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Sposob stanovenia fibrinogénu

Oblast techniky

Vynilez sa tyka spdsobu. stanovenia fibrinogénu-ehzymatickou
reakciou s trombinom, protrombinovymi fragmentami s " thrombin
like activity " . alebo zmesami tychto 1latok  a potom detekciou
vzniknutého fibrinu napr. Stiepnych produktov fibrinogénu. Dalei
vynalez =zahriuije Einidlo pre stanovenie obsahu fibrinogénu’
v popripade neriedenei a popripade tieZ 'heparfn obsahuijice]

vzorke plazmy.

Doteraisi stav ﬂechnikz

 Stanovenie fibrinogénu v plazme na velky vyznam v ramnci
vyskumu porich zriFania. Pre stanovenie fibrinogéau si zname ako
imunologické , taktieZ funk&éné metédy, ako napr. testy zraZania.
Pri testoch zraZania sa urfi obsah fibrinogénu meranim Casu, kedy

sa vytvori zrazenina.

BeZnii metdédu - stanovenia opisal . Clauss C Acta
Haemat..17,237-246, 1957) .0Oxalatova plazma sa zriedi v pufre o pH
7.4 a prida sa koncentrovany trombinovy roztok. Na ziver sa
s,anOJ} doba aZ do bodu zraZania. Doba zréiania vzorky plazmny,
ktory reagoval s trombinom je ale Jmerna obsahu fibrinogénu len
vtedy, ked hal =zvoleny dostatofne velky prebytok trombinu k
plazme, aby boli prekfyté plazmové rudivé faktory. Za rusivy
fakbtor je povaZovany antitrombin II1 (AT III> ktory predovietkym
spoln = heparinom Géinné pot.lacduje pdOsobenie trombinu. Heparin ije
obuyl e antikoagulaéhé dinidlo a pouZiva sa  ako prisada’pri
aodbere - krvi. alebo ako terapeutikum. Obsah heparinu vo vzorke'

plazny ndZe viest k prediZenym dobam zraZania a tak k nespravnemu

‘wys ledku.

Pasobenie antitrombinu III v plazme tu bude vdaka vysokei

koncentriacii trombinu a vuvdaka zriedenej plazme a tym vdaka
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zniZeniu koncentracie AT III napr. heparinu silne zniZend. Bk sa

vZak plazma nebude riedit. je pdsobenie antitrombinu niekol'’kokrit

silnejdie a doba zraZania sa predlZuie.

Zriedenie plazmy a s tym spojeny dal'Si stupeil spracovania-
znamend pri rutinnych pokusoch znaéné zataZenie. Vedl'a vySsich
pracounych ndkladov a dal'sieho nutného épracovania potenciélhé
infek€nej  plazmy Jje kaZdé 'riedenie zasadnym zdrojom ,chib;

Mimo toho musi byt riedenie ¢&asto prevedené tak, aby zodpovedalo

obsahu fibrinogénu, - ¢o staZuje pracu e automatickymi

analyzatormi.

Obvykle sa riedenie plazmy vykonava za pouZitia veronalového.

pufru, pretoze tento pufor ul'ahcuie tvorbu - meratel’'nych

fibrinavych zraZanin, <¢o najimi u plazmy s nizkym obsahom

fibrinaogénn ulahfuje stanovenie. Veronal je ale sifasne tieZ

narkotikum s navykovym charakteron, ¢&im Jje pouZivanie teijto

substancie zna¢ne staZené.

DalZie pokusy o vyradeni rusivého faktoru antitrombinu III
napr. Heparinu, =zahrfiujiceho neutralizdciu popr. odstrinenie
heparinu. Clinical Chemistry 29, 614-617 (1983) je opisany

spihsob, podl'a ktorého sa heparin vo vzorku plazmy neutralizuije

pridavkom polybrénu. Plazma sa zriedi v pufre o pH 7.4 a po

i dand trombinu sa prenesie do fotometra. Potom sa

nefelonetricky stanovi reakéna rychlost. i

I'nn pridani enzymu hadieho jedu s dfinnostou podobnou
trombinu (hatroxobin) mniesto trombinu, mdZe byt fibrinogén v

plazne stanoveny nezavisle na rugivych uvedenyvch faktoroch. Tieto

enzymy  hadieho jedu nie sii viacmenej inhibovang AT III napr. -

heparinom.

