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ROVIDITESEK JEGYZEKE

APC
APTI
Asn
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AUC
CAT
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FEU
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FIl hom
FIl het
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FVL hom
FVL het
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aktivalt protein C

aktivalt partialis thromboplastin idé

aszparagin

antithrombin

area under the opacity curve, gorbe alatti tertilet

Calibrated Automated Thrombogram

C4 binding protein, C4-kot6 fehérje

confidence interval, konfidencia intervallum

Coagulation Inhibitor Potential, Koagulacio Inhibitor Potenciél
C-Reactive Protein

coefficient of variation, variacios koefficiens

intrainduvidudlis biologiai variabilitas

interindividualis bioldgiai variabilitas

D-dimer Units

Disseminated Intravascular Coagulation, Disszeminalt Intravaszkularis
Koagulacio

glik6zaminoglikéan

heparine binding site, heparin kétéhely

the Human Gene Mutation Database, human gén mutacids adatbazis
Endogenous Thrombin Potential, Endogén Thrombin Potencial
Fibrinogen Equivalent Units

prothrombin gén G20210A mutacio

prothrombin gén G20210A mutécié homozygota

prothrombin gén G20210A mutécio heterozygota

factor V Leiden mutacio

factor V Leiden mutacié homozygota

factor V Leiden mutacid heterozygota

Haemolyticus Uraemias Syndroma

International Normalised Ratio

low molecular weight heparin, alacsony molekulasulyl heparin

mélyvénas thrombosis



OCP Overall Coagulation Potential, teljes alvadéasi potencial

OFP Overall Fibrinolysis Potential, teljes fibrinolysis potenciél
OHP Overall Haemostasis Potential, teljes haemostasis potencial
PC protein C

PE pulmonalis embdlia, tiidéembolia

Pl prothrombin 1d6

PIVKA protein induced by vitamin K absence, K vitamin fliggd véralvadasi fehérje
PS protein S

RCL reactive center loop, reaktiv kdzponti hurok

RS reactive site, reaktiv hely

S secundum, méasodperc

SD standard deviacio

SE standard error

TI thrombin id6

™ thrombomodulin

t-PA tissue plasminogen activator, szdveti plazminogén aktivator
TTP Thromboticus Thrombocytopenias Purpura

U unit

UFH unfractioned heparin, nagy molekulasulyd heparin

VTE vénas thromboembolia



ABSZTRAKT

A thrombophilia egy olyan hiperkoagulaciés allapot, amely vénas thrombosis
kialakuldsdhoz vezethet. Laboratériumi vizsgalata id6- és koltségigényes, hiszen az egyes
defektusok, mint az antithrombin-, protein C-, protein S deficiencia, FV Leiden mutécid,
prothrombin gén mutéacio csak kulon-kulon vizsgalhatok. A laboratoriumi diagnosztikaban
elényos lehet egy olyan globdlis teszt bevezetése, amellyel kénnyen eldonthet, hogy a
beteget szilkséges-e tovabb vizsgalni az elébb emlitett defektusokra a thrombophilia pontos
tipusanak meghatérozasédhoz vagy sem. Erre a célra igéretes metodikanak tiinik a Koaguléacié
Inhibitor Potencial (CIP) teszt.

A dolgozatom alapjat képezé munka elsé felében az eddig manualis kivitelezésti CIP
metodika optikai véralvaddsi automatdra torténd adaptacidjat végeztik el, majd
megvizsgaltuk a teszt megbizhatosagat és alkalmaztuk kontroll és velesziletett
thrombophilids betegek mintain. Eredményeink alapjan a CIP metodika alkalmasnak tiinik az
egeészséges €s a thrombosishajlammal rendelkezd betegek elkiilonitésére. Ezaltal lehetévé
valhat, hogy csak azoknal a betegeknél torténjenek meg a tovabbi koltséges, specialis
veralvadasi vizsgalatok annak érdekében, hogy kidertljon a velesziletett thrombophilia
hatterében 1év6 ok, akiknél a CIP metodikéval kapott eredmény pozitivnak bizonyult. Az
automatizalds altal a teszt kivitelezése gyorsabb lett, egyszerre tobb beteg mintajat is lehet igy

analizalni, és a manualis tevékenységbdl adodo esetleges random hibak is kikiiszobolhetokke

valtak.

A munka masodik felében komplikacidomentes varanddos ndk rutin véralvadasi
paramétereit vizsgaltuk a 16., 26. és 36. gesztaciés hét alkalmaval gytijtétt vérmintabOl.
Vizsgéalataink soran meghataroztuk a prothrombin idét, aktivalt partialis thromboplastin id6t,
thrombin idé6t, fibrinogént és D-dimert, ezen feliil ezeken a mintakon is alkalmaztuk az el6bb
ismertetett CIP metodikat. Eredmenyeink alatdmasztjak, hogy a terhesség elérehaladtaval a
haemostasis rendszer hiperkoagulacios iranyba tolédik el, ami thrombosis kialakulasara
hajlamosithat. Méréseink segitségével 0j, a vizsgalt populaciora jellemz6 gesztacios kor
szerinti referencia tartomanyokat illetve cut-off értéket allitottunk fel ezen rutin véralvadasi

paraméterek esetében, amellyel hozzajarulhatunk a megfelel6 klinikai dontéshozatalhoz.
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|. BEVEZETES

|.1. A thrombophilia altalanos jellemzoi

A normal haemostasis a véralvadasért felelds cellularis és molekularis elemek
kiegyensulyozott interakcidjanak eredménye, melynek célja az intakt keringés fenntartasa. A
haemostasisban résztvevo sejtek és fehérjék koros mitkodése fokozott thrombosiskészséghez
vagy vérzékenységhez vezet.

A cardiovascularis rendszeren belil in vivo képz6dott véralvadékot thrombusnak, a
thrombusképz6dés altal 1étrehozott klinikai korképet thrombosisnak nevezzik. Amikor a
thrombus vagy a thrombus egy része leszakad, majd valamely érben elakad, akkor
embolizaciorol beszéliink. Kialakulasanak helyétol fiiggben artérias vagy vénds thrombosist
kilénboztetiink meg.

A mélyvénds thrombosis (MVT) és a tiidéembodlia (PE) ugyanannak a klinikai
entitasnak, a vénds thrombembolidnak (VTE) két kiillonb6zd manifeszticidja. A VTE
viszonylag nagy szamban fordul el6 a nyugati populdcioban. Az elsd vénds thrombosis
incidenciaja 1-2 esemény/1000 beteg-év [1-4]. Az akut esemény kapcsan 3-25 %-0s a
haldlozasi arany. Gyakori a recidiva, a betegek 30 %-a 10 éven belll Gjabb thrombotikus
eseményen esik at [5].

A vénéds thrombembodlidt ma multifaktorialis betegségnek tartjak, melynek
kialakulasaban genetikai tényezOk ¢€s kornyezeti hatasok egyiitt vesznek részt. A tulélés
javitasa, a recidivak és a szovédmények megeldzése érdekében a VTE el6forduldsat minél
nagyobb mértékben meg kell eldzni. Ezert fontos a rizikonak kitett személyek azonositasa. A
thrombosisra val6 fokozott hajlam (azaz a thrombophilia) oka lehet a haemostasis rendszer
velesziletett vagy szerzett rendellenesége vagy a ketté kombinacioja.

A thromboembolias megbetegedések kialakuldsaban patofizioldgiai tényezok is szerepet
jatszanak, amit Virchow mar 1856-ban k0zzé tett. Ezek a kovetkezék: 1. az érfal
rendellenessegei, 2. a vér aramlasi tulajdonsagainak (stasis), valamint 3. Osszetevéinek
(alakos elemek: vorosvértest, fehérvérsejt, thrombocyta; plazmafaktorok) megvéltozasa
(Virchow 1856) [6]. Az egyes komponensek jelentdsége azonban attol fliggden eltérd, hogy a
thrombotikus esemény a vénakban, az artéridkban vagy a Kiserekben jon létre. Artérias
thrombosisndl az érfal elvaltozasainak, vénas thrombosisok esetén a stasisnak és a
hiperkoagulabilitasnak tulajdonitanak elsOsorban jelentdséget. Ezekben a valtozasokban

szerepet jatszo kockazati tényezok lehetnek szerzettek, velesziiletettek, valamint a kettd
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kombinécidja. A szerzett thrombophilidk lényegesen gyakoribbak, mint a velesziletett

formék.

1.2. A szerzett thrombophilia kockazati tényez6i

A VTE legfontosabb szerzett kockazati tényez6i a kovetkezOk lehetnek, ezek kozil a
malignus betegségek ¢és a varandossag alatt fellépd véralvadasi eltéréseket lejjebb

részletezem.

e malignus betegségek: mechanikai hatas (vénas kompresszio) kovetkeztében kialakult
stasis; prokoaguldns anyagok: szoveti faktor-, cancer procoagulant A termelés. A
thrombosis rizikodja jelent6s (2-19 x), fligg a daganat, kemoterapia tipusatdl ill. egyéb
rizikotényezoktol [7-9].

e szivelégtelenség: lassult vénds &ramlas. A thrombosis el6fordulasa 10-22%-0s.
[10,11]

e nefrozis szindréma: antithrombin Kilrllés a proteinuria részeként. A thrombosis
kialakulasanak rizikoja 2 x-es. [12]

e paroxysmalis nocturnalis haemoglobinuria (PNH): a hemolizis sordn a
vorosvérsejtekbdl  felszabaduld thromboplasztikus anyagok hozzajarulnak a
hiperkoagulacio kialakulasahoz. A thrombosis eléfordulasa 10-20%-0s. [13]

e varicositas: lassult vénas &ramlas, érfalgyulladds. Enyhe rizikdé thrombosis
kialakulaséra.

e antifoszfolipid szindroma: lupus antikoagulans. 9 x-es a rizikd fokozddas. [14]

e miitét: nagy hasi mitét esetén 30 % a kockdazati tényezd VTE eléfordulasara, elektiv
ortopédiai miitétnél 50-60%. [15,16]

e immobilizacio: gipszrogzités; agyi esemeny kovetkeztében; postoperativ allapot;
tartds agynyugalom (72 dranal hosszabb ideig tarté fekvés); 8 oranal hosszabb
reptlont, ... stb. [17,18]

e varandéssag, gyermekagyi idészak: szabad protein S-, AT- és aktivalt protein C
szint csokkenés, lassult vénas aramlas jellemzd. A riziko fokozddas 4-50 x-es. [19,20]

e oralis antikoncipiens: 0Osztrogén ill. 6sztrogén/progeszteron kombinacioju

készitmény. A rizikd fokozodéas 2-8 x-0s. [21,22]



e hormonpdtlé terapia: 0sztrogénterapia kdvetkeztében a thrombosis kialakulasara 2-4
X-€s a rizikd. [23-25]

e hiperhomociszteinémia: abban az esetben, amikor vitaminhidnybdl és/vagy nem
genetikai eltérésbol ered. A rizikéd 2-3 x-0s thrombosis kialakuldsara. [26-28]

e hiperviszkozitas szindroméval jaro éallapotok: myeloproliferativ neoplasia (pl.:
polycythaemia vera, essentialis thrombocythaemia); lymphoproliferativ betegség (pl.:
myeloma multiplex, Waldenstrom-macroglobulinaemia)

e traumdk: érfal kdrosodas, prokoagulans anyag kiaramlas [29,30]

e oObesitas: lassult vénas aramlés

o elorehaladott életkor: lassult vénas aramlas, véralvadasi aktivacio [31,32]

e korabbi thromboembdlias megbetegedések

e VTE els6fokd rokonnal

Malignus betegségek

Friss vagy recidivald thrombosis, recidivalé thrombophlebitis esetén malignus megbetegedés
is huzodhat a hattérben, ami az esetek 10-20 %-ban figyelheté meg [33,34]. A daganatos
betegség és thrombosis kapcsolatat elészor Jean-Baptiste Bouillard irta le 1823-ban [35],
majd 1865-ben Trousseau, francia orvos szamolt be a gyomorrak és a thrombosis
kapcsolatarol [36] és csak joval késobb, 1935-ben szamoltak be az okkult daganatos betegség
és a thrombophlebitis kapcsolatarol [37].

A malignus folyamatok részben a mechanikus hatasok (vénas kompresszio)
kdvetkeztében kialakuld stasis, részben a humoralis hatasok (prokoagulans anyagok termelése
pl. szoveti faktor), részben altalanos hatasok (pl. akut fazis fehérje termelés) révén

vezethetnek thromboembolias megbetegedések kialakulasahoz [38].

