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ABSZTRAKT

A thrombophilia egy olyan hiperkoagulacios allapot, amely vénas thrombosis
kialakulasdhoz vezethet. Laboratoriumi vizsgalata id6- és koltségigényes, hiszen az egyes
defektusok, mint az antithrombin (AT)-, protein C (PC)-, protein S (PS) deficiencia, FV
Leiden mutacid, prothrombin gén mutacié csak kiilon-kiilon vizsgalhatok. A laboratoriumi
diagnosztikdban elény0s lehet egy olyan globalis teszt bevezetése, amellyel kénnyen
eldonthetd, hogy a beteget sziikséges-e tovabb vizsgalni az elobb emlitett defektusokra a
thrombophilia pontos tipusanak meghatdrozasdhoz vagy sem. Erre a célra igéretes

metodikanak tlinik a Koagulacio 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 megbizhatésagat ¢és alkalmaztuk kontroll és velesziiletett
thrombophilids betegek mintain. Eredményeink alapjan a CIP metodika alkalmasnak tlinik az
egeészséges €s a thrombosishajlammal rendelkezd betegek elkiilonitésére. Ezaltal lehetdvé
valhat, hogy csak azoknal a betegeknél torténjenek meg a tovabbi koltséges, specialis
véralvadasi vizsgalatok annak érdekében, hogy kideriiljon a velesziletett thrombophilia
hatterében 1évé ok, akiknél a CIP metodikaval kapott eredmény pozitivnak bizonyult. Az
automatizalas altal a teszt kivitelezése gyorsabb lett, egyszerre tobb beteg mintdjat is lehet igy

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

valtak.

A munka masodik felében komplikdciomentes varandos ndk rutin véralvadasi
paramétereit vizsgaltuk a 16., 26. és 36. gesztacios hét alkalmaval gylijtott vérmintabol.
Vizsgalataink soran meghataroztuk a prothrombin idét (PI), aktivalt partialis thromboplastin
idot (APTI), thrombin id6t (TI), fibrinogént és D-dimert, ezen feliil ezeken a mintakon is
alkalmaztuk az eldbb ismertetett CIP metodikat. Eredményeink alatamasztjak, hogy a
terhesség elorehaladtaval a haemostasis rendszer hiperkoagulacios iranyba tolodik el, ami
thrombosis kialakuldsara hajlamosithat. Méréseink segitségével 0j, a vizsgalt populaciora
jellemzd gesztacids kor szerinti referencia tartomanyokat illetve cut-off értéket allitottunk fel
ezen rutin véralvadasi paraméterek esetében, amellyel hozzajarulhatunk a megfelel6 klinikai

dontéshozatalhoz.



BEVEZETES

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

A cardiovascularis rendszeren beliil in vivo képz6dott véralvadékot thrombusnak, a
thrombusképz6dés altal 1étrehozott klinikai korképet thrombosisnak nevezziik. Amikor a
thrombus vagy a thrombus egy része leszakad, majd valamely érben elakad, akkor
embolizaciorol beszéliink. Kialakulasanak helyétol fliggden artérids vagy vénas thrombosist
kiilonboztetiink meg.

A mélyvénds thrombosis (MVT) és a tiidéembodlia (PE) ugyanannak a klinikai
entitasnak, a vénas thrombembolidnak (VTE) két kiilonb6z0 manifesztacioja. A VTE
viszonylag nagy szamban fordul el6 a nyugati populdcidban. Az els§ vénas thrombosis
incidenciaja 1-2 esemény/1000 beteg-év. Az akut esemény kapcsan 3-25 %-os a halalozasi
arany. Gyakori a recidiva, a betegek 30 %-a 10 éven beliil (jabb thrombotikus eseményen
esik at.

A vénas 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 eléforduldsat minél
nagyobb mértékben meg kell eldzni. Ezért fontos a rizikonak kitett személyek azonositasa. A
thrombosisra vald fokozott hajlam (azaz a thrombophilia) oka lehet a haemostasis rendszer
velesziiletett vagy szerzett rendellenesége, vagy a ketté kombinacioja.

A velesziiletett thrombophilia genetikailag meghatarozott hajlam, elsésorban vénas
thromboembolids megbetegedések kialakuldsara. Olyan hiperkoagulabilitas, mely az ismert,
szerzett rizikotényezOk jelenléte nélkiill, Onmagaban is képes thromboembolias
megbetegedéseket 1étrehozni, jellemzi az ismétlddések fokozott kockazata is. A homozigota
allapotok dnmagukban, illetve tobb genetikai defektus kombinalddéasa vezethetnek klinikailag
thromboembolids megbetegedések kialakuldsdhoz, azonban ezekhez a genetikai eltérésekhez
gyakran tarsul valamilyen kornyezeti rizikotényezd is, mely szintén jelentdséggel bir a
thromboembolids korkép manifesztalodasaban. Velesziiletett thrombophiliara kell gondolni
fiatal korban (~ 45 éves kor alatt) eléforduldé vénas thromboembolia esetén, ha a thrombosis
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szokatlan lokalizacidju (nem als6 végtagl), recurrens thrombosis-, ill. csaladi halmozo6das
eléfordulasakor.