PouZitie proteinov, ktoré nie sii povaZované za priradzene .

zraZajice enzymy, ako popr. enzymy hadich “edov, v spOsobe

stanovenia I'udskych proteinov je problematické. Reakcie medzi

enzymon zvierata, ktorym nie je cicavec a ludskym proteinom sdi =
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Zasto nedpecifické. V silade s principom biochemickej analytiky,
porovnat a skimat len rovnaké s rovnakym, je snaha o to. pouZivat
pre stanovenie - 'udskych proteinov rovnako len enzymy cicavcov a

medzi inymi ludské enzymy, ako reak€ného partnera.

Trombin mdZe byt vyrobeny aktivaciou protrombinu. Ako
medzistupne - vznikaji behon 'éktivécie meizotrombin‘: (MT) a
neizot.rombin (desF1). Dvojretazcové trombinové medziprodukty ale
vykazujii za pritomnosti protrombinu protedzovi aktivitu, ktora je
podobna aktivite trombinu (* thrombin like activity"). Si teda
schopné napriklad Stiepit substraty, ktoré by mohli byt premenené
trombinom. * Trombin like  activity" je tieZ protedzovd aktivita,
ktora umoiiuje Stiepit trombinové substraty.. ktory¥ch idnové

sily, inhibitory, efektory, .alostérické védrajEJe pbsobenie atd.

nenusi bezpodmiene&ne byl zhodné s tymito parametrami pre’

trombin.

AKtivita hoviadzieho enzymnu meizotrombinu, meizotrombinu
. ¥

(desi'1) a Lrombinu boli porovnavané v J.of Biol.Chemistry 265,

10693-10701 ¢ 1990) pri hodnote pH 7.4. Meizbtrombin vykazuje len

2% “fibrinogén clotting activity” Trombinu. Tato zniZena aktivita'

moZe viak tieZ opdt byt 10 aZ 15 % obsahu MT (desF1) v pripravku.

MT. P're MT (desF1) bola naidena aktivita 14 % trombinu.

lest ehzymatickej premeny fibrinogénu na ribrin sa obvykle

vvkoniava pri hodhote pH v oblasti 7.4 aZ 8,0.. TAato oblast pH sa’

ohvvlkle pouZiva pri enzymatickych reakciach trombinu, lebo

zodpovedd fyziologickému rozsahu pH. Optimalna pH hodnota pre.

trombinovii aktivitu leZi bhlizko pH 8.

Cielom vynalezu de najdenie spdsobu stanovenia fibrinogénu
pomocou testov zraZania, ktory by odstranil uvedené nevyhady
zndmych spdsobov  a mohol byt naijm3d vykonavany i.ieZ wvo vzorkach

neriedenej plazmy nezavisle na obsahu AT III napr. heparinu.
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Podstata vynalezu-

T4ato iloha je podla vyndlezu rieSena spdsobom stanovenia

f ibrinogénu nezévisl?m',na inhibitoroch trombinu enzymatickou

premenou trombinom, protrombinovymi fragmentami. s "-trombin‘like‘~

activity” alebo zmesi tychto 1latok a potom detekciou vzniknutého

fibrinu napr. Stiepnych produktov fibrinogénu, ktory sa vyznaéujé

tym, Ze sa -enzymatickda  premena fibrinogénu wvykonava  pri pH.

rozsahu 4 a¥ 7.3 a detekcie vzniknutého fibrinu sa -vykonava

stanovenim doby =zraZania, popripade fibrinogénovych Stiepnych

produktov. Potom sa deteguje vzniknuta zrazenina fibrinu.
Detekcia sa moZe vykonaval fotometrickym alebo turbidimetrickyn
stanovenin doby zraZania. K protrombinovym fragmnentom s “trombin

1ike activity" sa 'poéitajﬂ naima zmesi MT. MTb(des ‘'F1) alebo

tvehto LAtok samotnych. Koncentracia napr.pomery zmesi pouZitych -

enzynov sa voli tak, Ze dje zaruceny linearny vztah v o moZno

naigirfom rozsahu obsahu fibrinogénu vo vzorke.