Véaranddssag

A varandossag szintén prothromboticus allapot kialakuldsdhoz vezet, melyben a fokozott

véralvadas iranyaba torténd fiziologias valtozasok a méhlepény funkcio fenntartasahoz es a

sziilés soran fellépd jelentGs vérvesztés megelézéséhez jarulnak hozza [39]. A varandossag

alatti alvadasaktivacié hatterében a Virchow triaszb6l a vénas keringés lelassulasa, az

alvadaskészséget fokozd plazmafaktorok bearamlasa (pl. a placenta magas szdveti faktor

tartalma) és a természetes alvadasinhibitorok (pl. a szabad protein S antigén szintjének)
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csokkenese allhat. Ez feltchetéen egyfajta adaptiv védekez6 mechanizmus, amely
megakadalyozza a sulyos vérzéses komplikaciot szulésnél [40-42]. Terhesség sordn 1000
nébol egynél alakul ki thrombosisos allapot [43,44]. A velesziiletett thrombophilia még
tovabb fokozza a thrombosisra vald rizikot a varandossadg soran, kulondsen az utolso
trimeszterben és a gyermekagyi idészakban [45,46]. A habitualis vetelés hatterében is allhat

thrombophilia jelenléte [47,48].

A fent felsorolt, szerzett thrombosisra hajlamosito tényezék el6fordulhatnak
onmagukban, vagy kombinacidban a veleszilletett defektusok valamelyikével. Ennek
fuggvényében valtozhat a thrombosis rizikoja. Tobb kockazati tényez6 egyiittes eléfordulasa
magasabb rizikdju lesz a vartnal, mivel a hatdsok potencialjak egymast. Abban az esetben
példaul, amikor a heterozigota FV Leiden mutacidoval rendelkezé né kombinalt oralis
kontraceptivumot szed, 30x-ra emelkedik a thrombosisra vald rizikd a normal genotipusu

oralis kontraceptivumot nem szedékkel szemben [21,22].



1.3. Veleszuletett thrombophilia

A velesziletett thrombophilia genetikailag meghatarozott hajlam, els6sorban vénas
thromboembolias megbetegedések kialakuldsara. Olyan hiperkoagulabilitas, mely az ismert,
szerzett rizikotényezOk jelenléte nélkiil, Onmagaban is képes thromboembolias
megbetegedéseket 1étrehozni, jellemzi az ismétlddések fokozott kockazata is. A homozigédta
allapotok 6nmagukban, illetve tobb genetikai defektus kombinalddasa vezethet klinikailag
thromboembolias megbetegedések kialakuldsdhoz, azonban ezekhez a genetikai eltérésekhez
gyakran tarsul valamilyen kornyezeti rizikotényezdé is, mely szintén jelentéséggel bir a
thromboembolids koérkép manifesztalodasaban. Velesziletett thrombophiliara kell gondolni
fiatal korban (~ 45 éves kor alatt) eléforduld vénas thromboembolia esetén, ha a thrombosis
szokatlan lokalizacioju (nem alsé vegtagi), rekurrens thrombosis-, ill. csaladi halmozddas

eléfordulasakor.

A legfontosabb velesziiletett kockazati tényezok a kovetkezok:

I. antithrombin deficiencia

[l. protein C deficiencia

[11. protein S deficiencia

IV. FV Leiden mutécié (FV:Q506)

V. prothrombin gén mutécio (FI1 G20210A allél jelenléte)
V1. dysfibrinogenaemiak bizonyos tipusai

VII. emelkedett FVIII szint

1.3.1. Antithrombin deficiencia

Az antithrombin (AT) 58 kD molekulatomegii 432 aminosavbol &ll6 harom belsé diszulfid
hiddal rendelkez6 egylancu glikoprotein (I.1. abra), amely a majban termelédik. Féléletideje
2,4 nap. Az AT a szerin protedz inhibitor csaladba tartozik (szerpin). Az AT-t kddold gén
(SERPINC1) az 1-es kromoszoman helyezkedik el g25.1 pozicidban, 7 exon és 6 intron
alkotja, 13.480 bazisparbdl all (1.2. abra).
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Reaktiv hely

Arg 393 és Ser 394

1.1. dbra

AT molekula szerkezeti felépitése

Chr 1
[L | "
- L] (o) (o) — - M = 0l - [ar) [ar A [P | [P s ] — ™l
[ Y = = 070l = - ol = 7 - ol - - [ [T T | = 0l - L I I o B =
[T ] oo M o o LT I B ] - - 5] (8] [t AN [Ty o o = = = =
o 2 [ Rl v R v I v o o [ vl [ v iy vh o [ [ o o O oo O oo o o oo T O
|| | BNl X I~ . || B |

|.2. dbra
A SERPINC1 geén lokalizacioja az 1-es kromoszoman a g25.1helyen talalhato
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?0ene=SERPINC1

Az AT molekula kétféle izoformajat (a- és B-izoforma) kulonboztetjiik meg, melyek a
glikozilacio fokaban térnek el [49]. Az a-izoforma 4 aszparagin (Asn) reziduumon (95, 135,
155, 192) N-glikozilalt, mig a p-izoformdban az Asn 135 glikozilacid hianyzik. A
keringésben 90-95 %-ban a-varians, 5-10 %-ban pedig B-varians talalhato. A B-izoforma nagy
affinitassal kotédik a pentasaccharide-ot tartalmazd negativ  toltéssel rendelkezd
glikozaminoglikanhoz (GAG) (pl. heparin, heparan-szulfat), ezért az endothelium felszinén
1év6 heparan szulfat proteoglikanok (HSPG) a B-izoforma jelentds részét megkotik az érfalon.
Az AT molekula masodlagos és harmadlagos konfiguracioval rendelkezé6 SERPIN, 9 a-helix
és 3 B-red6 alkotja.

Az AT a thrombin (Flla) inhibitora, ezen kivil a tobbi szerin-proteaz felépitési
alvadési faktort, a FXa-t és kisebb mértékben a FIXa, FXla, FXIla, plazmint és kallikreint is
gatolja [49]. Az AT progressziv inhibitor, mivel reakcioja az aktivalt faktorokkal lassu,
viszont heparin jelenlétében akéar 500 x-ra is gyorsulhat a gatlas sebessége (1.3. abra).
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1.3. abra

Nagy molekulastlyGd heparin (unfractioned heparin, UFH) (A), alacsony molekulasulyu
heparin (low molecular weight heparin, LMWH) (B) és pentasaccharide (C)
hatasmechanizmusa az AT molekulan.

A pentasaccharide szekvencia kotddik az AT molekuldhoz, ezaltal konforméciovaltozast idéz
elé6 az AT molekula reactive center loop-ban (RCL), ennek kdvetkeztében képes a FXa ill.
UFH esetén a Flla megkotésére. Az LMWH-AT- és a pentasaccharide-AT komplex nem
képes a Flla-t kotni, mivel tal révid a lanc és nem tudja stabilizalni az AT-Flla komplexet.
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Az antithrombinopathiat Egeberg irta le el6szor 1965-ben, ezt az idépontot tekintjiik a
thrombophilia kutatas kezdetének [50]. Néhany évvel kés6bb kideriilt, hogy az antithrombin
képz6dési zavaranak kiilonboz6 formai vannak, amik kiilonb6zé stlyossaghi thrombosis
hajlammal jarnak. 1997-ben mar 152 mutaciot irtak le, ami azéta 284-re emelkedett a Human
Gene Mutation Database (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=SERPINC1)

adatbazisa alapjan, viszont ebbdl csak 7 mutacio felelds MVT kialakulasaért. Az AT
deficienciat az International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH) ajanlasa alpjan
kvantitativ 1. tipus és kvalitativ Il. tipusra osztjuk [51]. A Il. tipusu képzési zavarok
felismerése elsOként hazai szerzék nevéhez fiizédik. Két hazai munkacsoport is foglalkozott
egyidejiileg ezzel a kutatési terulettel, az egyik itt Pécsett, Nagy Ibolya vezetésével [52]; a
maésik Budapesten, Sas Géza munkacsoportja, 6k k6zolték elészor az antithrombin Budapest
Il névre keresztelt defektust, amire az AT molekula heparink6té helyének miikodési zavara
jellemzé [45].

Az AT deficiencia laboratoriumi kimutatdsa az AT aktivitas- ill. AT antigén szint
méréssel torténhet, emellett indokolt esetben molekuléris genetikai médszer alkalmazhaté a

deficiencia pontos tipusanak azonositasara.

I-es tipus (kvantitativ): a klasszikus antithrombin deficiencia, csokkent aktivitas és csokkent
utal.

Il-es tipus (kvalitativ): csokkent aktivitas jellemzi, normal antigén szint mellett. Az AT
fehérjét kodold szakaszban bekovetkezett mutacio miatt varians feherje képzodik, amely a
fehérje funkciojaban okoz zavart. Az 1.4. dbra szemlélteti a ll-es tipusu AT deficiencia harom

altipusat (Id. alabb részletesen) és a fehérjét érint6 kiilonb6z6 mutacios helyeket.

Il.a, PE (pleiotrop) (multiplex) funkcionalis defektus jellemzi.
Az AT antigén szint enyhén csokkent (< 70%), vagyis az AT fehérje normal vagy
kozel normal mennyiségben termelédik, azonban a thrombin inaktivalas (reactive site)

és a heparin kotés is zavart szenved mitkodésében.
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I1.b, RS (reactive site, reaktiv hely)
A reaktiv hely mikodészavara, az AT molekula reaktiv helyére lokalizalodik a

mutacio.

Il.c, HBS (heparin binding site, heparin kthely)
A heparin kotéhely miikodése szenved zavart. A Flla és FXa inaktivilasa normal

maodon torténik, azonban a heparin nem képes felgyorsitani a folyamatot. Hazankban
az egyik leggyakoribb AT mutacié is ebbe a csoportba tartozik az AT Budapest I,

ami a Leu99>Phe aminosavcserét érinti.

Il.a tipus, pleiotrop mutéciok I1.b tipus, reaktiv hely mutécidi

-

1. Phe 402, 2. Ala 404 and Asn 405, 1. Gly 392, 2. Ser 394, 3. Arg 393,

3. Arg 406 and Pro 407 4. Pro 429 4. Ala 384, 5. Ala 382, 6. Met 251,
5. Arg 425. 7. lle 284, 8. Glu 302, 9. Asn 187.
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Il.c tipus, heparin kotéhely mutacioi

1. Glu 237, 2. Pro 41, 3. Arg 129,
4. Arg 47, 5. lle 7, 6. Arg 24, Ser 116, GIn 118,
7. Leu 99.

1.4. dbra

A ll-es tipusu AT deficiencia harom altipusa.

A ll.a tipus a pleiotrop (PE), a Il.b tipus a rektiv helyet (RS) és a Il.c tipus a heparin kot
helyet (HBS) érint6 mutaciok manifesztalédasainak lokaliz&ciojat mutatja.
http.//flipper.diff.org/app/items/2873

A velesziletett AT deficienciara jellemz6 a fiatal korban torténd thromboembolias
megbetegedés, mely gyakran mar gyermekkorban jelentkezik. Gyakori a szokatlan
thromboemboliés lokalizacid. A velesziletett AT deficiencia autoszomalis dominans modon
oroklédik, azonban a IT HBS altipusban autoszomalis recessziv mintazat is eléfordulhat. Az I-
es tipus homozigdta forma az élettel 6sszeegyeztethetetlen. A heterozigéta allapotok kdzott is
igen nagy a klinikai variabilitas.

