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A taldlmany tdrgya eljaras és reagens a biologiailag
aktiv heparin meghatarozasira plazmaban.

A heparin meghatarozasa fontos paramétere a trom-
bozisveszély esetén rendszerint folytatott heparinterapia
folyamat ellenérzésének. A heparin antitrombin IlI-mal 5
(AT 1II) komplexet képez, amely a irombin proteolitikus
aktivitasdt csokkenti. Mivel a trombin fibrinnek fibrino-
génbdl vald képzodését katalizdlja, a trombinaktivitds
felelGs a vér vagy plazma alvadasdért, és igy a trombozis
esetén keletkezé fibrinalvadékért is. A heparinterapiat 10
féleg trombozisveszély fennéllisa esetén (példaul sebé-
szeti beavatkozasok eldit) alkalmazzik. A heparinkon-
centracié pontos beallitdsa ekkor rendkiviil fontos. Tul
alacsony adagoldas esetén fennall a trombozis illetve em-
bélia veszélye, ami haldlhoz vezethet. Tal magas hepa- 15
rinkoncentracié ellenben elvérzéshez vezet. A heparin
kvantitativ analizise ezért a véralvadasvizsgald laborato-
riumban gyakran elvégzend6 vizsgilatokhoz tartozik.

A heparin meghatarozisira a gyakorlatban minded-
dig 1ényegében két modszert alkalmaztak: 20

1. A vér vagy plazma alvadasi aktivitdasanak meghata-
rozisa. Az ezen alapulé eljarasok még nem kielégitdek.
Alacsony koncentricidtartoméanyban az érzékenység
tal csekély, magas koncentrdcional viszont az alvadds-
képtelenség miatt mar nem alkalmazhatok. [Lasd 25
Thromb. Res, 8, 413 (1976)).

2. Ujabban kromogén szubsztratokat alkalmaznak az
Xa enzimfaktorhoz vagy trombinhoz. [J. Clin. Chem.
Clin. Biochem. 15, 239 (1977)].

Ez az wijabb eljaras a kovetkezd elven alapul: 30
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A plazmamintat, amely a meghatarozandoé heparint,
valamint ismeretlen, vdltozé mennyiségii antitrombint
HI-t (AT I, illetve heparin-kofaktor) tartalmaz, AT
11 jelenlétében Xa faktorral, illetve trombinnal inku-
baljak. A hozzaadott AT I1ll-nak egyrészt a mintaban
levé kiilonbozé AT 1II mennyiségeket folosleg alkalma-
zdsaval ki kell egyenlitenie, mdsrészt az sziikséges, hogy
a teszt érzékenységét, kiilonodsen alacsonyabb heparin-
koncentracio-tartoméanyban kielégitGen megnovelje. Az
AT III normalplazma formajaban adhato, amely min-
dig fiziol6gias mennyiségli AT I11-t tartalmaz, vagy tisz-
titott AT I forméjaban. Az inkubdcid soran a minta-
ban levé heparin katalitikus uton az AT 111 konforma-
ciovaltozasat okozza, ami ennek aktivilodasaval jar. Az
aktivalt AT 11 képes arra, hogy az inkubacios oldatban
jelenlevd Xa proteolitikus enzim, illetve trombin egyré-
szét spontan kialakulé kovalens kotés Gtjin inaktivalja.
A heparinnal aktivalt AT 111 altal nem gatolt proteoli-
tikus enzim egy megfelelé6 kromogén szubsztritbol,
rendszerint egy p-nitro-anilint tartalmazo peptidbél, igy
Bz-1le-Glu-Gly-Arg-pNA-bol ilietve Tos-Gly-Pro-Arg-
-pNA-bol képes a p-nitro-anilin szinezék felszabaditasa-
ra, amelynek extinkcioja 405 nm-nél mérhetd. A hozza-
adott enzimaktivitds (AE,/perc) és az inkubdcio utdn
mért maradék aktivitas (AE,/perc) kozotti kilonbség
kalibracios gorbe segitségével Osszefiiggésbe hozhato a
mintiban levd heparinkoncentraciéval. Az alabbi reak-
ciovazlatok magyardzzak az eljarast:

heparin

1. AT III -~ AT It
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+enzim . .
II. AT 111+ — enzim-AT 1T +enzim
(felesleg)
(maradék)
I11. Tos-Gly-Pro-Arg-pN ( dék) Pro-
-Arg-OH

+p-nitro-anilin
(A + jel aktival4st jelez.)