A velesziiletett thrombophilia kockdzati tényezék az AT-, PC-, PS deficiencia, FV
Leiden mutacio (FV:Q506), prothrombin gén mutacido (FII G20210A allél jelenléte),
dysfibrinogenaemiak bizonyos tipusai €s az emelkedett FVIII szint jelenléte.

A legfontosabb szerzett kockdzati tényezék a VTE-ds megbetegedések kialakuldsaban a
malignus betegségek, szivelégtelenség, nephrosis syndroma, paroxysmalis nocturnalis
haemoglobinuria, varicositas, antiphospholipid syndroma, miitét, immobilizaci6, varandossag,
gyermekagyi idészak, oralis antikoncipiens, vitaminhianybdl ered6 hiperhomociszteinémia,
hiperviskozitas syndromaval jaré allapotok, mint myeloproliferativ neoplasia (pl.:
polycythaemia vera, essentialis thrombocythaemia) és lymphoproliferativ betegség (pl.:
myeloma multiplex, Waldenstrom-macroglobulinaemia), trauma, obesitas, el6rehaladott

¢letkor, korabbi thromboembolids megbetegedés jelenléte.



CELKITUZES

I. Thrombophilia vizsgalata Koagulaciéo Inhibitor Potencial (CIP)

modszerrel

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

2. Az automatizalt CIP teszt teljesitményjellemzdinek a vizsgalata.

3. CIP teszt alkalmazhatosaga gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmakon.

4. Egészséges Onkéntesek Na-citrattal alvadasgatolt plazméjanak CIP moddszerrel torténd
meérese.

5. A Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont (PTE KK) 1.sz. Belgydgyaszati Klinikajanak
thrombophilia szakrendelésén megjelent VTE-n atesett betegek ill. ismert velesziiletett
thrombophiliaval rendelkezé betegek csaladtagjainak Na-citrattal alvadasgatolt plazmajanak
vizsgalata thrombophiliasziirésre alkalmazott rutin laboratoriumi modszerekkel és a CIP
metodikaval.

6. A thrombophilids betegeknél kapott rutin laboratoriumi eredmények és a CIP metodikaval
meghatarozott eredmények Osszevetése.

7. Az 1) modszer alkalmazhatdsaganak vizsgalata.

Il. Véralvadasi paraméterek valtozasanak vizsgalata normal varanddssag
soran

1. Vérandos noktdl a terhesgondozas sordn eldirt vérvételek alkalmaval, a gesztacio 16., 26.
¢s 36. hetében gylijtott vérminta vizsgalata véralvadasi modszerekkel.

2. Gesztacios kor szerinti referenciatartomany ill. cut-off érték megallapitasa az PI, APTI, Tl,
fibrinogén és D-dimer esetében a vizsgalt populacioban.

3. Gesztacios kor szerinti referencia intervallumok 6sszhasonlitasa a nem terhesekre vonatko-
z6 normal tartomanyokkal az Pl, APTI, fibrinogén és D-dimer esetében.

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



THROMBOPHILIA VIZSGALATA KOAGULACIO
INHIBITOR POTENCIAL (CIP) MODSZERREL

|. Bevezetés

A velesziiletett thrombophilia diagndzisa 1d6 és koltségigényes folyamat, hiszen az egyes
defektusok csak kiilon-kiilon vizsgalhatok. Mind a betegek mind az orvosok szamara kedvezd
volna, ha lenne egy megbizhat6 globalis véralvadasi teszt, amellyel eldonthetd, hogy az adott
beteget sziikséges-¢ tovabb vizsgalni az egyes defektusokra specialis tesztekkel, vagy sem.
Jelenleg nem all rendelkezésiinkre olyan rutin laboratoriumi modszer, mellyel a vér globalis
hipo-, vagy hiperkoagulabilis allapotat diagnosztizalni tudnank. Egy igéretesnek tiind modszer
az Abildgaard és mtsai. altal kidolgozott metodika, a Koagulacio Inhibitor Potencial
(Coagulation Inhibitor Potential, CIP) elnevezésii modszer, amit manualisan végeztek ELISA
lemezen. Ezt a metodikat adaptaltuk laboratoriumunkban az ACL 9000 optikai véralvadasi
automatara. Az automatizalas altal a teszt kivitelezése gyorsabb lett, egyszerre tobb beteg
mintajat is lehet igy analizalni, és a manualis tevékenységbdl adodo esetleges random hibak is
kikiiszobolhetokké valtak ezaltal. A CIP metodika a fibrinképz6dést 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 keresztiil
hat. A Protac aktivalja a PC-t, ezaltal inaktivalodik a FVa és FVIIla, aminek kovetkeztében
fokozodik a véralvadas gatlasa. Viszont, ha FV Leiden mutaci6 all fenn - ebben az esetben az
aktivalt PC hasitasi helyénél torténik mutacié - aminek kovetkeztében az aktivalt PC
lassabban inaktivalja a FVa-t, ezaltal tovabb képzddik a thrombin ¢és Iétrejon a
hiperkoagulacidé. A pentasaccharide felgyorsitja az AT hatdsanak a sebességét és ezaltal
hamarabb bekovetkezik az altala szabalyozott véralvadasi faktorok gatlasa (Flla, FXa, FXla,

FXlla, plazmin, kallikrein).