A szerzett antithrombinopathia leggyakoribb okai: akut thrombosis, majcirrhosis,
nephrosis syndroma, fehérjeveszt6 enteropathia, DIC (disseminalt intravascularis coagulatio),

sepsis, heparin-, 0sztrogén- és L-aszparaginaz kezelés.
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1.3.2 Protein C deficiencia

A protein C (PC) 62 kD molekulatomegii 461 aminosavbol all6 polipeptid [54]. A méajban
szintetizalodik, inaktiv egylancu prekurzor molekula forméban. K-vitamin fiiggd véralvadasi
inhibitor. K-vitamin jelenlétében a hepatikus karboxilaz hatasara a glutamat csoportok
poszttranszlacios modositason (y-karboxilacid) esnek at, ennek hidnyaban inaktiv PC
molekula jelenik meg a keringésben (PIVKA, protein induced by vitamin K absence). Az N-
terminalis részen van egy 32 aminosavbdl all6 signal peptid, ami a propeptidet el6zi meg.
Thrombin hasitasanak kovetkeztében két aminosav levalik, a Lys'®® és Arg'®®, ezéltal a PC
molekula kétlancu formava alakul at, mely egy konnyii és egy nehéz lancbol all. A konnyt
lanc 21 kD, a nehéz lanc 41 kD molekulatomegii. A két lancot diszulfid hid k&ti 6ssze a
Cys!8 és Cys®® helyen (1.5. abra) [55]. A PC-t kodold gén a 2-es kromoszoman helyezkedik
el g14.3 pozicioban, 9 exon alkotja, megkozelitleg 11.000 bazisparbol all (1.6. abra).

aktivacios
< aromas peptid
g 1 324 88 97 132 136 176 200 212 450 461
o
N C
g- — e e ]‘ . y J
@ signal gla EGF-1 EGF-2 szerin proteaz
o

thrombin hasitasi hely

o diszulfid hid
g .
:E 43 88 97 132 136 176 | 197 212 450 461
o
& N C N C
-g ;Y_J H_' H_’ ! v J
g gla EGF-1 EGF-2 szerin proteaz
1 ™
\w - rr r r r
kénnyu lanc neheézlanc
1.5. dbra

A PC fehérje szerkezeti felépitése

https://en.wikipedia.org/wiki/Protein C
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1.6. dbra

A PC gén a 2-es kromoszoma q14.3 helyen lokalizalodik

http://www.genecards.org/cqi-bin/carddisp.pl?gene=PROC &keywords=protein,c
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1.7. dbra
A PC hatasmechanizmusa

https://themedicalbiochemistrypage.org/protein-c.php
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A tobbi veéralvadasi faktorhoz hasonléan a PC is proenzim forméban van jelen a
keringésben. Az aktiv enzimmé vald atalakulashoz Flla, Ca%*-ion, és foszfolipid jelenlétére
van szilkség. A PC aktivaciojat két endothelialis faktor, a thrombomodulin (TM) és az
endothelialis PC-receptor (EPCR) potencialja. Az aktivalt PC (APC) protein S (PS)
jelenlétében neutralizélja a FVVa és FVIlla prokoagulans aktivitasat és gatolja a PAI-1-t (1.7.
abra) [56-58]. A PC deficienciat Griffin 1981-ban kdzolte [59].

A PC deficiencia laboratériumi kimutatdsa a PC aktivitas- ill. PC antigén szint
méressel torténhet, emellett indokolt esetben molekularis genetikai modszer alkalmazhat6 a
deficiencia pontos tipusanak azonositasara.

A PC defektusoknak két fajtajat kulonboztetjik meg, az 1. tipus a kvantitativ, ahol az
aktivitas és az antigén szint ardnyosan csokkent, mig a Il. kvalitativ tipus esetén csdkkent
aktivitas normal antigénszinttel parosul. A HGMD adatbazis alapjan, jelenleg 322 mutéciot
irtak le, ebbdl 19 mutacio felelés az 1. tipus és 4 mutacio a II. tipus kialakulasaért
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=PROC).

A PC aktivitds csokkenését okozhatjdk még a velesziletett defektus mellett: akut
thrombosis, majcirrhosis, K-vitamin hiany, nephrosis syndroma, infekcid, sepsis, DIC, TTP
(thromboticus thrombocytopenias purpura), HUS (haemolyticus uraemias syndroma), PC
ellenes antitest, oralis antikoagulans terapia, L-aszparaginaz kezelés, posztoperativ allapot,

nem megfelel6 citrat/vér arany.

1.3.3 Protein S deficiencia

A protein S (PS) 78 kD molekulatomegti, 676 aminosavbol all6 glikoprotein. Hasonloan, mint
a PC molekula, a PS is a méjban szintetizalddik, inaktiv prekurzor molekula formaban,
szintén K-vitamin fiiggé véralvadasi inhibitor (PIVKA-faktor) [60,61]. Ez a K-vitamin
jelenlétében bekovetkezd poszttranszlacios modositas teszi lehetdvé a Ca®*-ionhoz vald

kotodést. A PS-t kodold gén a 3-as kromoszoman helyezkedik el g11.1 pozicioban (1.8. &bra).
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A PS gén lokalizacioja a 3-as kromoszoman a q11.1 helyen talalhaté

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=PROS1&keywords=protein,s

A PS deficienciat egyidejiileg két munkacsoport is leirta 1984-ben [62,63]. Jelenleg a
HGMD adatbéazis alapjan 301 mutacio ismert, amely a PS gént érinti, ebbdl bizonyitottan 8
mutacio vezet MVT kialakulasahoz (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=PROSL1).
A PS potencidlja a PC antikoagulans aktivitasat, feltehetéen azzal, hogy noveli a PC
affinitasat a foszfolipid membranhoz. Hatasmechanizmusat az 1.7. bra szemlélteti.

A kering6 PS 60%-a a CABP fehérjével (C4 binding protein) komplexet képez. Ebben
a komplexben a PS nem rendelkezik semmilyen antikoagulans hatassal. A vérben a C4BP
20%-ban kis molekulatomegii formaban van jelen, ami nem kot6édik a PS-hez, mig 80%-ban
nagy molekulatémegii, ez a forma képes a PS-el komplexet képezni. Az 6ssz PS 40%-a
szabad PS formaban fordul elé a vérkeringésben. Ez a szabad forma képes az APC-hez
kotédni, mint kofaktor és potencialni a hatasat [64,65].

A PS deficiencia laboratoriumi kimutatasa a PS aktivitas-, PS antigén- és szabad PS
antigén szint méréssel torténhet, emellett indokolt esetben molekuléris genetikai modszer
alkalmazhaté a deficiencia pontos tipusanak azonositasara.

A PS defektusoknak harom tipusat kilonboztetjik meg, az 1. tipus a kvantitativ, ahol
az aktivitds és az antigén szint aranyosan csokkent, mig a Il. tipus a kvalitativ estén a
csokkent aktivitas normal antigénszinttel (az 0ssz és a szabad forma egyarant) parosul. A 111
tipusba tartoznak azok a PS defektusok, ahol az 6ssz PS szint normal, viszont a szabad PS
csokkent.

A PS aktivitas csokkenését okozhatjak a velesziletett defektus mellett még: akut
thrombosis, majcirrhosis, K-vitamin hiany, nephrosis syndroma, akut fazis reakcio
(emelkedett C4BP kovetkeztében megné a C4BP-PS komplex arany), DIC, orélis
antikoncipiens, terhesség, oralis antikoagulans terdpia, L-aszparagindz kezelés, posztoperativ

allapot, nem megfelel6 citrat/vér arany.
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1.3.4. FV Leiden mutaci6

Az aktivdlt PC hatékony mikodését lassitdé folyamatokat Dahlback 1993-ban APC-
rezisztencia néven kozolte [66]. Az APC-rezisztencia hatterében az esetek tobbségében az
1994-ben kodzolt genetikai defektus, a Leiden-mutécio all [67,68]. A Leiden mutaciot az FV
aminek kovetkeztében a fehérje 506. helyen 1évé aminosav arginin helyett glutaminra (Arg>%
— Glu®®) cserélddik. Ezaltal az aktivalt PC lassabban inaktivalja a FVa-t. A FV gén az 1-es
kromoszoman helyezkedik el a q24.2 pozicidban (1.9. abra).

A FV Leiden mutacio kimutatasa molekuléris genetikai mddszerekkel torténik [69].
Viszont van lehetéség APTI (aktivalt parcialis thromboplastin id6) alvadasi id6 alapu teszttel
meghatarozni az APC-rezisztenciat. Ebben az esetben két alvadasi id6t kell mérni APC
hozzéadasaval ill. nélkiile. Normal esetben az APC-vel mért APTI tobb, mint a kétszeresére
emelkedik. Az APC-rezisztens betegek esetében a vart APTI megnyulds elmarad. Az
eredmény a két alvadasi idobol képzett rata lesz (a vizsgélt beteg mintaja/normal minta). Az
elobb ismertetett metodika az els6 generacios APC-rezisztencia teszt. A masodik generacios
APC-rezisztencia teszt annyiban kiilonbozik az el6z6tdl, hogy a mintakat FV hianyplazmaval
kell higitani, igy az alvadas sebessegeét a beteg V faktora hatarozza meg.

Leiden homozygota vad tipusnak felel meg, amikor az APC-rata 2,6 felett van; Leiden
heterozygota mutans, amikor 1,7 — 1,2 kdz6tt van és Leiden homozygota mutans, amikor 1,2
ala esik a kapott eredmény.

Az APC-rezisztencia vizsgalat eredményét modosithatjak kiillonb6zé tényezok: lupus
antikoagulans jelenléte, terhesség, FVIII interferencia (250% feletti érték esetén), heparin
interferencia (1 IU/ml felett), tovabba a nem megfelelden kezelt minta, mivel az V faktor
labilis szerkezetli, rovid féléletidejii, ezért kulondsen fontos ezen teszt vizsgalata sorén a
megfeleld preanalitikai el6irasokat betartani.

A Kkapott APC-rezisztencia eredményeket molekularis genetikai tesztekkel lehet

konfirmalni.
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1.9. dbra
A FV gén lokalizacidja az 1-es kromoszomén a q24.2 helyen talalhato
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=F5&keywords=factor,V

1.3.5. Prothrombin gén mutacié

A FIl gén mutécid hatterében a 20210-es pozicidban 1év6 guanin-adeninre cserélédés all, FlI
G20210A-nak jeloljuk. Poort irta le 1996-ban ezt a gyakori thrombosisra hajlamositd
mutaciot, ami a 11-es kromoszéma rovid karjan p11.2 helyen lokalizalddik (1.10. abra). A
heterozygota forma 2-4 x-es, a homozygota forma pedig 10 x-es kockazatot jelent thrombosis
kialakulaséra [70]. Ezen mutaci0 esetén a prothrombin molekulat kodolé gén 3’ nem
transzIlalodo régidjaban baziscsere torténik, aminek kdvetkeztében a normaélisnal nagyobb
mennyiségben termel6dik prothrombin. A FII G20210A pontmutéacié kimutatasa molekularis

genetikai modszerekkel torténik [71].
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1.10. &bra
A FII gén lokalizacioja a 11-es kromoszéma pl11.2 helyen talalhato

http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=F2&keywords=FI|
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Il. THROMBOPHILIA VIZSGALATA KOAGULACIO INHIBI-
TOR POTENCIAL (CIP) MODSZERREL

I1.1. Bevezetés

A veleszilletett thrombophilia diagndzisa id6 és koltségigényes folyamat, hiszen az egyes
defektusok csak kulon-kilon vizsgalhatok. Mind a betegek mind az orvosok szamara kedvez6
volna, ha lenne egy megbizhatd globélis véralvadasi teszt, amellyel eldonthetd, hogy az adott
beteget sziikséges-e tovabb vizsgalni az egyes defektusokra specidlis tesztekkel, vagy sem
[72-75]. Jelenleg nem all rendelkezéstinkre olyan rutin laboratoriumi modszer, mellyel a vér
globalis hipo-, vagy hiperkoagulabilis &llapotat diagnosztizalni tudnank. Egy igéretesnek tiind
modszer az Abildgaard és mtsai. altal kidolgozott metodika, a Koagulécié Inhibitor Potenciél
(Coagulation Inhibitor Potential, CIP) elnevezésii modszer, amit manualisan végeztek ELISA
lemezen [76,77]. Ezt a metodikat adaptaltuk laboratériumunkban az ACL 9000 optikai
véralvadasi automatara. Az automatizalds altal a teszt Kivitelezése gyorsabb lett, egyszerre
tobb beteg mintdjat is lehet igy analizalni, és a manudlis tevékenységb6l adodo esetleges
random hibak is kikiiszobolhetokké valtak ezéltal. A CIP metodika a fibrinképzddést
monitorizalja Na-citrattal alvadasgatolt thrombocytaszegény plazmaban, és a véralvadas
gatlasat méri Protac és pentasaccharide jelenlétében. A Protac és a pentasaccharide a
véralvadas gatlasanak fokozasara szolgal. A Protac a PC-rendszeren, a pentasaccharide pedig
az AT-on keresztll hat. A Protac aktivalja a PC-t, ezéltal inaktivalodik a FVa és FVllla,
aminek kovetkeztében fokozaodik a véralvadas gatlasa [56]. Viszont, ha FV Leiden mutécio all
fenn - ebben az esetben az aktivalt PC hasitasi helyénél torténik mutacié - aminek
kovetkeztében az aktivalt PC lassabban inaktivalja a FVa-t, ezaltal tovabb képzédik a
thrombin és létrejon a hiperkoagulacié. A pentasaccharide felgyorsitja az AT hatasanak a
sebességét és ezaltal hamarabb bekdvetkezik az altala szabalyozott véralvadasi faktorok
gatlasa (Flla, FXa, FXla, FXlla, plazmin, kallikrein) [49].