Folos mennyiségli AT Tl normalplazma vagy tiszti-
tott AT III form4ajaban val6é hozzdaddasaval az ezen el-
jaras szerint végzett heparinmeghatarozas messzeme-
nden fiiggetlen a plazmamintaban levé AT I1I-tol. igy
a mintaban jelenlevé osszes heparint meghatirozzak,
amely az AT I[I-on at trombin, illetve Xa-faktor inakti-
valasara képes. Azt talaltuk azonban, hogy ennek a
rendszernek a kovetkezd hatranyai vannak: a paciens-
plazmakban nem ritkan el6fordulé AT Ii[-hiiny a hoz-
zdadott AT HI miatt nem vehet$ észre. Olyan extrém,
de a klinikai gyakorlatban mindazonaltal eléfordulé
esetben, ha a péciens plazmdjaban gyakorlatilag nincs
AT 111, egy egyediili heparinterdpia hatastalan lenne.
A heparin semmilyen bioldgiai hatast nem gyvakorolhat-
na mar a trombinra. Az orvos igy eszerint a tesztelv
szerint hamis képet kapna a paciens véralvadasi képes-
ségérél. Kovetkezésképpen a heparinmeghatarozashoz
kiegészitésképpen egy AT Il meghatarozast is kell vé-
gesni.

A taldlmany feladata ezért olyan eljiras kidolgozdsa,
amely alkalmazéasaval heparin bioldgiai aktivitasa koz-
vetleniil meghatarozhato.

Ezt a feladatot a taldlmdny szerint a plazmdban levd
heparin biolégiai aktivitdsdnak meghatarozisira szol-
galo olyan eljarassal oldjuk meg, amelynek soran egy
proteolitikus enzimet és ennek egy kromogén szubszt-
ratjat adjuk hozza a rendszerhez, és a kromogén szubszt-
ritbol felszabadulo szinezéket mérjiik ; proteolitikus en-
zimként trombint vagy Xa faktort alkalmazunk, és a
meghatdrozdst antitrombin IIl hozzdadasa nélkiil vé-
gezziik.

Az irodalomban talalhaté adatok szerint tisztitott
AT 11 hozzdaddsdval a heparinmeghatarozas érzékeny-
sége annyira megnovckszik, hogy kis (10 egység/liter)
heparinmennyiségek is meghatdrozhatok lesznek.

A taldlmdny szerinti eljdras alkalmazdsaval meglepd
modon az is lehetséges, hogy AT 11 hozzdaddsa nélkil
is kielégito érzékenységgel mérjiink a plazmaban kis
koncentrdciotartomanyban, normal AT 111 szint esetén.
A meghatarozas példaul 37 °C-on 20 USP/liter plazma-
koncentracional még kielégits pontosséggal elvégezhets.
Mivel a vizsgdlati rendszerhez kilon AT I1I-t nem
adunk hozz4, a trombin inaktivalds biolégiai mechaniz-
musdnak megfelelden mindkét paramétert, a heparint
és az AT Ili-t is értékelhetjilk. A mintdban levé AT
IHI-on keresztiil a heparin, amelyet a mintaban megha-
tarozunk, kifejtheti biolégiai aktivitisit a trombin in-
aktivalasa formajaban, Ez az eljaras a pdciens véralva-
dasi allapotanak kozvetlen ellendrzési lehetdségét biz-
tositja az orvosnak a heparinterapia soran.

A proteolitikus enzim kromogén szubsztrétjai alatt
altalaban olyan szubsztratokat értiink, amelyekbdl az
enzim hatdsara szinezék hasad le. Ez a spektrum lathaté
tartomanyidban meghatdrozhaté szinezék, valamilyen
fluoreszcens szinezék vagy ultraibolya tartomanyban
meghatdrozhat6 valamilyen szinezék. El6nyds kromo-
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gén szubsztratok olyan peptidek, amelyek egy arginin-
rész karboxilcsoportjan amidkotéssel kapesolddd szine.
zéket tartalmaznak. Kilonosen alkalmas a p-nitro-
-anilid-csoport, valamint ebbol szubsztiticioval leveset-
het6 hasonloé szinezékek. Kapesolodhatnak azonban az
argininrész karboxilcsoportjahoz mas aminocsoport-
tartalma szinezékek is.