1. Anyag és modszer
I1.1. A vizsgalatba bevont személyek

Vizsgalatainkba 319 személyt vontunk be, 126 f0 egészséges kontrollt és 193 {6
thrombophiliaval rendelkez6 beteget (helyi etikai engedély szama: 6544).

A minték a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont (PTE KK) I.sz. Belgyogyaszati
Klinikajanak thrombophilia szakrendelésén megjelent, korabban thrombosison atesett ill.
ismert velesziiletett thrombophiliaval rendelkez6 betegektdl és csaladtagjaiktdl szarmaztak. A
mintavétel a thromboembodlids esemény utdn legalabb 3 honap elteltével tortént. Azok a
betegek, akik tartos oralis antikoagulans (kumarin, warfarin) terapian voltak, at lettek allitva
LMWH-ra a vizsgalat elott min. 2 héttel. Mintavételkor akut betegségre utald tiinet nem allt
fenn. A velesziiletett thrombophilia kimutatasa standard laboratériumi modszerekkel tortént,
mint az AT-, PC-, PS aktivitas és APC rezisztencia meghatarozasa ACL optikai
koagulométeren ¢és a késziilék sajat reagenseivel. Tovabbi vizsgalatokra azokat az AT-, PC- és
PS deficiens mintakat valogattuk ki, amelyek esetében ismételten hatarérték alatt maradt az
aktivitas szintje. A FV Leiden mutacio kimutatasa Zoller és Dahlbdck, a FII G2021A mutacio

Danneberg modszere szerint tortént.

11.2. A vérmintak elokészitése

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 csdvekben
— 70 °C —on taroltuk feldolgozasig (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) H21-

A5 dokumentum alapjan).

11.3. Koagulacioé Inhibitor Potencial (CIP) metodika elve

A CIP metodika két reakciobol all, amit ,,A” és ,,B” reakcionak neveziink. Na-citrattal
alvadasgatolt plazmat szoveti faktor és CaClz oldat hozzaadasaval aktivaljuk, majd a képz6do
fibrinpolymerisatiot detektaljuk (a plazma opalasodasaval egyenesen aranyos a képz6dé fibrin
mennyisége) 405 nm-es hullamhosszon 20 percig. Az eredményt AUC-ben (gorbe alatti

teriilet) adjuk meg. Ez az ,,A” reakcid. A ,,B” reakcid annyiban kiilonbozik az el6bb leirtaktol,
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hogy Protac és pentasaccharide keriil még a reakcidelegybe, melynek segitségével az alvadas
gatlasa alakul ki az AT- és protein C- rendszer aktivalasan keresztiil. Ezaltal a ,,B” reakcioban
az alvadas aktivitasa csokkent a normal plazmaban, mig a thrombophilids plazmaban ez a
gatlas kevésbé kifejezett. Az eredményt a két reakcid gorbe alatti teriilet kiilonbségébol
kapjuk meg ¢€s a kovetkezd képlet alapjan szamitjuk: CIP = ((A-B)/A) x 100. Az eredményt
Unitban (U) fejeziink ki. A teljes gatlas 100 U-nak felel meg, ami egy egészséges egyén

eredményének feleltetheté meg.

I11.4. A CIP metodika automatizalasa

A CIP tesztet az ACL 9000 optikai véralvadasi automatara telepitettiik fel (Instrumentation
Laboratory, Milano, Italy) és alkalmaztuk méréseink kivitelezéséhez a korabban Abildgaard
¢és mtsai. altal hasznalt manualis metodika helyett.

A teszt applikalas elsé 1épése az 0j reagensek definidlasa az oldatokhoz, mennyiségiik

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

Mindkét reakcioban 200 ul a reakcidelegy végtérfogata, az alvadast a thromboplastin
¢s CaCl; - oldat keveréke inditja be. A Protac hozzdadasa utan 5 perc inkubacios id6 van. Ez
az inkubalas az ,,A” reakcioban is megvan, de ott Protac helyett puffert adunk a
reakcidelegyhez.