A CIP moédszer az ,,Overall Haemostasis Potential” (OHP, teljes haemostasis
potencial) mddszernek a modositott valtozata, amit S.He és mtsai. dolgoztak ki [78,79]. Az
OHP modszer spektrofotometridsan detektélja a fibrinképzodést és a fibrinolizist. Az OHP .
metodikanal CaCl, —dal rekalcifikalt plazmahoz thrombint és t-PA-t (szOveti plazminogen
aktivator) adnak, ezaltal lehetséges vizsgalni a fibrinképz6dést és a fibrinolizist is. A mérés

spektrofotometriasan torténik 405 nm-en 40 percen at. Az eredményt a mérési pontok altal
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alkotott gorbe alatti teriiletb6l kapjuk meg AUC-ben kifejezve (area under the opacity curve).
Az OHP | metodikanak a modositott valtozata az OHP Il. Annyiban kiilonbozik az el6z6t6l,
hogy ugyanazon a mintan két reakciét futtatnak le, a thrombin csdkkentett koncentracidban
van jelen mindket reakcioban, viszont a t-PA az egyikben benne van, a masikbdl hianyzik. A
t-PA nelkdli reakcio az OCP (Overall Coagulation Potential, teljes alvadasi potencial). A két
reakcidbol kapott gorbék kilonbségébdl kapjuk meg az OFP-t (Overall Fibrinolysis Potential,
teljes fibrinolysis potenciél), amit a kovetkez6 képlet alapjan szamithatunk ki: OFP = ((OCP-
OHP)/OHP) x 100%. (l1.1. abra)

Ez a metodika érzékenynek bizonyult a hiperkoagulacié vonatkozasaban; a normal
terheseknél, preeclampsia-ban és a velesziletett FV Leiden mutacioval rendelkez6
thrombophilids betegeknél, de a FII mutacid okozta thrombophilia kimutatdsara nem
alkalmazhaté [79].

S. He et al./Thrombosis Research 103 (2001) 355-361

0.6 T

—
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min min min

I

Abs, 405 nm
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/

I1.1. abra

Overall Haemostasis Potential (OHP, teljes haemostasis potenciél), Overall Coagulation
Potential (OCP, teljes véralvadasi potencial) és Overall Fibrinolysis Potential (OFP, teljes
fibrinolysis potencial) reakciogdrbéi normal mintaban.

S. He és mtsai [78]
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11.2. Célkitiizés

1. Az eddig manualisan kivitelezheté CIP metodika elsajatitdsa, automatizalasa, optikai
koagulométerre torténé adaptalasa.

2. Az automatizalt CIP teszt teljesitményjellemzéinek a vizsgalata.

3. CIP teszt alkalmazhat6saga gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmékon.

4. Egészséges Onkéntesek Na-citrattal alvadasgatolt plazmajanak CIP moédszerrel torténd
mérése.

5. A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont (PTE KK) l.sz Belgyogyaszati Klinikajanak
thrombophilia szakrendelésén megjelent VTE-n Aatesett betegek ill. ismert veleszuletett
thrombophiliaval rendelkez6 betegek csaladtagjainak Na-citrattal alvadasgatolt plazméajanak
vizsgalata thrombophiliasziirésre alkalmazott rutin laboratériumi modszerekkel és a CIP
metodikaval.

6. A thrombophilias betegeknél kapott rutin laboratériumi eredmények és a CIP metodikaval
meghatarozott eredmények dsszevetése.

7. Az Uj modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalata.
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11.3. Anyag és modszer

11.3.1. A vizsgélatba bevont személyek

Vizsgélatainkba 319 szemeélyt vontunk be (126 f6 egészséges kontrollt és 193 f6
thrombophiliaval rendelkezé beteget). A helyi etikai bizottsag engedélyével végeztik a
vizsgalatainkat (engedélyszam: 6544). Minden vizsgalatba bevont személy szdbeli és irasbeli
tajékoztatasban részesult, a vizsgalatokhoz irasban adtak hozzajarulasukat.

A mintak a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont (PTE KK) I. sz Belgyogyaszati
Klinikajanak thrombophilia szakrendelésén megjelent, korébban thrombosison atesett ill.
ismert velesziiletett thrombophiliaval rendelkez6 betegektdl és csaladtagjaiktol szarmaztak. A
mintavétel a thromboembolias esemény utan legaldbb 3 hénap elteltével tértént. Azok a
betegek, akik tartds orélis antikoagulans (kumarin, warfarin) terapian voltak, at lettek allitva
LMWH-ra a vizsgalat el6tt min. 2 héttel. Mintavételkor akut betegségre utalé tiinet nem allt
fenn. A veleszuletett thrombophilia kimutatdsa standard laboratériumi médszerekkel tortént,
mint az AT-, PC-, PS aktivitas és APC rezisztencia meghatarozasa Istrumentation Laboratory
(IL) készilékkel, ACL optikai koagulométeren és IL reagensekkel (Instrumentation
Laboratory, Milano, Olaszorszag). Tovabbi vizsgalatokra azokat az AT-, PC- és PS deficiens
mintakat valogattuk ki, amelyek esetében ismételten hatérérték alatt maradt az aktivitas
szintje. A FV Leiden mutacio kimutatdsa Zoller és Dahlback, a FII G2021A mutécio

Danneberg mddszere szerint tértént [69,71].

I1.3.2. Mintagyiijtés és reagensek

A veérvétel konyokvénabol tortént Vacutainer csébe (Becton Dickinson), mely 1/10 részben
tartalmazott 0,129 M natrium citratot. A natrium citrattal alvadasgatolt vért 20 °C-on, 2000
g-n, 20 percig centrifugaltuk. Az igy nyert thrombocyta szegény plazmat Eppendorf
csovekben — 70 °C —on taroltuk feldolgozasig (Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) H21-A5 dokumentum alapjan).

A CIP méreseket ACL 9000 optikai véralvadasi automatan végeztiik (Instrumentation

Laboratory, Miland, Olaszorszag).
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Arixtrat (fondaparinux natrium) hasznaltunk pentasaccharide-ként, amit a GlaxoSmithKline
Ltd.-t61 (Go6doll, Hungary) szereztink be. Rekombinans human thromboplastin
(rekombinans human széveti factor és szintetikus foszfolipid) (Dade® Innovin®, Dade
Behring) Diagnosticum Zrt.-t31 (Budapest, Hungary), Protac® reagens (Agkistrodon
contortrix contortrix nevii kigyd mérgébdl vonjak ki) Pentapharm cégt6l (Basel, Switzerland)
és az AT-, PC- és PS deficiens plazma az Affinity Biologicals-tol (Ontario, Canada)

szarmazik.

11.3.3. Koagulacio Inhibitor Potencial (CIP) metodika

A CIP mddszer az OHP (Overall Haemostasis Potential) metodikabol fejlédott ki, amit S.He
és mtsai. dolgoztak ki [78,79]. Az OHP Il valtozatot fejlesztették tovabb Abildgaard és mtsai.
[78,80]. Ugy modositottak a reakciot, hogy elhagytdk a t-PA-t, valamint Protac-ot és
pentasaccharide-ot adtak a reakcioelegyhez, amivel a protein C és az AT hatdsat fokoztak
thrombophilids betegek citrattal alvadasgatolt plazmain [80]. Ezt az Gj metodikat CIP-nek

(Coagulation Inhibitor Potential) nevezték el. A CIP metodika elve: két reakcidbdl all, amit

,A” és ,.B” reakcionak neveziink. Na-citrattal alvadasgatolt plazmat szoveti faktor és CaCl,
oldat hozzdadaséval aktivaljuk, majd a képz6d6 fibrinpolymerisatio-t detektaljuk (a plazma
opalasodasaval egyenesen aranyos a képz6d6 fibrin mennyisége) 405 nm-es hullamhosszon
20 percig. Az eredményt AUC-ben (gorbe alatti terulet) adjuk meg [78,79]. Ez az , A”
reakcio. A ,,B” reakcid annyiban kiilonbozik az elébb leirtaktol, hogy Protac és
pentasaccharide kertil még a reakcidelegybe, melynek segitségével az alvadas gatlasa alakul
ki az AT- és protein C- rendszer aktivalasan keresztil [81,82]. Ezaltal a ,,B” reakcioban az
alvadas aktivitas csokkent a normal plazmaban, mig a thrombophilias plazméaban ez a gatlas
kevéshé kifejezett [80]. Az eredményt a két reakcid gorbe alatti teriilet kiilonbségébdl kapjuk
meg ¢és a kovetkezd képlet alapjan szamitjuk: CIP = ((A-B)/A) x 100, amit Unitban (U)
fejeziink ki. A teljes gatlas 100 U-nak felel meg, ami egy egészséges egyén eredményenek

feleltethetd meg.
11.3.4. A CIP metodika automatizalasa
A CIP tesztet az ACL 9000 optikai véralvadasi automatara telepitettiik fel (Instrumentation

Laboratory, Milano, Italy) és alkalmaztuk méréseink Kivitelezéseéhez a kordbban Abildgaard
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és mtsai. altal hasznalt manualis metodika helyett (11.2. abra). Ez a miiszer alkalmasnak
bizonyult nem csak a cég altal feltelepitett, gyari tesztek elvégzésére, hanem Uj tesztek
automatéra valo applikalasara, telepitésére, mivel rendelkezik erre a célra alkalmas nyitott
csatornaval is. A készileknek két detektalasi csatornaja van a 405 nm-es hullamhosszu
kromogeén csatorna és a 660 nm-es hulldmhosszu nefelometrias csatorna. A CIP méréshez a
405 nm hulldmhosszusagu detektalasi csatornat hasznaltuk az irodalmi adatok alapjan.

Tovabbi eldnye az automatanak, hogy rendelkezik a hiitést igényl6 reagensek szamara
alkalmas térrel, ezaltal biztositja a hosszan tarto stabilitdsukat. Mindazonéltal egyszerre 18
mintat tudunk analizalni, mivel egy rotoron 20 kivetta (mérési hely) talalhaté (11.3. abra).
Ebb6l 2 mérési hely az optikai referensre hasznalodik el, amit a Factor Diluent és a
moso6folyadék tesz ki.

[1.2. dbra
ACL 9000 optikai véralvadasi automata

www.dotmed.com
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11.3. dbra

A 20 kiivettaval rendelkezo rotor

http://www.thomassci.com/Laboratory-Supplies/Spectrophotometer-Cells-Cuvettes/ /Rotor-
Cuvette-for-1L-ACL-Models

A teszt applikalas elsé 1épése az 0j reagensek definialasa az oldatokhoz, mennyiségik

megadasa pl-ben, majd a hullamhossz nm-ben és a mérési id6 s-ban.
Az ,,A” reakcio 100 ul Na-citrattal alvadasgatolt plazma, 85 ul Tris puffer (66 mmol/LTrisma
base és 130 mmol/L NaCl, pH=7,4), 15 pl thromboplastin (Dade Innovin 1/4500, 1,34
pmol/L) és CaCl, (17 mmol/L) 2:1 arényu keveréke. A ,B” reakcio 100 pl Na-citrattal
alvadasgatolt plazma, 35 pl Tris puffer, 22 pl Protac (1U/ml), 28 pl Arixtra (10 pg/ml) és a 15
pl thromboplastin és CaCl, 2:1 arany( keveréke.

Mindkét reakcidban 200 ul a reakcidelegy végtérfogata, az alvadast a thromboplastin
és CaCl; - oldat kevereke inditja be. A Protac hozzaadasa utan 5 perc inkubacios id6 van. Ez
az inkubélds az ,,A” reakcioban is megvan, de ott Protac helyett puffert adunk a
reakcioelegyhez.

A mérés 405 nm hullamhosszon torténik az ACL 9000 optikai véralvadasi automatan,
37 °C-on, 1000 méasodpercig; masodpercenként detektalja a miiszer a mérési adatokat, amit
abszorbanciaban fejez ki. A mérési adatokat gorbén lehet abrazolni az id6 fiiggvényében. Az
adatok értékelése Microsoft Office Excelben tortént, az alabbi képlet alapjan: CIP = ((A-
B)/A) x 100, amit Unitban (U) fejeziink ki. A képletben, ,,A” az ,,A” reakcid soran mért
reakcid gorbe alatti teriiltet, a B” a ,,B” reakcioban mért reakcio gorbe alatti teriiletet jelenti. A
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teljes gatlas 100 U-nak felel meg, ami egy egészséges egyén eredményének feleltetheté meg.
A 11.4. &bran egy egészséges és egy thrombophilids beteg CIP gorbéi lathatok.
A.