Tie? proteiny vyrobené génovou technikou, ktoré na zaklade
svaiei Struktiry vykazunjd aktivitu podobnui trombinu a v porovnanfi
5 ermhfnmm vykazuii nepatrmi aktivitu k antitrombinu III, s

vhodng pre spdsob podla vynalezu.

Uskutodnenie spdsobu stanovenia v uvedenej oblasti pH &ini
t.oto tak daleko nezavislym na uvedenﬁch rugivﬁch faktoroch AT IIIX
a heparinu, Ze stanovenie fibrinogénu  m&Ze byt vykonané
jednoduchym . spbsobom zriedenyn a popripade - tieZ heparin

obsahuijitcim vzorka plazmy.Pridavkovy stupeil riedenej plazmy mnéZe

byt pri spiisobe podl'a vyndlezu vynechany, &im sa vysledok testu

zlepfi vylhidenim eventualneho zdroja chyb.

Vyndlez spofiva na poznatku, Ze je moZné potladit inhibiciu

posobenim AT III/heparinomn pri pH 4 a¥ 7.3, pricom cez

suboptimalne podmienky Jje dosiahnutie trombinovej aktivity "k
enzymatickei premene fibrinogénu. 0 niefo =zniZena aktivita
trombinu m& dokonca ti vyhodu, Ze doby =zraZania nie sii prilis

kratke a su lahko zaznamenatel'né.

T LT A P TR YT T RO AT




Pri pouZiti trombinu, protrombfnov?éh fragmentaov sAPtrombih‘

like activity" alebo ich zmesi bolo =zistené, Ze trombinova

aktivita v uvedenom rozsahu pH, . vyhodne pri pH 5 aZ 7 alebo

najvvhodneisie pri pH asi 6, je optimdlna . pri .stanoveni-

fibrinogénu nezavisle v inhibitoroch trombinu.

Enzymatickid premena fibrinogénu sa vyhodne vykonava v pufre

s molaritou tlmiacich soli v rozsahu 0,02 aZ 05 M. najvyhodneijsie

s pufrom 0,1 aZ 0,25 M. Idnova sila sa popripade ndZe zuyEit

pridavkom soli, ako je chlorid sodny. Bolo zistend, Ze trombit je
predovietkym  pri nizkych idnovych sildach necitlivy voZi. AT
IiY¥-inhibicii. Pre vykonanie spdsobu podl'a Qynéﬂezu je ale tieZ

pouZitel ne prostredie s puf rovacou kapacitou v porovnani

S rlarznovou  vzorkou rovnakou alebo wvy3ESou, aby sa =zachovalo

Curndemt pi v priebehu spdsobu stanovenia.

Vvhadne sa vykonava stanovenie fibrinogénu =z neriedeného a
popripade  LieZ heparin obsahuiiicei vzorky plazmy, v ktorom je

tLieZ pritomny v neutralizovanej forme.

Vynalez sa tyka t.ieZ C¢cinidla pre sil.anovenie obsahu

fibrinogénu v Zirokom rozsahu neziavislého na inhibitoroch
trombinu vzorky popripade zriedenej a popripade tieZ heparin
obsahujiicei plazmy obsahujilice]j trombinu, protrombinové fragmenty

s trombin like activity" alebo ich zmesi pre enz?matickﬁ premenu

fibrinogeénu v hufre o pH v rozsahu 4 aZ 7,3 a potom pre detekciu

i

vzniknutého fibrinu stanovenia doby zraZania. napr. Stiepnych

produktov fibrinocgénu. Cinidlo sliZi k ijednoduchému stanoveniu
fibrinogénu, bez zdlhavého riedenia wvzorielk plazmy alebo
neutralizdcie napr. odstraifiovania heparinu zo vzoriek plazmy.. '

Vyndlez bude bliZZie vysvetleny nasleduijidcimi prikladmi.

Priklady. uskutofnenia vvynilezu.