A mérés 405 nm hullamhosszon torténik az ACL 9000 optikai véralvadasi automatan,
37 °C-on, 1000 masodpercig; masodpercenként detektalja a miiszer a mérési adatokat, amit
abszorbanciaban fejez ki. A mérési adatokat gérbén lehet abrazolni az 1d6 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

reakcio gorbe alatti teriiltet, a B” a ,,B” reakcioban mért reakcid gorbe alatti teriiletet jelenti.



11.5. Statisztikai analizis

Az eredményeket az adatok eloszlasanak megfelelden medidnban tiintettiik fel és megadtuk az
interquartilis tartomanyt is. A CIP eredmények eloszlasanak vizsgalatat Kolmogorov-
Smirnov teszttel végeztiik. A kiilonb6z6 thrombophilia csoportok és az egészséges kontroll
csoport kozotti statisztikai kiilonbséget Kruskal-Wallis teszt Dunett féle post hoc analizissel
végeztik. Az optimalis cut-off érték meghatarozasa 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.

I11. Eredmények
I11.L1. A CIP metodika reprodukalhatésagi vizsgalata, within-run és day-to-day

variabilitas

Megvizsgaltuk a CIP metodika reprodukalhatosagat normal és thrombophilias (FVL
homozygota (hom)) minta esetén az ACL 9000 véralvadasi automatara valo alkalmazasa
soran. Mind a két minta esetén végeztiink within-run (intra-assay variabilitas, egy idében
ugyanaz a minta 18-szor lemérve) és day-to-day (inter-assay variabilitas, 18 kiilonb6z6 napon
ugyanaz a minta lemérve) reprodukalhatosagi vizsgalatot. Azért valasztottuk a 18 mérési
szamot, mivel az ACL 9000 optikai véralvadasi automata egyszerre 18 minta lemérésére
alkalmas. Mind a két mintatipus és mindkét vizsgalati mod esetén a CV<10%, ezért a CIP

metodika reprodukalhatosagat megfelelének ill. alkalmasnak tartottuk tovabbi mérésekre.

111.2. A CIP metodika alkalmazasa gyari AT-, PC- és PS deficiens plazmakon

A CIP teszt alkalmazhatdsagat el6szor kereskedelmi forgalomban elérhet6 gyari AT-, PC- és
PS deficiens plazmakon vizsgaltuk. Mind a harom deficiens plazmabol 50%-, 55%-, 60%-,
65%-, 70%- és 75%-os higitdst készitettliink normal plazma hozzdadasaval, majd
meghataroztuk a CIP értéket. Az 50%-os higitasnal a CIP érték AT esetében 32 U, PC
esetében 50 U és PS esetében 42 U lett. Mind a harom deficiens plazmabol 90 U feletti CIP
érteket mértiink az AT 75%-, PC 70%- és PS 65%-os aktivitdsnak megfeleld higitdsoknal.



Ezek az aktivitasi értékek, az egyes paraméterck esetében, megfeleltethetdek a normal

referencia tartomany als6 hatarértékével.

111.3. A vizsgalatba bevont személyek jellemzoi

Vizsgélatainkba 319 személyt vontunk be. 126 6 egészséges kontrollt és 193 f6
thrombophiliaval rendelkezé beteget vizsgaltunk, ebbdl AT deficiens (n=12), PC deficiens
(n=14), PS deficiens (n=4), FVL homozygota mutacioval (n=9), FVL heterozygota (het)
mutacioval (n=115), FII heterozygota mutéacioval rendelkezd6 (n=8) ¢és kombindlt
thrombophiliaval rendelkezé (n=29) csoportokat képeztiink. A kombinalt thrombophilias
betegek esetében kettd vagy tobb velesziiletett deficiencia all fenn egyidében a fent
felsoroltak koziil.

A thrombophilidsokat két csoportba soroltuk klinikai stulyossag szerint. A betegek
36%-a keriilt a magas rizikoju thrombophilias csoportba, ezek koziil AT 6%, PC 7%, PS 3%,
FVL hom 5%, kombinalt thrombophilia 15%; a kombinalt csoporton beliil a FVL het + FII
het alcsoport 4%-ot foglal magaba. A betegek tilnyomo tobbsége, 64%-a alacsony rizikdju
thrombophilids csoportba; ezen beliil FVL het 60%, FII het 4%.