Normal egyén CIP gorbéje
(CIP=97U)
% —— A gorbe
%_ B gorbe
o
id6 (s)
B.
Magas rizikéju thrombophilias beteg CIP gérbéje
(CIP=24U)
% — A gbrbe
%_ B gorbe
o
id6 (s)
11.4. dbra

Normal és thrombophilias minta CIP gorbéi

A 11.4.A. abrén egy egészséges egyén, a 11.5.B. &bran egy magas rizikdju thrombophilias
beteg CIP gorbéi lathatdak. A CIP eredmény a két gorbe alatti teriilet kiilonbségébdl adodik
az (A-B)/A) x 100 keplet alapjan, Unitban (U) kifejezve. A teljes gatlas 100 U-nak felel meg,
amely egy egészséges egyén eredményének feleltetheté meg. Ezt a fenti dbra jol szemlélteti, a
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,B” reakcioban nincs alvadékképzddés, mivel a Protac és/vagy az Arixtra hat, tehat jol
miikodik a Protein C- és/vagy AT rendszer a vizsgalati egyénben. A CIP eredménye a kontroll
személynek 97 U. Ezzel ellentétben a thrombophilias beteg esetében (lenti &bra), ahol a ,,B”
reakcioban is van alvadékképzddés, tehat a Protac és/vagy Arixtra nem hat megfeleléen. A két

gorbe alatti tertilet kiilonbsége csokkent, jelen esetben a CIP eredmény 24 U.

11.3.5. Statisztikai analizis

Az eredményeket az adatok eloszlasanak megfeleléen medidnban tiintettiik fel és megadtuk az
interquartilis tartomanyt is. A CIP eredmények eloszlasanak vizsgalatat Kolmogorov-
Smirnov teszttel végeztiik. A kiilonboz6 thrombophilia csoportok és az egészséges kontroll
csoport kozotti statisztikai kilonbséget Kruskal-Wallis teszt Dunett féle post hoc analizissel
végeztiuk. Az optimalis cut-off értek meghatarozdsa a ROC (Receiver Operating
Characteristic) analizist alkalmaztuk. Minden statisztikai elemzésre az SPSS 24.0 (IBM
Corporation, New York, USA) statisztikai programot hasznaltuk. Statisztikailag
szignifikansnak tartottuk az eredményeket a p < 0,05 értéknél.

11.4. Eredmények

11.4.1. A CIP metodika reprodukéalhatosagi vizsgélata, within-run és day-to-day

variabilitas

Megvizsgaltuk a CIP metodika reprodukélhatdsagat normal és thrombophilias (FVL hom)
minta esetén az ACL 9000 véralvadasi automatara valo alkalmazésa soran. Mind a két minta
esetén vegeztiink within-run (intra-assay variabilitas, egy idében ugyanaz a minta 18-szor
lemérve) és day-to-day (inter-assay variabilitds, 18 kiilonb6z6 napon ugyanaz a minta
lemérve) reprodukalhatdsagi vizsgalatot. Azért valasztottuk a 18 mérési szamot, mivel az
ACL 9000 optikai véeralvadasi automata egyszerre 18 minta lemérésére alkalmas. Mind a két
mintatipus és mindkét vizsgalati mod eseten a CV<10%, ezért a CIP metodika
reprodukélhatosagat megfelelének ill. alkalmasnak tartottuk tovabbi mérésekre. (I1.1.
tablazat)
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Within-run precision Day-to-day precision
el (n=18) (n=18)
atlag SD CV% atlag SD CV%
Normal kontroll plazma 96,11 1,03 1,07 95,4 2,24 2,35
Thrombophilias plazma 35,8 1,50 4,21 35,4 2,76 7,82

I1.1. tdblazat
CIP metodika reprodukalhatosag vizsgalatanak eredménye normdl és thrombophilias (FVL

hom) minta esetén

11.4.2. A CIP metodika alkalmazasa gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmékon

A CIP teszt alkalmazhatosagat eldszor kereskedelmi forgalomban elérheté gyari AT-, PC- és
PS deficiens plazméakon vizsgaltuk. Mind a harom deficiens plazmabdl 50%-, 55%-, 60%-,
65%-, 70%- és 75%-os higitast készitettink normal plazma hozzdadasaval, majd
meghataroztuk a CIP ertéket. Az 50%-0s higitdsnal a CIP érték AT esetében 32 U, PC
esetében 50 U és PS esetében 42 U lett. Mind a harom deficiens plazmabdl 90 U feletti CIP
értéket mértink az AT 75%-, PC 70%- és PS 65%-os aktivitasnak megfeleld higitasoknal.
(11.5. &bra) Ezek az aktivitasi értékek, az egyes paraméterek esetében, megfeleltethetéek a

normal referencia tartomany als6 hatarértékével.
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11.5. abra

Kiilonbozd aktivitasu gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmakon mért CIP értékek

11.4.3. A vizsgélatba bevont személyek jellemzoi

Vizsgalatainkba 319 személyt vontunk be. 126 {0 egészséges kontrollt és 193 {6
thrombophiliaval rendelkez6 beteget vizsgaltunk, ebbél AT deficiens (n=12), PC deficiens
(n=14), PS deficiens (n=4), FVL homozygota mutacioval (n=9), FVL heterozygota
mutacioval (n=115), FII heterozygota mutaciéval rendelkezé6 (n=8) és kombinalt
thrombophiliaval rendelkez6 (n=29) csoportokat képeztiink. A kombinalt thrombophilias
betegek esetében kettd vagy tobb velesziiletett deficiencia all fenn egyidében a fent

felsoroltak kozll. A vizsgalatba bevont személyek jellemzéit a I1.2. tAblazat szemlélteti.
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n % életkor nem
(&tlagtSD)| né ff
I. kontroll 126 34+13 73 53
I1. thrombophilia 193 40£16 132 63
11/1. magas rizikdju thrombophilia 70 36 39+15 47 23
AT deficiens 12 6 45+15 6 6
PC deficiens 14 7 34421 9 4
PS deficiens 6 3 3149 5 1
FVL homozygota 9 S 38+15 5 4
kombinalt thrombophilia* 22 11 38+15 16 6
FVL het + FIl het** 7 4 49+15 6 1
11/2. alacsony rizikdju thrombophilia| 123 64 41+17 85 38
FVL het 115 60 4115 81 34
FII het 8 4 42+19 4 4
I1.2. tdblazat

A vizsgalatba bevont személyek jellemzoi
* Kkivéve a FVL het + FII het kombinalt thrombophilia alcsoportot

**kombinalt thrombophilia alcsoport

A thrombophiliasokat két csoportba soroltuk Kklinikai sulyossag szerint. A betegek 36%-a
kertlt a magas rizikoju thrombophilias csoportba, ezek koézul AT 6%, PC 7%, PS 3%, FVL
hom 5%, kombinalt thrombophilia 15%; a kombinalt csoporton belul a FVL het + FII het
alcsoport 4%-ot foglal magaba. A betegek talnyomd tébbsége, 64%-a alacsony rizikojd
thrombophilias csoportba; ezen belll FVL het 60%, Fll het 4%. 11.6. &bra
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11.6. abra

A kiilonbozé thrombophilia tipusok megoszlasa a vizsgalt populdacioban

11.4.4. Kontroll és thrombophilias mintdk CIP eredményeinek értékelése

Normal kontroll egyének és thrombophilias betegek plazmait analizaltuk a CIP teszttel. A
mért eredmények eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Az adatok eloszlasa
szignifikans kulonbséget (p<0,001) mutatott a normal eloszlashoz képest, ezért Kruskall-
Wallis teszt Dunnett post hoc analizist alkalmaztunk a kontroll és a thrombophilias csoportok
Osszehasonlitadsara. Szignifikansnak (p<0,01) talaltuk a kilonbséget az AT-, PC-, PS-
deficiens, FVL hom, FVL het, és kombinalt thrombophilia (kiveve FVL het + FIlI het
alcsoportot) csoportok esetében, dsszehasonlitva a normal kontrollal. Ezen thrombophilias
csoportok esetében a CIP median értéke szignifikansan alacsonyabb volt a normal csoprthoz
képest. A magas rizikoju thrombophiliaba tartozé6 kombinalt csoportbdl a FVL het + FII het
kombinacioju alcsoportot kulon értékeltiik, mivel ennek a csoportnak a szignifikancigja nem
bizonyult olyan erdsnek az elézéekben targyalt csoportokhoz képest a kontroll csoporttal
dsszehasonlitva (p=0,01). Az alacsony rizik6ju thrombophilids csoportba tartozé FlI het
csoport és a kontroll csoport kozétt nincs szignifikans kilénbség (p=0,669). 11.3. tablazat

szemlelteti a kontroll és thrombophilias csoportok CIP eredményeinek jellemzdit.
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Osszességében elmondhatjuk, hogy mindegyik magas kockazat(i thrombophilias csoport CIP

értékeinek medianja alacsonyabb a kontroll csoportéhoz képest.

n CIP (V) CIP (V)
median (min.-max.) | 25"; 75" percentilis
Kontroll 126 96,7 (74,9 -99,1) 94,9; 97,6
Magas rizikoju thrombophilia 70 25,0* (-12,0 - 97,0) 14,8; 51,8
AT deficiencia 12 38,5* (15,0 — 80,0) 24,3; 56,8
PC deficiencia 14 34,0* (7,0 — 86,0) 14,8; 57,3
PS deficiencia 6 13,5 (-7,0 - 85,0) 2,7;54,3
FVL hom 9 16,0* (-12,0 — 66,0) -8,0; 48,6
Kombinalt thrombophilia® 22 20,5* (-2,0 - 75,0) 10,6; 30,0
FVL het + FII het? 7 80,0** (19,0 — 97,0) 47,9; 96,0
Alacsony rizikoju thrombophilia | 123 | 74,0* (-10,0 — 107,8) 35,0; 96,0
FVL het 115 | 72,0* (-10,0 — 108,0) 32,0; 96,0
FII het 8 95,0 (68,0 — 97,0) 92,5; 96,6
11.3. tdblazat

A kontroll és thrombophilias csoportok CIP eredményeinek jellemzdi.

A CIP értékek a median (tartomany; min.-max. érték) és interquartilis tartomany (25" és 75"
percentilis) megadasaval.

1 kombinalt thrombophilia kivéve a FVL het + F1I het alcsoportot

2 kombinalt thrombophilia alcsoportja

* p < 0,01 kontroll csoporthoz képest

** p = 0,01 kontroll csoporthoz képest

*** n =0,669 kontroll csoporthoz képest

A kontrollok medianja 96,7 U, a magas kockazati thrombophilasoké 25,0 U; ezen belil az
AT deficiencia 38,5 U, PC deficiencia 34,0 U, PS deficiencia 13,5 U, FVL hom 16,0 U,
kombinalt thrombophilia 20,5 U (kivéve a FVL het + FII het) és a FVL het + FII het 80,0 U.
A kombinalt thrombophilia FVL het + FIlI het alcsoportjanak median ertéke (80,0 U)
viszonylag emelkedett a tébbi magas kockazatd thrombophilias csoport median értékehez
képest, de még igy is a kontroll csoport median értéke (96,7 U) alatt van. Az alacsony
kockazatu thrombophilias csoport median értéke 74,0 U, ezen belil a FVL het 72,0 U és a FlI
het 95,0 U. A kontroll és a kiillonb6zd thrombophilids csoportok CIP eredményeinek

jellemzdit jol szemlélteti a box-plot diagram (11.6. abra).
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11.6. dbra

A kontroll és thrombophilias csoport CIP értékeinek abrazolasa box-plot diagramon.

A box-plot diagram szemlélteti a 25"-75" interquartilis tartoméanyt a mediannal. A kiugrd
értékeket (1,5 x interquartilis tartomany) kor, az extrém eértékeket (3,0 x interquartilis
tartomany) csillag jelzi.

Combined: kombinalt thrombophilia csoport, kivéve a FVL het + FIl het alcsoportot

FVL het + FII het: a kombinalt thrombophilia csoport alcsoportja

11.4.5. A CIP metodika szenzitivitasa és specificitasa

Az automatizalt CIP teszt szenzitivitasat és specificitdsat a ROC gorbe (Receiver Operating
Characteristic) alkalmazasaval demonstraltuk, valamennyi thrombophilias csoport esetén,
kiilonboz6 hatarértékek megadasa mellett. A magas kockazatu thrombophilids csoportnél a
CIP teszt legjobb alkalmazhatosdga 90,0 U hatarértéknel bizonyult megfeleléonek (area:
0,981), ahol a szenzitivitas 96% és a specificitas 92% (SE=0,011; CI.0,961-1,000), (II.7.

abra). Amikor a szenzitivitast és specificitast nem csak a magas rizikoju thrombophilids
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csoportban, hanem az 6sszes thrombophilias beteget egyitt vizsgaltuk meg, akkor a 90,0 U

hatarértéknél a szenzitivitas alacsonyabb lett (72%; 75%).