Trombin alkalmazdsa esetén szubsztratként elényé-
sen Bz-Phe-Val-Arg-pNA-t, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA.
vagy Tos-Gly-Pro-Arg-pNA-t hasznilnak.

Xa faktor alkalmazisa eseién el6nyosen Bz-Ile-Glu-
-Gly-Arg-pNA-t hasznalnak kromogén szubsztratként,

Az eljaras koriillményei pH-€rték, ido, homérséklet és
hasonlék tekintetében lényegében megfelelnek az isment
cljdrasoknal alkalmazottaknak. Elényosen pH 8,0-ndl
és trisz(hidroxi-metil)-amino-metan/sosav pufferrel dol-
gozunk. Mas pufferrendszerek, igy példaut trisz(hidroxi-
-metil)-amino-metan/imidazo! vagy imidazol/sésav puf-
ferek is alkalmazhatok. A meghatarozast célszeriien
szobahomérsékleten végezzitk. Végezhetd azonban a
meghatirozis magasabb (30-16l 37 "C-ig terjeds) hé-
mérsékleten is, ahol magasabb trombinaktivitasnak
megfelelSen kisebb enzimkoncentraciokat adunk hozza,

A vizsgalati elegyben optimalis ionerdsség elérése cél-
jabol a pufferoldathoz sékat, elényosen alkalifémklori-
dokat, igy nétrium-kloridot vagy kalium-kloridot adunk
hozza. A plazmamintiban levs zavars idegen proteaz
aktivitasok csokkentésére elonyosen aprotinint alkal-
mazunk.

A taldlmdny targyat képezi tovabba a plazmaban levo
heparin meghatdrozisara szolgdlo reagens is, amely 1é
nyegében

0,01—0,3 mél/liter 6—9 pH-ja puffert,

0,01—0,25 mol/hiter alkalikloridot,

200—1100 egység/liter trombint vagy Xa faktort,

0,05—10 mmol/liter kromogén szubsztratot,

0—0,01 g/liter aprotinint,

0—0,03 mél/liter etilén-diamin-tetraecetsavat és

0—10 /gliter poli-etilén-glikolt
tartalmaz.

A trombin, illetve Xa faktor mennyiségénél megadont
egységek (a tovabbiakban is) a National Institut of
Health (NIH) definiciéi szerinti egységek.

A taldlmény szerinti eljaras ¢s reagens elonye, hogy a
vizsgalat Kivitelezéséhez egy komponenssel kevescbb
sziikséges, mint az ismert eljardsokhoz. Kovetkezésképp
a vizsgalat manualis elvégzése cgyszerlibb. Az eljaris
azonban mindenckel6tt analizald automatakra valo al-
kalmazast illetéen elonyosebb. Tovdbbd, az AT -
hozzhdadds elhagyasa rendkiviil kedvezéen hat a megha-
tarozas koltségeire. A normalplazma valamint a tiszti-
tott AT Il hozzaférhetosége korlatozo faktort jelent.
Az eljards lényeges eldnyeként emlitendé az alkalmazo
részére a klinikan megnovekedett vizsgalati kapacitas.

Az eljaras kivitelezhet6 kinetikusan, amikor a trom-
bin-kiindulasi aktivitas reakcidsebessége és a trombin-
maradék aktivitds reakciosebessége kozvetleniil 2
szubsztrattal valo reakcié meginditasa utan szolgainak
mérési értékiil. Alkalmazhato toviabba a végériék-eljards
is, amelynél bizonyos mérési id6 utin a reakciét savval,
péld4ul ecetsavval, valé pH-eltolassal ledllitjik.

A teszt-keverék példaul a kovetkezoket tartalmazza:
0,045 mol/liter 8,0 pH-€rtékii trisz/sosav puﬂer

0,14 mél/liter natrium-klorid,

0,01 mél/liter etilén-diamin-tetraecetsav,
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9 g/hter poli-etilén-glikol,

0,01 g/liter aprotinin,

300 egység/liter trombin,

0,14 mmol/liter Tos-Gly-Pro-Arg-pNA.
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A rcagens Osszetétele a kovetkezo:

0,01—0,3 mol/liter 6—9 pH-¢ériékii pufler,
0,01--0,25 mol/iiter nawrium-klorid,
0,001—0,03 mol/liter etilén-diamin-tetraccetsav,

5 200—1100 egység/liter trombin,
=0,05 mmol/liter szubsztrat,

Példa: 0—0,01 g/liter aprotinin és

0—10 g/liter poli-etilén-glikol.