111.4. Kontroll és thrombophilias mintak CIP eredményeinek értékelése

Normal kontroll egyének és thrombophilids betegek plazmait analizéltuk a CIP teszttel. A
mért eredmények eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk. Az adatok eloszlasa
szignifikans kiilonbséget (p<0,001) mutatott a normal eloszlashoz képest, ezért Kruskall-
Wallis teszt Dunnett post hoc analizist alkalmaztunk a kontroll és a thrombophilids csoportok
Osszehasonlitasara. Szignifikansnak (p<0,01) talaltuk a kiilonbséget az AT-, PC-, PS-
deficiens, FVL hom, FVL het, és kombinalt thrombophilia (kivéve FVL het + FII het
alcsoportot) csoportok esetében, sszehasonlitva a normal kontrollal. Ezen thrombophilias
csoportok esetében a CIP median értéke szignifikdnsan alacsonyabb volt a normal csoprthoz
képest. A magas rizikoji thrombophilidba tartozé kombinalt csoportbol a FVL het + FII het
kombinacioju alcsoportot kiilon értékeltiik, mivel ennek a csoportnak a szignifikanciaja nem
bizonyult olyan erésnek az el6zéekben targyalt csoportokhoz képest a kontroll csoporttal
Osszehasonlitva (p=0,01). Az alacsony rizikoji thrombophilids csoportba tartozo FII het
csoport és a kontroll csoport kozott nincs szignifikans kiilonbség (p=0,669). Osszességében
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elmondhatjuk, hogy mindegyik magas kockazatti thrombophilias csoport CIP értékeinek
medianja alacsonyabb a kontroll csoportéhoz képest.

A kontrollok medidnja 96,7 U, a magas kockazati thrombophildsoké 25,0 U; ezen
beliil 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) ¢s a FVL het + FII het 80,0
U. A kombinalt thrombophilia FVL het + FII het alcsoportjanak median értéke (80,0 U)
viszonylag emelkedett a tobbi magas kockazati thrombophilids csoport median értékéhez
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 beliil a FVL het 72,0 U és a FII
het 95,0 U.

I11.5. A CIP metodika szenzitivitasa és specificitasa

Az automatizalt CIP teszt szenzitivitasat és specificitdsat 8 ROC gorbe (Receiver Operating
Characteristic) alkalmazasaval demonstraltuk, valamennyi thrombophilids csoport esetén,
kiilonboz6 hatarértékek megadasa mellett. A magas kockazati thrombophilids csoportnal a
CIP teszt legjobb alkalmazhatosaga 90,0 U hatarértéknél bizonyult megfelelonek (area:
0,981), ahol a szenzitivitas 96% ¢és a specificitas 92% (SE=0,011; CI:0,961-1,000). Amikor a
szenzitivitast és specificitast nem csak a magas rizikoja thrombophilias csoportban, hanem az
Osszes thrombophilids beteget egyiitt vizsgaltuk meg, akkor a 90,0 U hatarértéknél a
szenzitivitas alacsonyabb lett (72%; 75%).

IV. Megbeszélés

A CIP moédszer igéretes, globalis véralvadasi teszt a thrombophilia laboratoriumi
kimutatasara. Eredetileg manualis kivitelezésti metodika volt, amely érzékeny a magas
kockazati thrombophilia kimutatasara. Munkank soran a CIP metodikat az ACL 9000 optikai
véralvadasi automatara adaptaltuk és ismert thrombophilias betegek ill. egészséges kontrollok
plazmait mértiik vele. Vizsgaltuk még a teszt analitikai megbizhatosagat, cut-off értéket és
hasznossagat a velesziiletett thrombophilia kimutatasaban.

Eredményeink alapjan a CIP metodikat alkalmasnak és megbizhatonak talaltuk a
magas kockazata thrombophiliak, mint az AT-, PC-, PS deficiencia, homozigota FV Leiden
mutacio €s a kombinalt deficiencidk kimutatasara, kivételt képez ez alol a kombinalt
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deficienciak csoportbol a FVL het + FII het alcsoport, ami viszont kiilén-kiilon, egyenként
alacsony rizikonak szamit. Eldbbiekkel ellentétben a FII G20210A muticiéra nem érzékeny a
CIP teszt és nagy heterogenitast mutat a FV Leiden heterozigota mutacio esetén is.

Mivel a CIP metodika alkalmasnak tlinik thrombophilia sziirétesztként valo
felhasznalasra, ezért a magas szenzitivitds az elvart kivanalom a teszttel szemben. Erre a
magas rizikdji thrombophilia esetén a 90 U-nal 1évé cut-off érték alkalmazhato, ahol a
szenzitivitas 96%.

Eredményeink alapjan 90 U feletti CIP érték tekintheté normalnak, ez alol kivételt
képez az alacsony rizikdju heterozigota FV Leiden és heterozigota FII G20210A mutécid
kiilon-kiilon ill. kombinacioban is, mivel atfedést mutatnak ezen csoportok a kontroll
csoporttal. Ezért abban az esetben, amikor a CIP eredmény normal tartomanyba esik, nagy
biztonsaggal kizarhat6 a magas kockazatu thrombophilia jelenléte, viszont a FV Leiden és a
FII G20210A mutaci6 jelenléte nem. Ezért normal CIP eredménynél célszerli elvégezni ezen
két genetikai vizsgdlatot is ezen mutaciok kizarasara, habar az alacsony rizikdji FV Leiden és
FII G20210A mutacié nem noveli a rekurrens VTE eldfordulasat és nem befolyasolja a
kezelést, ha onmagaban és nem mas defektusokkal egyiitt, kombinacidoban van jelen. Ha a
mérések soran 90 U alatti a CIP eredmény, akkor ajanlott a részletes thrombophilia
kivizsgalas. A korabbi, Andresen €s mtsai. altal leirt manualis kivitelezésli metodikaval a cut-
off érték 32,9 U volt. Az automatizalt modszer esetében kisebb az atfedés a kontroll és a
magas rizikdji thrombophilias csoportok kozott a manudlis modszerhez képest. A kiilonbség
a kiilonb6z6 mérési modszerek, - reagensek, - késziilékek hasznalataval magyarazhato
tovabba a vizsgalt esetek szamanak eltérésébol adodhat.