1,0
81
5
3

0,0 _ _ _

0,0 3 5 8 1,0
1 - Specificity
11.7. 4bra

Magas kockéazatu thrombophilias betegeg CIP értékeinek ROC analizise.
90.0 U hatarértéknél (area: 0.981) a szenzitivitds 96% és a specificitdas 92% (SE=0,011;
ClI:0,961-1,000).
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11.5. Megbeszélés

A CIP modszer igéretes, globalis véralvadasi teszt a thrombophilia laboratériumi
Kimutatdsara. Eredetileg manualis kivitelezésti metodika volt, amely érzékeny a magas
kockazatu thrombophilia kimutatasara [77]. Munkank soran a CIP metodikat az ACL 9000
optikai veralvadasi automatéra adaptaltuk és ismert thrombophilids betegek ill. egészséges
kontrollok plazméit mértik vele. Vizsgaltuk még a teszt analitikai megbizhatdsagat, cut-off
értéket és hasznossagat a veleszuletett thrombophilia kimutatasaban.

Eredmeényeink alapjan a CIP metodikat alkalmasnak és megbizhatonak talaltuk a
magas kockazatd thrombophilidk, mint az AT-, PC-, PS deficiencia, homozigéta FV Leiden
mutacio és a kombinalt deficiencidk kimutataséara, kivételt keépez ez aldél a kombinalt
deficiencidk csoportbdl a FVL het + FII het alcsoport, ami viszont kilon-kilon, egyenként
alacsony rizikonak szamit. El6bbiekkel ellentétben a FI1 G20210A mutacidra nem érzeékeny a
CIP teszt és nagy heterogenitast mutat a FV Leiden heterozigdta mutécié esetén is.

Mivel a CIP metodika alkalmasnak tiinik thrombophilia szirétesztként val6
felhasznalasra, ezért a magas szenzitivitds az elvart kivanalom a teszttel szemben. Erre a
magas rizikoju thrombophilia esetén a 90 U-nal 1évé cut-off érték alkalmazhatd, ahol a
szenzitivitas 96%.

Eredményeink alapjan 90 U feletti CIP érték tekinthet6 normdlnak, ez alol kivételt
képez az alacsony rizikoju heterozigéta FV Leiden és heterozigéta FII G20210A mutacio
kilon-kulon ill. kombinacidban is, mivel atfedést mutatnak ezen csoportok a kontroll
csoporttal. Ezért abban az esetben, amikor a CIP eredmény normal tartomanyba esik, nagy
biztonsdggal kizarhat6 a magas kockazat( thrombophilia jelenléte, viszont a FV Leiden és a
FII G20210A mutécid jelenléte nem. Ezért normal CIP eredménynél célszerii elvégezni ezen
két genetikai vizsgalatot is ezen mutacidk kizarasara, habar az alacsony rizikoju FV Leiden és
FII G20210A mutacié nem ndveli a rekurrens VTE eldfordulasat és nem befolyasolja a
kezelést, ha 6nmagaban és nem mas defektusokkal egyutt, kombinacioban van jelen [83]. Ha
a mérések soran 90 U alatti a CIP eredmény, akkor ajanlott a részletes thrombophilia
kivizsgalas. A korabbi, Andresen és mtsai. altal leirt manualis kivitelezésti metodikaval a cut-
off érték 32,9 U volt [77]. Az automatizalt modszer esetében kisebb az atfedés a kontroll és a
magas rizikoju thrombophilias csoportok kdzott a manualis mddszerhez képest. A kilénbseg
a kilonboz6 mérési modszerek, - reagensek, - készllekek hasznalataval magyarazhato
tovabbé a vizsgalt esetek szamanak eltérésébdl adddhat.
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Az automatizalt metodika a magas rizikdéju thrombophilia esetén
megbizhatobbnak bizonyult a manualis metodik&val szemben.

A CIP metodika magas szenzitivitdsinak bizonyult a veleszlletett magas kockazatd
thrombophilia esetében mas globalis véralvadasi modszerekhez képest [77]. Ilyen globalis
véralvadasi teszt a Calibrated Automated Thrombogram (CAT) metodika, ami Endogén
Thrombin Potencial néven (ETP) is ismert, és a velesziletett AT deficiencia [84] és
homozigota FII G20210A mutacio kimutatasara alkalmazhaté [85]. A CAT modszernek tébb
kivant kiilonb6z6 szenzitivitasti koagulopathidk kimutatdsira. Ez tovabb neheziti a modszer
standardizaciojat, mivel a kiilonb6z6 laborokban, kiillonb6zé mérérendszerekkel ill. eltérd
specificitast és/vagy kiilonb6z6 tulajdonsagu reagensekkel a meghatérozott eredmények nagy
eltérést mutatnak. Azonban az egy helyen, allando feltételek mellett végzett vizsgalatok
reprodukalhatoak és alkalmasnak bizonyulhatnak thrombosiskészséeg ill. vérzés kockazatanak
a becslésére. A CAT metodikat viszont a standardizacié hidnya miatt jelenleg még nem
ajanljdk rutinszertien alkalmazni a klinikai gyakorlatban [74,75,86,87]. Masik globalis
maodszer a ProC Global (PCG), ami a PC-deficiencia kimutatasara érzékeny [72,77].

Vizsgélatunkban a veleszuletett thrombophilia kiilonb6zé tipusainak (entitasai)
eléfordulasa az irodalmi adatok alapjan megegyezik méas nyugat-eurdpai orszagokban talalt
prevalencia adatokkal [88-91], kivéve a heterozigéta FV Leiden mutéacid, aminek az
eléfordulasi gyakorisaga az altalunk vizsgalt populacioban 60% volt. Ez a mutacié hazankban
sokkal gyakrabban fordul el6, mint a koriilottiink 1évé orszagokban, Kozép-Eurdpaban az
egyik legmagasabb prevalenciat mutatva ezzel [92-94]. Ezek az eredmények szemben allnak
a heterozig6ta FV Leiden mutacio terileti megoszlasaval, amely délrél észak felé ndvekszik
(a Skandinav teriileten a leggyakoribb az el6fordulas) [92]. Ez a fellilreprezentéltsdg egyes
szerzOk szerint alatamaszthatja a magyarok északi, finnugor eredetét [94-97]. A magas
rizikoju thrombophilia prevalencigjaban viszont nincs kulonbség hazankat és a kornyezo
orszagokat tekintve.

Az alacsony rizik6ju mutacidk gyakoriak a nyugati populaciéban [88-90], viszont az
azsiai és az afrikai populacidbdl hianyzik [90,98,99]. Ezzel ellentétben a magas rizikojd
mutaciok gyakorisaga a nyugati populacioban kevésbé fordul elé [88,91], mig az azsiai
populacioban gyakoribb [99-102]. Ez alapjan agy tiinik, hogy a CIP metodika az azsial
orszagokban thrombophilia vizsgélatok eldsziirésére még inkabb alkalmasabb lehet, mivel a
két genetikai teszt (FV Leiden és a FIl G20210A) elvégzése ezen régidkban nem sziikséges,
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mivel itt nem fordulnak el6 ezen mutaciok [103]. A 11.8. &bra a FV Leiden mutécio

eléfordulasi gyakorisagat mutatja be vilagszerte.

Distribution of the FV:Q506 mutation in the world population
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11.8. abra
A FV Leiden mutacio eloszlasa vilagszerte
https://diapharma.com/activated-protein-c-apc-factor-v-leiden/

Eredményeink azt mutatjék, hogy a CIP metodikaval végzett thrombophilia vizsgalat
kiterjeszthetd olyan populaciokra, ahol a vizsgalat nehézkes, idéigényes illetve draga. Jelen
tanulmanyunkban a velesziiletett thrombophilidval rendelkezé betegeket vizsgaltuk. Erdemes
lenne megvizsgalni olyan koagulacios allapotokat is, amikben fokozott a thrombosiskészség,
mint pl.: varanddssdg, gyermekagyi idészak, orélis kontraceptivumot szedé nék, daganatos
betegek, K vitamin antagonista- vagy direkt ordlis antagonistat szedék. A vizsgalatainkba
bevont, kiilonb6zd alcsoportokban 1évd betegek szamat is célszerli lenne kiterjeszteni annak
érdekében, hogy megfelelden értékeljiik és Osszehasonlitsuk a CIP metodika hasznossagat a

hagyomanyos thrombophilia tesztekkel szemben.
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I1l. VERALVADASI PARAMETEREK VALTOZASANAK
VIZSGALATA NORMAL VARANDOSSAG SORAN

111.1. Bevezetés

A terhesség, sziilés és gyermekagy soran gyakran el6fordul véralvadasi rendellenesség, amely
az anya és a magzat életét veszélyeztetheti [39,40,104]. A terhességi €s gyermekagyi
allapotnak jol ismert kockazati tényez6je a vénas thromboembdlia (VTE), amely 4-50-szer
gyakrabban fordul el6, mint a nem terhes nék esetében. Kulondsen nagy a kockazat a
terhesség harmadik trimeszterében és még ennél is nagyobb a gyermekagy idGszakaban
[20,39-41,104,105]. A terhesseg alatti alvadasaktivacio hatterében a Virchow triaszbol a
vénas keringés lelassulasa és az alvadaskészséget fokoz6 plazma faktorok bedramléasa, mint
pl. a placenta magas szdveti faktor tartalma és a természetes alvadasinhibitorok, mint pl. a
szabad protein S antigén szintjének csokkenése allhat. Ez feltehetéen egyfajta védekezd
mechanizmus, amely megakadalyozza a sulyos vérzéses komplikaciét szilésnél [40-42]. A
terhességi kor eldrehaladtaval az aktivalodott véralvadasi és fibrinolitikus rendszer faktorai
egyre ink&bb emelkednek, ezaltal fokozodik a thrombin generacid, a fibrinogén-fibrin
atalakulas és a reaktiv fibrinolizis. Szecsi és mtsai. [20] azt talaltdk, hogy a véralvadasi Il-es,
V-6s, X-es, Xl-es, Xll-es faktor, az antithrombin, a protein C, az aktivalt partialis
thromboplastin id6 (APTI) és a prothrombin id6 (PI) nem valtozik Iényegesen terhesség alatt,
sziilésnél és sziilés utan a nem terhes nok referencia tartomanyahoz képest. Azonban a
véralvadasi Vll-es, VIll-as, 1X-es faktor, a fibrinogén és a D-dimer jelentésen emelkedik a
terhesség el6rehaladtaval. Azonban J. Liu és mtsai. szerint a PI, APTI és thrombin id6 (TI)
rovidil, a fibrinogén emelkedik, amely a hiperkoagulacios allapot jelenlétére utal [106]. A
protein S aktivitasa jelent6sen csokken, mikdzben a szabad protein S csak mérsékelt
csokkenést mutat és a total protein S nem valtozik [20].

A terhesség tehat egy szerzett prothromboticus allapot, amelyben a fokozott
véralvadés irdnyaba torténd valtozasok a méhlepény funkcid fenntartasdhoz és a sziilés soran
fellépd jelentOs vérvesztés megel6zéséhez jarulnak hozza [39]. Ezek a valtozasok legtébbszor
meghaladjdk a bioldgiai variabilitast. A bioldgiai variabilitdsra vonatkoz6 laboratoriumi
adatokat Westgard foglalta 0ssze a nem terhes egészséges populédcidé esetében
(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm/). A PI intraindividualis biologiai varabilitasa
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(CV)) 4,0% és az interindividualis biologiai variabilitasa (CVQ) 6,8%, az APTI esetében a
CVI 2,7% és a CVg 8,6%. A fibrinogén a szervezet bizonyos koros allapotai esetén (pl.
gyulladas) pozitiv akut fazis fehérjeként viselkedik, igy a variabilitasa is magasabb: CV|
10,7% és CVg 15,8%. Az, hogy a terhesség elérehaladtaval emelkedd fibrinogén annak a
kovetkezmenye-e, hogy akut fazis fehérjeként viselkedik vagy a terhességgel Gsszefliggd
valtozésok kovetkeztében emelkedik, egy masik pozitiv akut fazis fehérje (pl. C-Reactive
Protein (CRP)) vizsgalataval donthet6 el (111.1. dbra). A CRP bioldgiai variabilitasa nagyon
magas (CV| 42,2% és a CVg 76,3%), a D-dimernél is jelentés (CV 23,3% és a CVg 26,5%).
A Tl-re vonatkozolag nem szerepel adat. Terhesség alatt a normalisan fellépd fiziologiai
véltozasok hatéassal lehetnek a mért biologiai paraméterekre. Altalaban a laboratériumok a
referencia intervallumok meghatarozasdnal nem allapitanak meg kiilon terhes nokre
vonatkozo6 referencia intervallumot, pedig az fontos lehet a klinikai dontéshozatalban. A
terhes n6knél fellépé VTE tiinetek félrevezetdek lehetnek. A D-dimer és fibrinogén trimeszter
specifikus referenciaintervallumainak meghatéarozasa segithet a VTE
differencialdiagndzisaban. Ezen intervallumok ismerete nélkill a megemelkedett D-dimer és
fibrinogén eredmények tévesen erdsithetik a VTE valamint a PE gyanujat az alacsony pre-
teszt valoszintiségii Wells score mellett [107].