Stanovenie fibrinogénu pri pH 6 a pH 8:
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Pre porovnanie sa pouZiji meizotrombin a trombin pri pH 6 a

pH 8 a sbtanovi sa " doba zraZania v zavislosti na - obsahu

fibrinogénu vo vzorkach plazmy. Meizotrombin sa pripravi
aktivaciou I'udského protrombinu imobilizovanym ekarinon

(fa.Pentapharm) postupom podl'a Srackera a Mullera

(Thromb. Haemostasis 65 (6) abstrakt 855 (1991). Vzofky{.

obsahujice plazmu s réznym obsahom fibrinogénu boli pripravené

pre testovanie.

50 s/ul vzorky plazmy boli zmieSané s ,100/ul pufra ¢ 0,2 M
Tris HCl-pufr., pH 8 alebo 0,2M fosfatovy pufr, pH 6> a 150/ul

meizobronbina ¢ 15 NIH-analog j./ml) alebo.trdmbinu ¢ 10 NIH

j./ml»  Trombin Reagent, fa.Immuno) a pri 37°C sa stanovi doba"

raZania Schnitger-Gross-Koagulometrem  ( Fa.Ameliing). Stanovenie
sa uykondava ako za nepritomnosti tak za pritomnosti heparinu (1

J-/mi).

7 tabuliek Jje =zrejmné, Ye priebeh kriviek wvztahu pre

fibrinogén je pri pH & nezavisly na obsahu heparinu vo vzorke.'

Obhsahom heparinu vo vzorke sa vSak doby zraZania pri pH 8
predlZia, a to ako pre meizotrombin, taktieZ pre trombin ako

zraZajiici enzym.
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) I
Meizotrombin
pH 8 : pH &6
obsah fibrinogénu bez hep. s hep. bez hep. s hep.
(mg/ml)d
310 8,0 10,6 30,1 30,1
2343 11,1 15,1 50.7 49,1
94 26,0 35,5 166, 4 157,95
[SY-0N 35,6 250 250 250
Trombin
pH 8 . PH 6
aobsah £ibrinogénu bez hep. s hep. - bez hep. s ‘hep.
(mg/nl)d
373 11,6 200 18,6 17,3 :
310 16,1 200 24,1 24,1
238 25,6 200 Z8.4 30,1
100 50,0 200 85,9 89,8
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PATENTOVE NAROKY

1. Spésob stanovenia fibrinogénu v Sirokom rozsahu nezdvisly na -

Cinhibitoroch trombinu enzymatickou premenou trombinonm,

protromhinbv?mi fragmentami s " trombin like activity * alebo ich

suesani a potom detekciou vzniknutého fibrinu popripade Ztiepnych

produktov  fibrinogénu, vyznacujici sa’ tfm, .Ze sa enzymaticka
premena fibrinogénu vykondva pri pH v rozsahu 4 aZ 7.3 a detekcia
fibrinu sa vykondva stanovenim 1d0by‘ zraZania napr. §tiepn§ch
produktov fibrinogénu. ; :

2. Sposob podla naroku 1, vyznacuiici sa tym. .ze sa enzymatické
premena fibrinogénu vykonava v pufre s molaritoultlmiacich soli v
rozsahu od 0,02 do 0,5 M. vvhodne 0,1 aZ 0.25 M, ako i po zvy3eni{

idnoveij sily pridavkom soli , ako je NaCl.

3. Spésob podla naroku 1, vyznafujiici sa tym, Ze sa stanovenie

fibrinogénu vykondva =zo zriedenej a popripade tieZ heparin

ohsahuijiceij vzorky plazmy.

4. Cinidlo pre stanovenie obsahu fibrinogénu siroko nezavislého
na inhibitoroch trombinu v popripade nezriedenej a napriklad tieZ

heparin obsahuiicej vzorke ‘plazmy, obsahujiceij trombin,

protrombhinové fragmenty s "trombin like activity” alebo ich Zmesi-

pre enzynatickid premenu fibrinogénu a potom pre detekciu
vzniknut.ého fibrinu pomocou doby zraZania napr. Stiepnych

produktov fibrinogénu v pufre o pH v rozpiati 4 aZ 7.3 3
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