Az alabb leirt példat a kinetikus eljaras szerint a ko-
vetkez6 reagensek alkalmazasival valositjuk meg: 10

1. reagens: Szabadalmi igénypontok

0,05 mol;liter 8,0 pH-ér1ék trisz/sosav pufler,

0,15 mol/liter natrium-klorid, 1. Eljdras plazmaban levé heparin biologiai aktivitd-

0,01 mol/liter etilén-diamin-tetraecetsav, sanak meghatirozisira proteolitikus enzim ¢s kromo-

10 g/liter poli-etilén-glikol, 15 gén szubsztritjinak hozzaaddsdval és a kromogén

0,01 g/liter aprotinin, szubs/tritbol felszabaduld szinezék mérésével, emellett

330 NIH/liter trombin. kromogén szubsziriitként ¢lénydsen olyan peptid alkal-

2. reagens: mazisdval, amely egy argininrész karboxilesoportjdhoz

1,5 mmol/liter Tos-Gly-Pro-Arg-pNA. amidkotésse! kapesolddo  p-nitro-anilid-csoportot tar-

Meghatérozasi korillmények : 20 talmaz ¢s proteolitikus enzimként, trombin alkalmazi-

Meérési hullamhossz: Hg 405 nm; a kiivetta réteg- sa esetén szubsztratként clonyosen Bz-Phe-Val-Arg-
vastagsaga: 1 cm; inkubécios hémérséklet : szobahémér- -pNA, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA vagy Tos-Gly-Pro-Arg-
séklet. -pNA, illetve proteolitikus enzimként Xa faktor alkal-

A kivettaba 2,0 ml 1. reagenst pipettdzunk, hozzi- mazdsa csetén kromogén szubsztratként clényosen Bz-
adunk 0,02 ml mintat, és dsszekeverjilk. Az clegyet 3 25 lle-Glu-Gly-Arg-pNA alkalmazasidval, azzal jellemezve,
percig 25 °C-on inkubdljuk, utdna hozzakeveriink 0,2 ml hogy proteolitikus enzimként trombint vagy Xa faktort
2. reagenst. Az extinkciét 3 percig regisztraljuk 25 °C-on. alkalmazunk.

Mérési sorozatonként egy vakprobat kell végezni. Itt 2. Az 1. igénypont szerinti ¢ljards foganatositdsi méd-
a plazmaminta helyett vizet adunk a rendszerhez. ja, azzal jellemezve, hogy a vizsgilati clegyhez aprotinint

Kiériékelés: 30 is adunk.

Megillapitjuk a kiillonbséget a vakprébanal 3 percen 3. Reagens plazmdban levd heparin 1. igénypont sze-
&t mért extinkcidvaltozas és a mintanal 3 percen at mért rinti meghatdrozasara, azzal jellemezve, hogy
extinkcidvéiltozas kozott. Ez a kiilonbség a plazmaban 0,01—0,3 mél/liter 6—9 pH-értékii puflert,
levé heparin biologiai aktivitasanak mértéke. Eppigy 0,01—0,25 mol/liter alkalifém-kloridot,
haszndlhaté a 3 perc mulva mért abszolit extinkcio a 35 200—1100 cgys¢g/liter trombint vagy Xa faktort,
kiértékeléshez, amint az 1. dbran abrazoljuk. Ez az 1. 0,05—10 mmol/liter kromogén szubsztratot,
adbra 18 plazmamintira kapott eredménycket mutat, 0—0,01 g/liter aprotinint,
amelyekhez mért mennyiségii heparint adtak, tugyhogy 0—0,03 mol/liter etilén-diamin-tetraccetsavat,
0,05-161 1,0 USP heparin/ml plazma ké6z6tti koncentra- 0—10 g/liter poli-etilén-glikolt
ciétartomanyt fog at. 40 tartalmaz.
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