Néhany tanulmany beszamol terhességi kor szerinti referencia intervallum
meghatarozasrol, melyekben tanulmanytol fliggben kiilonbozd analitikai  modszert
alkalmaztak és a referencia intervallumok is vonatkozhattak komplikalt, komplikaciémentes
terhességre, illetve mindkettore egyidejtileg [20,108-113].

Tanulmanyunkban terhessegi kor szerinti referencia intervallumokat hatroztunk meg
83 terhes n6 bevonasaval a kovetkezé véralvadasi paraméterekre: PI, APTI, TI, fibrinogén, D-

dimer. Ezen feliil az ¢l6z6 fejezetben targyalt CIP metodikat is alkalmaztuk ezen mintakon.
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A pozitiv és negativ akut fazis fehérjék idobeli valtozasa
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111.2. Célkitiizés

1. Varandos noktdl a terhesgondozas soran eldirt vérvételek alkalmaval, a gesztacio 16., 26.
és 36. hetében gyiijtott vérminta vizsgalata véralvadasi modszerekkel.

2. Gesztacios kor szerinti referenciatartomany ill. cut-off érték megéallapitasa a PI, APTI , TI,
fibrinogen és D-dimer esetében a vizsgalt populécidban.

3. Gesztacios kor szerinti referencia intervallumok 6sszehasonlitdsa a nem terhesekre
vonatkozo6 normal tartomanyokkal a PI, APT], fibrinogén és D-dimer esetében.

4. A CIP metodika alkalmazésa a 16., 26. és 36. terhességi héten levett plazmamintakon.

111.3. Anyag és modszer

111.3.1. A vizsgalatba bevont személyek

Vizsgéalatainkba 128 terhes n6t vontunk be, akik a terhesség 16. hetében jartak. Kézallik 40
személy vagy a 26. és/vagy 36. terhességi héten nem jelent meg vérvételen. Az ikerterheseket
(n=3) és a velesziletett thrombophiliasokat (n=2) kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl.
Osszességében 83 terhes ndé vérmintdjat vizsgaltuk a 16., 26. és 36. terhességi héten, ami
megegyezik a terhesség sordn a kotelezd laboratoriumi vizsgalatok idejével. A helyi etikai
bizottsdg engedélyével végeztik a vizsgalatainkat (engedélyszam: 3192/2008). Minden
vizsgalatba bevont személy szobeli és irasbeli tajékoztatdsban részesiilt, a vizsgalatokhoz

irasban adtak hozzajarulasukat.

111.3.2. Mintagyiijtés és reagensek

A vérvétel konyokvénabol tortént Vacutainer csébe (Becton Dickinson), mely 1/10 részben
tartalmazott 0,129 M natrium citratot. A natrium citrattal alvadasgatolt vért 20 °C-on, 2000
g-n, 20 percig centrifugaltuk. Az igy nyert thrombocyta szegény plazmat Eppendorf
csovekben — 70 °C —on taroltuk feldolgozasig (Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) H21-A5 dokumentum alapjan).

Pl, APTI, TI, Clauss fibrinogén és D-dimer meéréseinket IL (Instrumentation

Laboratory, Miland, Olaszorszag) reagensekkel végeztik ACL 9000 optikai véralvadasi
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automatan (IL), a CRP méreseket pedig Integra 400 klinikai kémiai automatan Roche (Roche,

Basel, Svéjc) reagenssel.

111.3.3. Statisztikai analizis

Az eredmenyeket az adatok eloszlasénak fliggvénye szerint, atlagban ill. medianban tlintettik
fel. Az adatokat paros t proba, Kolmogorov-Smirnov, Mann-Whitney és Wilcoxon Signed-
Rank teszt segitségével elemeztik az SPSS 15.0-6s (IBM Corporation NY, USA) statisztikali
programmal. Statisztikailag szignifikansnak tartottuk az eredményeket a p < 0,05 értéknél. A
terhességi kor szerinti referencia intervallumokat (2,5" és 97,5 percentilis megadéaséaval)
nem-paraméteres bootstrap ReFVal software 4.11 program segitségével hataroztuk meg az
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) ajanlasanak
megfeleléen [114]. Az adatok normél eloszlasa esetében a konvencionalis 95%-0s referencia

intervallumok szamitaséra az atlag + 2 SD-t is alkalmaztuk az el6bb emlitett modszer mellett.

111.4. Eredmények

111.4.1. A vizsgalatba bevont személyek jellemzoi

A 83 gravida atlag életkora 28,9 + 4,3 év (atlag = SD) volt. Kdzlluk 55 személynél nem lépett
fel patologias jel vagy tlnet a terhesség soran (,,normal terhesek”), 28-an legaldbb egy, a
kdvetkez6 koros allapot, szovodmény vagy anamnesztikus abnormalitds egyikét mutatta
(,,nem normal terhesség™): 1. proteinuria (n=1) (preeclampsia nélkil), 2. labdagadas (n=7), 3.
magas vérnyomas (n=2) (preeclampsia nélkil), 4. visszér (n=2), 5. thrombophlebitis (n=1), 6.
gestatios diabetes mellitus (n=13) (diétaval egyensulyban lehetett tartani), 7. autoimmun
betegség (n=1; Raynaud’s szindroma), 8. in vitro fertilisatio (IVF) (n=3), 9. habitualis vetélés
eléz6 terhessegek soran (n=2). Mann-Whitney teszttel megvizsgaltuk a ,,normal” és ,,nem
normal” terhességi csoportok kozott 1évé Osszefiiggést kiilon a Pl, APTI, TI, fibrinogén, D-
dimer és CRP értékekre a 16., 26. és 36. terhességi hétre vonatkozdlag, és egyik paraméter és
idépont esetében sem talaltunk szignifikans kildnbséget (p>0,05) a két csoport kozott. Ennek

megfeleléen a tovabbiakban a 83 terhes n6 adatait egyiitt elemeztiik.
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111.4.2. A vizsgalt laboratériumi paraméterek eloszlasa

A PI, APTI, TI, fibrinogén, D-dimer, CIP és CRP adatok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov
teszttel vizsgaltuk mind a harom terhességi hétnél. Az APTI, Tl és fibrinogén adatok eloszlasa
nem tért el szignifikansan a normal eloszlashoz képest a harom vizsgalt terhességi hét
esetében (p>0,05). Ennek megfelel6en a gesztacios hetek Gsszehasonlitasara a paros t probat
alkalmaztuk. A PI, D-dimer, CIP és CRP adatok eloszlasa jobbra ferde (p<0,05) mind a
harom vizsgalt hét esetében, ezért Wilcoxon Signed-Rank tesztet alkalmaztunk a terhességi

hetek 0sszehasonlitasara.

111.4.3. P1, APTI és TI valtozésa terhesseg soran

Eredményeink alapjan a Pl (INR, International Normalised Ratio) a terhesség soran
fokozatosan rovidul. A vizsgalt gesztacids heteket 6sszehasonlitva a 16. és a 26. (p=0,043), a
26. és a 36. valamint a 16. és a 36. (p<0,001) hetek kdz6tt szignifikans a kilénbség. A PI-t
INR-ben tlntettlk fel, mivel a Pl standardizalt, szarmaztatott formaja €s szamos laboratorium
is ebben a formaban tunteti fel a leleten. Az INR adatokra elvégeztik a statisztikai analizist.
(IM.2.A &bra). Az eloszlas jobbra ferde, ezért a nem paraméteres bootstrap modszert
alkalmaztuk a gesztacios kor szerinti referencia intervallum meghatarozasara a 2,5™ és 97,5
percentilis megadasaval (111.1 tablazat) [114].

Hasonldéan a Pl-hoz, az APTI és TI is rovidiilést mutatott a terhesség elérehaladtaval.
A vizsgalt gesztacids heteket Osszevetve szignifikdns csokkenést tapasztalunk, az APTI
esetében a 16. és a 26., a 26. és a 36. valamint a 16. es a 36. hetek kozott (p<0,001) (111.2.B
abra), és a Tl esetében a 16. és a 26. (p<0,001), a 26. és a 36. (p=0,008) valamint a 16. és a
36. (p<0,001) terhességi hetek értékelésénél is (111.2.C abra). Mivel az APTI és Tl adatok
eloszlasa normal, ezért a referenciatartomany meghatarozasara lehet az atlag + 2 SD format is

alkalmazni a nem paraméteres bootstrap modszer mellett (111.1 tablazat) [114].

I11.4.4. Fibrinogén és CRP valtozasa terhesség soran

A fibrinogén szint a terhesség elérehaladtaval fokozatosan emelkedik. A 16. és a 26., a 26. és
a 36. valamint a 16. és a 36. terhességi hetek kozott szignifikans a kilonbség (p<0,001)
(111.2.D abra). A fibrinogén szint atlaga méar a 16. terhességi héten magasabb volt, mint a
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konvencionalis referencia intervallum felsé hatarértéke. Mivel a fibrinogén adatok eloszlasa
mind a h&rom vizsgalt terhességi héten normal volt, ezért a gesztacids kor specifikus
referencia intervallum meghatarozasahoz az atlag + 2 SD formét alkalmaztuk. A fibrinogén
referencia intervallumanak meghatarozasara is a nem paraméteres bootstrap maodszert
hasznaltuk a 2,5 és 97,5 percentilis megadasaval (111.1 tablazat) [114].

A CRP esetében statisztikailag szignifikans csokkenés volt megfigyelheté a 16. és a
26. hét (p=0,003) és a 16. és a 36. hét kozott (p=0,001). A 26. és 36. terhességi héet kozott nem
volt szignifikans a valtozas (p=0,1). Mind a harom terhességi héten mért CRP értékek
medianja alatta maradt a normal nem terhes konvencionalis hatarértéknek (111.2.F abra).
Ennek megfeleléen, nincs szignifikans kiilonbség az egészséges és a terhesség alatt mért CRP
értékek kozott.

Mivel mindkét fehérje, a CRP és a fibrinogén pozitiv akut fazis protein, ezért
megvizsgaltuk a kapcsolatukat. Regresszio analizissel az adataink alapjan gyenge pozitiv

kapcsolat volt megfigyelhet6 (p<0,001, r=0,265).

111.4.5. D-dimer véltozasa terhesség alatt

A D-dimer koncentracio fokozatosan emelkedik a terhesség soran. A harom vizsgalt
terhességi hetet 6sszehasonlitva statisztikailag szignifikans a kiilénbség minden csoport kozott
(p<0,001) (I11.2.E abra). Amig a 16. terhességi héten mért D-dimer értékek medianja a normal
nem terhesekre vonatkoz6 konvencionalis cut-off érték (250 ng/mL; D-dimer Units-ban
(DDU) kifejezve) alatt volt, a 26. és 36. terhességi héten mért median értékek ezt maér
meghaladtak. A varandos n6k 42%-nak volt magasabb a D-dimer értéke a konvencionalis cut-
off értéknél a 16. terhességi héten, mikdzben a 36. terhességi héten mar az esetek 98%-ban
volt a hatarérték felett a D-dimer. Az adatok eloszlasa jobbra ferde, ezért a gesztacids kor
szerinti cut-off értéket a median segitségével hataroztuk meg ill. itt is alkalmaztuk a nem

paraméteres bootstrap modszert a 2,5 és 97,5 percentilis megadasaval (111.1 tablazat) [114].

111.4.6. CIP valtozasa terhesség alatt

A CIP érték a gesztacios kor elérehaladtaval fokozatosan csokken. A 16. és a 26., (p=0,016) a
26. és a 36. (p=0,005) valamint a 16. és a 36. terhességi hetek kdzott szignifikans a kiildnbseég
(p<0,001) (I11.2.G. abra). Mivel az adatok eloszlasa jobbra ferde, ezért a gesztacios kor
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szerinti cut-off értéket jelen esetben is a median segitsegével hataroztuk meg ill. itt is
alkalmaztuk a nem paraméteres bootstrap modszert a 2,5" és 97,5 percentilis megadasaval
(111.1 tablazat) [114]. A normal nem terhesekre vonatkozd CIP hatarérték 90 U felett van. A
gesztacios kor szerint a 16. héten 42 U, 26. héten 36 U és a 36. héten 32 U-nak megfelelé CIP

értéket kaptunk mediannak.
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16. hét 2. hét 36. hét

111.2.G. &bra

111.2. &bra

INR (I11.2.A. &bra), APTI (1.B abra), TI (I11.2.C. &bra), fibrinogén (111.2.D. abra), D-dimer
(I11.2.E. abra), CRP (111.2.F. &bra) és CIP (111.2.G) értékek box-plot abraja a 16., 26. és 36.
terhességi hét feltlintetésével.

