 최대값, 평균값 및/또는 표준편차를 측정하는 단계; 및

f) 단계 e)의 측정에 근거하여 지혈 기능장애를 결정하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 62.

제 61 항에 있어서, a) 내지 c) 단계를 이후의 시간 또는 날짜에 반복하여 질병의 진전 또는 퇴화를 모니터하는 것을 
포함하는 것을 특징으로 하는 방법.
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청구항 63.

제 61 항에 있어서, 상기 지혈 기능장애는 DIC 또는 DIC를 유발하는 잠재력을 갖는 지혈 기능장애인 것을 특징으로 하
는 방법.

청구항 64.

제 61 항에 있어서, 상기 시약은 혈괴 억제제를 더욱 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 65.

제 64 항에 있어서, 상기 시약은 침전물 형성을 유도할 수 있는 금속 양이온을 포함하는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 66.

제 65 항에 있어서, 상기 시약은 이가 양이온으로서 칼슘, 마그네슘, 망간, 철 또는 바륨을 포함하는 것을 특징으로 하
는 방법.

청구항 67.

제 61 항에 있어서, 상기 다른 혈장/시약 비율은 시험에 따라 상기 시약의 농도를 변화시키는 것의 결과인 것을 특징으
로 하는 방법.

청구항 68.

제 61 항에 있어서, 상기 다른 혈장/시약 비율은 시험에 따라 상기 시험 표본의 농도를 변화시키는 것의 결과인 것을 특
징으로 하는 방법.

청구항 69.

제 68 항에 있어서, 상기 시험 표본은 시험에 따라 다른 비율로 희석된 혈장표본인 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 70.

a) C-반응성 단백질 또는 도 21의 레인 5의 300kD 단백질에 결합할 수 있는 리간드를 제공하는 단계;

b) 상기 리간드를 환자로부터의 시험 표본에 부가하고 상기 리간드가 상기 시험 표본에서의 C-반응성 단백질 또는 상
기 300kD 단백질과 결합하는 것을 허용하는 단계;

c) 상기 표본에서의 C-반응성 단백질 또는 상기 300kD 단백질의 존재 및/또는 양을 감지하는 단계;

d) 감지되는 C-반응성 단백질 또는 상기 300kD 단백질의 감지 및/또는 양에 의해 환자의 지혈 기능장애를 진단하는 
단계를 포함하는 면역 측정법.

청구항 71.

제 70 항에 있어서, 감지되는 상기 C-반응성 단백질 또는 상기 300kD 단백질은 상기 시험 표본에 금속 2가 양이온의 
부가로 형성되는 단백질 복합체의 일부인 것을 특징으로 하는 면역 측정법.
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청구항 72.

제 71 항에 있어서, 상기 단백질 복합체는 CRP 및 상기 300kD 단백질을 포함하고 혈청 아밀로이드 A를 더욱 포함하
는 것을 특징으로 하는 방법.

청구항 73.

제 70 항에 있어서, 상기 진단된 지혈 기능장애는 DIC 또는 DIC를 유발하는 잠재력을 갖는 지혈 기능장애인 것을 특징
으로 하는 면역 측정법.

청구항 74.

제 71 항에 있어서, 상기 진단된 지혈 기능장애는 출혈 또는 혈전증을 유발하는 잠재력을 갖는 것을 특징으로 하는 면
역 측정법.

청구항 75.

제 71 항에 있어서, 상기 C-반응성 단백질은 변형, 절단, 변이 또는 전체의 C-반응성 단백질인 것을 특징으로 하는 방
법.

청구항 76.

a) 어떤 개체의 시험 표본에서 피브린의 중합을 일으키지 않고 침전물의 형성을 일으킬 수 있는 시약을 환자의 시험 표
본에 부가하는 단계;

b) 상기 침전물 형성을 나타내는 상기 시험 표본의 파라미터를 시간에 따라 측정하는 단계;

c) 미리 정한 시간에서 상기 파라미터의 슬로프 및/또는 값을 결정하는 단계;

d) 상기 동물 또는 인간의 개체에 약물을 투여하는 단계;

e) 이후의 날짜 또는 시간에 a) 내지 c) 단계를 반복하고, 상기 이후의 날짜 또는 시간에서의 상기 슬로프 또는 값의 증
가 또는 감소가 상기 약물의 유효성을 나타내는 단계를 포함하는, 염증상태 및/또는 지혈 기능장애를 갖는 환자 또는 동
물에 새로운 약물의 유효성을 시험하는 방법.
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