Az automatizalt metodika a magas rizikéji thrombophilia esetén
megbizhatobbnak bizonyult a manualis metodikaval szemben.

A CIP metodika magas szenzitivitasinak bizonyult a velesziiletett magas kockazath
thrombophilia esetében mas globalis véralvadasi moddszerekhez képest. llyen globalis
véralvadasi teszt a Calibrated Automated Thrombogram (CAT) metodika, ami Endogén
Thrombin Potencial néven (ETP) is ismert, és a velesziiletett AT deficiencia és homozigota
FIl G20210A mutacié kimutatasara alkalmazhatdé. A CAT modszernek tobb valtozata ismert,
szenzitivitasu koagulopathiak kimutatdsara. Ez tovabb neheziti a modszer standardizéciojat,
mivel a kiillonb6z6 laborokban, kiilonb6z6 mérérendszerekkel ill. eltérd specificitasu és/vagy
kiilonboz6 tulajdonsagu reagensekkel a meghatarozott eredmények nagy eltérést mutatnak.
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Azonban az egy helyen, allando feltételek mellett végzett vizsgalatok reprodukalhatoak és
alkalmasnak bizonyulhatnak thrombosiskészség ill. vérzés kockazatanak a becslésére. A CAT
metodikat viszont a standardizacié hianya miatt jelenleg még nem ajanljak rutinszertien
alkalmazni a klinikai gyakorlatban. Masik globalis modszer a ProC Global (PCG), ami a PC-
deficiencia kimutatasara érzékeny.

Vizsgalatunkban a velesziiletett thrombophilia kiilonb6z6 tipusainak (entitasai)
eléfordulasa az irodalmi adatok alapjan megegyezik mas nyugat-europai orszagokban talalt
prevalencia adatokkal, kivéve a heterozigéta FV Leiden mutaci6é, aminek az el6fordulasi
gyakorisaga az altalunk vizsgalt populacioban 60% volt. Ez a mutacié hazankban sokkal
gyakrabban fordul eld, mint a koriilottiink 1évé orszagokban, Kozép-Europaban az egyik
legmagasabb prevalenciat mutatva ezzel. Ezek az eredmények szemben allnak a heterozigdta
FV Leiden mutacio teriileti megoszlasaval, amely délr6l észak felé novekszik (a Skandinav
teriileten a leggyakoribb az el6fordulas). Ez a feliilreprezentaltsag egyes szerzOk szerint
alatamaszthatja a magyarok északi, finnugor eredetét. A magas rizikdju thrombophilia
prevalenciajaban viszont nincs kiilonbség hazankat és a kornyezd orszagokat tekintve.

Az alacsony rizik6ju mutaciok gyakoriak a nyugati populacioban, viszont az azsiai és
az afrikai populaciobdl hidnyzik. Ezzel ellentétben a magas rizik6ji mutaciok gyakorisaga a
nyugati populacidoban kevésbé fordul eld, mig az azsiai populacioban gyakoribb. Ez alapjan
ugy tiinik, hogy a CIP metodika az azsiai orszagokban thrombophilia vizsgalatok eldsziirésére
még inkabb alkalmasabb lehet, mivel a két genetikai teszt (FV Leiden és a FII G20210A)
elvégzése ezen régiokban nem sziikséges, mivel itt nem fordulnak eld ezen mutaciok.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CIP metodikaval végzett thrombophilia vizsgalat

kiterjeszthetd olyan populaciokra, ahol a vizsgalat nehézkes, idoigényes illetve draga.
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VERALVADASI PARAMETEREK VALTOZASANAK
VIZSGALATA NORMAL VARANDOSSAG SORAN