A box-plot diagram szemlélteti a 25"-75" interquartilis tartomanyt a mediannal, amely
vizszintes vonalként lathatd a box-plotokban. A kiugré értékeket (1,5 x interquartilis
tartomany) kor, az extrem értékeket (3,0 x interquartilis tartomany) csillag jelzi. A sziirkével

jelolt rész mutatja a nem terhes nékre vonatkozo referencia tartomanyt ill. cut-off értéket.
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gesztacios

hét/vizsgalt INR APTI TI fibrinogén| D-dimer | CIP
paraméter
mértékegység s s g/L ng/mL U
normal
referencia
'”te("n‘;ar'n'“m 0,90-1,15 | 25,0-37,0 | 11,0-17,0 | 2,00-4,00 | <250 | >90
terhesekre
vonatkozd)
atlag 0,93 33,3 14,0 4,43 268 50
median 0,91 34,0 14,0 4,18 224 42
16. hét SD n.a. 2,7 0,7 0,83 n.a. 26
atlag+2SD n.a. 27,8-38,8 | 12,5-15,5 | 2,77-6,09 n.a. n.a.
2,5t-97 5t | 0,80-1,12 | 27,5-38,8 | 12,5-15,6 | 3,28-6,59 | 152-607 | 8-98
atlag 0,91 31,7 13,4 5,14 355 43
median 0,89 31,9 13,4 5,10 309 36
26. hét SD n.a. 2,2 0,7 0,90 n.a. 25
atlag+2SD n.a. 27,2-36,2 | 12,0-14,8 | 3,35-6,93 n.a. n.a.
2,5th-97 5t | 0,77-1,18 | 26,3-35,7 | 12,1-14,9 | 3,34-6,80 | 191-874 | 10-98
atlag 0,87 28,6 13,1 6,15 596 38
median 0,85 28,4 12,9 6,04 541 32
36. hét SD n.a. 2,1 0,8 0,99 n.a. 24
atlag+2SD n.a. 24,3-32,9 | 11,4-14,8 | 4,18-8,13 n.a. n.a.
2,5th-97 5t | 0,74-1,02 | 24,7-32,7 | 11,8-15,5 | 4,30-8,11 | 260-1036 | 8-98
[11.1. tablazat

Gesztacios kor szerinti referencia intervallum ill. cut-off érték az INR, APTI, TI, fibrinogén D-

dimer és CIP véralvadasi paraméterekre

Az INR, APTI, TI, fibrinogén és D-dimer referencia intervalluma a 2,5" és 97,5 percentilis

megadasaval, emellett az APTI, TI és fibrinogén referencia intervalluma az atlag + 2 SD

képlettel, a D-dimer és CIP cut-off értéke pedig a mediannal feltiintetve.
A D-dimer érték D-dimer Units-ban (DDU) van kifejezve. A DDU-ban megadott mért értéket

kettovel megszorozva kapjuk meg Fibrinogen Equivalent Units-ban (FEU).

n.a. = nem alkalmazhat6
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I11.5. Megbeszélés

Tanulmanyunkban terhes ndk véralvadasi paramétereinek valtozéasat (P1, APTIL, TI, fibrinogén
és D-dimer) és a CRP-t, mint pozitiv akut fazis fehérjét vizsgaltuk a terhesség soran a 16., 26.
és a 36. gesztacios héten. Emellett az el6z6 fejezetben részletesen targyalt CIP metodikat is
alkalmaztuk ezeken a mintakon.

A PIl, APTI és TI meghatarozasa elsdsorban plazmatikus véralvadasi zavarok ill.
faktorhiany esetén nydjt segitséget. A megrovidiilt alvadasi idék fokozott alvadaskészséget
jelentenek, mind az extrinsic-, mind az intrinsic alvadasi uton. A D-dimer, mint véralvadasi és
fibrinolitikus paraméter fontos szerepet jatszik a Klinikai dontéshozatalban a VTE
kizarasdhoz, mivel nagy a negativ prediktiv értéke eés segiti a klinikust az alacsony pre-teszt
valoszintiségli Wells score esetén. A fibrinogén, mint véralvadasi paraméter és akut fazis
fehérje a DIC és hiperfibrinolizis diagnosztikajaban is segitséget nyudjthat. A CIP teszttel
kapott eredményeink a terhesség soran Kkialakuld hiperkoagulacios allapot kialakuldsat
tdmasztjak ala.

A laboratériumok a normél nem terhes populéacidra vonatkoztatva adjak meg a

konvencionalis referencia tartomanyt ill. cut-off értéket, amely az altalunk vizsgalt
laboratoriumi paraméterek esetében a terhes néknél félrevezet6 lehet.
A veéralvadas aktivacioja fokozddik a terhesség soran [20,39-41,104,105,108-113], amit az
eredményeink is alatdmasztanak: a Pl, az APTI a Tl és a CIP érték roviddil, a fibrinogén és a
D-dimer a terhességi kor eldrehaladtival egyre emelkedik, mig a CRP Iényegesen nem
valtozik.

Osszehasonlitva a normal nem terhesekre vonatkozd referencia intervallumokat ill.
cut-off értékeket a gravidak eredményével, megallapitottuk, hogy az Pl median értéke a 16.
héten még benne volt a referencia intervallumban, de a 26. hétre méar alatta volt és egyre
csokkent a 36. hétre, amely az alvadaskészség fokozddasat jelzi. Az APTI és Tl atlaga mind a
harom vizsgalt terhességi héten benne maradt a konvencionalis referencia intervallumban és
csokkend tendencidt mutatott. A fibrinogén szintek atlaga mar a 16. terhességi héten
meghaladta a felsé hatarértéket és egyre emelkedett a 26. és 36. hét soran. A D-dimer median
értéke a 16. terhességi héten még a konvencionalis cut-off érték alatt volt, de a 26. héten mar
folé emelkedett, amely tovabb nétt a 36. hétre. A D-dimer érték a 16. gesztacids héten a terhes

ndk 42%-anak a 26. héten 66%-anak és a 36. héten mar a 98%-anak volt a normal, nem terhes
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cut-off érték felett. A D-dimer meredekebben emelkedik, mint a fibrinogén. A CIP eredmény
mind a 3 vizsgalt gesztacios héten alatta maradt az altalunk mért normal hatarértéknek a 90 U-
nak.

A fokozott thrombin generacid és a nagymértékii fibrinogén termel6dés intenzivebb
fibrinogén-fibrin atalakuladshoz vezethet, és ezaltal megndvekedhet a fibrinolysis és a fibrin
degradacios termékek (FDP) szintje. Ennek a két tényezOnek — az intenziv termelddésnek és
atalakulasnak — az eléfordulasa fokozott véralvadashoz vezethet, legtobbszor Klinikai tinet
nélkal.

A CRP median értéke végig alatta maradt a hatarértéknek. Habar mindkét paraméter, a
fibrinogén és a CRP is pozitiv akut fazis fehérje, csak a fibrinogén emelkedik a gesztacios kor
elérehaladtaval. Vagyis a fibrinogén szint emelkedése nem akut fazis reakcio eredménye. Ezt
az elgondolast tamasztja ala a kett6 kozotti kapcsolatot vizsgalo regresszio analizis eredménye
is. Ezzel ellentétben, koros allapotban, kiillondsen preeclampsidban jelentés CRP ndvekedés
figyelhet6 meg [115]. A CRP szint median értéke nem haladta meg a nem terhesekre jellemzd
hatarértéket egyik vizsgalt gesztacios hétnél sem, bar a 16. terhességi hétnél az eredmény
szignifikdnsan magasabb volt a 26. ill. a 36. héthez képest. Tovabbi vizsgalat sziikséges annak
felderitésere, hogy milyen kapcsolat all fenn a normal terhesség és ezen CRP valtozas kdzott.
Hasonloak az eredményeink mas szerz6kével [20,108-113], akik szintén fokozott véralvadasi
készséget tapasztaltak terhesség alatt. Egyes tanulmanyok kozott azonban eltéréek lehetnek a
szamitott referencia tartomanyok a vizsgalt populéacio véaltozatossaga és a hasznalt metodika
illetve a reagensek kiilonbozésége miatt. Szecsi és mtsai. hasonld Pl és APTI rovidulést,
magasabb D-dimer és az altalunk meghatérozott fibrinogénnél valamivel alacsonyabb értéket
irtak le minden vizsgalt terhességi hétnél [20]. Ez a kuldnbség szarmazhat abbol, hogy mas
metodikat és reagenseket hasznaltak. Kovac és mtsai. ugyanazt a metodikat és reagenst
hasznaltak a D-dimer meghatarozasnal, mint mi, és eredményeik is hasonléak voltak [113]. J.
Liu és mtsai. a PI, APTI, TI és fibrinogén veralvadasi paramétereket vizsgaltak. Ugyanattol a
gyartotol szarmazd mérdmiszerrel és reagensekkel dolgoztak, mint amit mi is hasznaltunk
[106]. Tanulmanyukban a PI, APTI, TI rdvidil, a fibrinogén emelkedik a gesztacios kor
elérehaladtaval. Hasonld eredményeket kaptunk mi is, még ha szamszerlien nem is
ugyanazokat a referencia értékeket. A kiilonbség oka talan a populacié valtozatossagaban
keresendo.

Az egyes tanulmanyok kozotti eltérések arra hivjdk fel a figyelmet, hogy a
laboratoriumoknak létre kellene hozni sajat referencia intervallumot illetve cut-off értéket
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terhes nokre vonatkozoan, ami segitségére lehet a klinikusnak. A tanulmanyokban szerepld
adatok viszont addig is irAnyt mutathatnak bizonyos helyzetekben. Abbassi-Ghanavati és
mtsai. pl. az irodalomban fellelhetd adatok alapjan létrehoztak egy referencia értékeket
tartalmazo tablazatot normal egészséges terhes nokre vonatkozdan, mind a harom trimeszterre
[108]. Ez a tablazat az interneten is hozzaférhet6 és a véralvadasi paraméterek mellett magaba
foglalja a hematoldgiai, klinikai kémiai és egyéb laboratériumi paramétereket is
(http://www.perinatology.com).
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IV. UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

Kutatdbmunkam soran a velesziletett és szerzett hiperkoagulacios allapotokat vizsgaltam rutin

és specialis véralvadasi mddszerek segitségével.

Koagulacid Inhibitor Potencial moédszerrel nyert Gj eredmeények:

1. Els6ként adaptaltuk az eddig manualis kivitelezésit CIP metodikat optikai véralvadasi
automatara, mely vizsgalataink alapjan megbizhat6 és reprodukalhaté madszernek bizonyult.
2. Kereskedelmi forgalomban elérheté gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmakon a CIP
metodika alkalmasnak bizonyult ezen defektusok jelenlétének a kimutatasara.

3. A kontroll és a thrombophilids mintak 6sszehasonlitasa soran azt taldltuk, hogy a CIP
metodika alkalmasnak bizonyult a magas thrombophilia rizikoval rendelkezé betegek
elkllonitésére a velesziiletett thrombosishajlammal nem rendelkez6 kontroll csoporttol.

4. Meghataroztuk az automatizalt CIP metodika optimalis hatarértéket az AT-, PC-, PS

deficiencia és az APC rezisztencia valamint a kombinalt defektusok kimutatasara.

Varanddssag soran vizsgalt véralvadasi paraméterekkel kapcsolatos Uj

eredményeink:

1. Gesztacios kor szerinti referencia tartomanyt ill. hatérértéket allitottunk fel rutin
véralvadasi paraméterekre, mint a Pl, APTI, TI, fibrinogén és D-dimer, komplikacidmentes
varandds nék esetében.

2. A PI, APTI és TI szignifikansan rovidll, a fibrinogén és D-dimer pedig szignifikansan
emelkedik normal terhesség soran a gesztacios kor elérehaladtaval.

3. Eredményeink a PI, APTI, TI, fibrinogén és D-dimer esetében alatamasztjak a véralvadas
hiperkoagulacio iranyaba torténd valtozasat a terhességi kor elérehaladtaval.

4. A varandos néknél kapott gesztacios kor szerinti CIP eredmények hatarértéke joval alatta
marad a normal nem terhesekre vonatkozé hatarértéknek.

5. A CIP metodika alkalmasnak bizonyult a terhesség alatt 1étrejott hiperkoagulacios allapot

kimutatdsara thrombosis kialakulasa nélkl.
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