|. Bevezetés

A terhesség, sziilés és gyermekagy soran gyakran el6fordul véralvadasi rendellenesség, amely
az anya és a magzat ¢letét veszélyeztetheti. A terhességi és gyermekagyi allapotnak jol ismert
kockazati tényezdje a vénas thromboembolia, amely 4-50-szer gyakrabban fordul el6, mint a
nem terhes nék esetében. Kiilondsen nagy a kockazat a terhesség harmadik trimeszterében ¢€s
még ennél is nagyobb a gyermekagy iddszakiban. A terhesség alatti alvadasaktivacio
hatterében a Virchow triaszbdl a vénds keringés lelassuldsa és az alvadaskészséget fokozo
plazma faktorok bearamlasa, mint pl. a placenta magas szoveti faktor tartalma és a
természetes alvadasinhibitorok, mint pl. a szabad PS antigén szintjének csokkenése allhat. Ez
feltehetden egyfajta védekezdé mechanizmus, amely megakadilyozza a stlyos vérzéses
komplikéaciot sziilésnél. A terhességi kor eldrehaladtival az aktivalodott véralvadasi és
fibrinolitikus rendszer faktorai egyre inkabb emelkednek, ezaltal fokozodik a thrombin
generacio, a fibrinogén-fibrin atalakulas és a reaktiv fibrinolizis. Szecsi és mtsai. azt talaltak,
hogy a véralvadasi II-es, V-0s, X-es, Xl-es, Xll-es faktor, az AT, a PC, az APTI és a Pl nem
véltozik lényegesen terhesség alatt, sziilésnél és sziilés utan a nem terhes ndk referencia
tartomanyahoz képest. Azonban a véralvadasi VII-es, VIlI-as, IX-es faktor, a fibrinogén és a
D-dimer jelentésen emelkedik a terhesség elérehaladtaval. Azonban J. Liu és mtsai. szerint a
Pl, APTI és Tl csokken, a fibrinogén emelkedik, amely a hiperkoagulacios allapot jelenlétére
utal. A PS aktivitasa jelentésen csokken, mikozben a szabad PS csak mérsékelt csokkenést
mutat és a total PS nem valtozik.

A terhesség tehat egy szerzett prothromboticus allapot, amelyben a fokozott
véralvadas iranyéaba torténd valtozasok a méhlepény funkcid fenntartdsahoz és a sziilés soran
fellépd jelentds vérvesztés megeldzéséhez jarulnak hozza. Ezek a valtozésok legtobbszor
meghaladjdk a bioldgiai variabilitast. A biologiai variabilitdsra vonatkozd laboratoriumi
adatokat Westgard foglalta Ossze a nem terhes egészséges populacido esetében
(http://www.westgard.com/biodatabasel.htm/). A PI intraindividualis biologiai varabilitasa
(CV1) 4,0% ¢és az interindividualis bioldgiai variabilitasa (CV(Q) 6,8%, az APTI esetében a
CV) 2,7% és a CVQg 8,6%. A fibrinogén a szervezet bizonyos koros allapotai esetén (pl.
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gyulladas) pozitiv akut fazis fehérjeként viselkedik, igy a variabilitdsa is magasabb: CV|
10,7% ¢és CVQg 15,8%. Az, hogy a terhesség eldrehaladtaval emelkedd fibrinogén annak a
kovetkezménye-e, hogy akut fazis fehérjeként viselkedik vagy a terhességgel Osszefiiggd
valtozasok kovetkeztében emelkedik, egy masik pozitiv akut fazis fehérje (pl. C-Reactive
Protein (CRP)) vizsgalataval dontheté el. A CRP bioldgiai variabilitasa nagyon magas (CV|
42,2% és a CVg 76,3%), a D-dimernél is jelentés (CV, 23,3% és a CVQ 26,5%). A Tl-re
vonatkozolag nem szerepel adat. Terhesség alatt a normalisan fellépd fiziologiai valtozasok
hatassal lehetnek a mért bioldgiai paraméterekre. Altaldban a laboratoriumok a referencia
intervallumok meghatdrozdsandl nem dallapitanak meg kiilon terhes ndkre vonatkozo
referencia intervallumot, pedig az fontos lehet a klinikai dontéshozatalban. A terhes néknél
fellépd VTE tiinetek félrevezetéek lehetnek. A D-dimer ¢€s fibrinogén trimeszter specifikus
referenciaintervallumainak meghatarozasa segithet a VTE differencidldiagnozisaban. Ezen
intervallumok ismerete nélkiil a megemelkedett D-dimer és fibrinogén eredmények tévesen
erdsithetik a VTE valamint a PE gyanujat az alacsony pre-teszt valoszintiségti Wells score
mellett. Néhany tanulmany beszamol terhességi kor szerinti referencia intervallum
meghatdrozasrol, melyekben tanulmanytél fliggéen kiilonboz6 analitikai modszert
alkalmaztak és a referencia intervallumok is vonatkozhattak komplikalt, komplikacidmentes
terhességre, illetve mindkettore egyidejiileg.

Tanulméanyunkban terhességi kor szerinti referencia intervallumokat hataroztunk meg
83 terhes n6 bevondsaval a kovetkezd véralvadasi paraméterekre: PI, APTI, TI, fibrinogén, D-

dimer. Ezen feliil az el6z6 fejezetben targyalt CIP metodikat is alkalmaztuk ezen mintakon.

Il. Anyag és modszer
I1.1. A vizsgalatba bevont személyek

Vizsgalatainkba 128 terhes nét vontunk be, akik a terhesség 16. hetében jartak. Koziiliik 40
személy vagy a 26. és/vagy 36. terhességi héten nem jelent meg vérvételen. Az ikerterheseket
(n=3) ¢és a velesziiletett thrombophilidsokat (n=2) kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
Osszességében 83 terhes nd vérmintajat vizsgaltuk a 16., 26. és 36. terhességi héten, ami
megegyezik a terhesség sordn a kotelezd laboratériumi vizsgalatok idejével. A helyi etikai

bizottsag engedélyével végeztiik a vizsgalatainkat (engedélyszam: 3192/2008).
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11.2. 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-AS5 dokumentum alapjan).

11.3. Statisztikai analizis

Az eredményeket az adatok eloszlasanak fiiggvénye szerint, atlagban ill. medianban tiintettiik
fel. Az adatokat pares t proba, Kolmogorov-Smirnov, Mann-Whitney és Wilcoxon
Signed-Rank teszt segitségével elemeztiik az SPSS 15.0-6s (IBM Corporation NY, USA)
statisztikai programmal. Statisztikailag szignifikansnak tartottuk az eredményeket a p < 0,05
értéknél. A terhességi kor szerinti referencia intervallumokat (2,57 és 97,5" percentilis
megadasaval) nem-paraméteres bootstrap ReFVal software 4.11 program segitségével
hataroztuk meg az International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
(IFCC) ajanlasanak megfeleléen. Az adatok normal eloszlasa esetében a konvencionalis 95%-
os referencia intervallumok szamitasara az atlag + 2 SD-t is alkalmaztuk az elébb emlitett

modszer mellett.

I11. Eredmények

I11.1. A vizsgalatba bevont személyek jellemzoi

A 83 gravida atlag életkora 28,9 + 4,3 év (atlag + SD) volt. Koziiliik 55 személynél nem 1épett
fel patologias jel vagy tiinet jelenlétét a terhesség soran (,,normal terhesek™), 28-an legalabb
egy, a kovetkezd koros allapot, szovOdmény vagy anamnesztikus abnormalitds egyikét
mutatta (,,nem normal terhesség”): 1. proteinuria (n=1) (preeclampsia nélkiil), 2. labdagadas
(n=7), 3. magas vérnyomas (n=2) (preeclampsia nélkiil), 4. visszér (n=2), 5. thrombophlebitis
(n=1), 6. gestatios diabetes mellitus (n=13) (diétaval egyenstlyban Iehetett tartani), 7.
autoimmun betegség (n=1; Raynaud’s szindroma), 8. in vitro fertilisatio (IVF) (n=3), 9.
habitualis vetélés el6zé terhességek soran (n=2). Mann-Whitney teszttel megvizsgaltuk a
,hormal” és ,,nem normal” terhességi csoportok kozott 1évo Osszefiiggést kiilon a Pl, APTI,
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TI, fibrinogén, D-dimer és CRP értékekre a 16., 26. és 36. terhességi hétre vonatkozolag, és
egyik paraméter és idOpont esetében sem talaltunk szignifikans kiilonbséget (p>0,05) a két

csoport kozott. Ennek megfelelden a tovabbiakban a 83 terhes nd adatait egyiitt elemeztiik.

111.2. A vizsgalt laboratériumi paraméterek eloszlasa

A PI, APTI, TI, fibrinogén, D-dimer, CIP és CRP adatok ecloszlasat Kolmogorov-Smirnov
teszttel vizsgaltuk mind a harom terhességi hétnél. Az APTI, TI és fibrinogén adatok eloszlasa
nem tért el szignifikdnsan a normal eloszlashoz képest a harom vizsgalt terhességi hét
esetében (p>0,05). Ennek megfelelden a gesztacids hetek Osszehasonlitdsara 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.

111.3. PI, APTI és TI valtozasa terhesség soran

Eredményeink alapjan a PI (INR, International Normalised Ratio) a terhesség soran
fokozatosan rovidiil. A vizsgalt gesztacios heteket Gsszehasonlitva a 16. és a 26. (p=0,043), a
26. és a 36. valamint a 16. és a 36. (p<0,001) hetek kozott szignifikans a kiilonbség. A PI-t
INR-ben tiintettiik fel, mivel a PI standardizalt, szarmaztatott formaja és szamos laboratorium
is ebben a formaban tiinteti fel a leleten. Az INR adatokra elvégeztiik a statisztikai analizist.
Az celoszlas jobbra ferde, ezért a nem paraméteres bootstrap moddszert alkalmaztuk a
gesztacios kor szerinti referencia intervallum meghatarozasara a 2,57 és 97,5 percentilis
megadasaval.

Az INR gesztacios kor szerinti referencia intervalluma: 16. hét 0,80-1,12; 26. hét
0,77-1,18 és 36. hét 0,74-1,02.

Az INR normal, nem terhesekre vonatkozo referencia intervalluma: 0,90-1,15.

Hasonléan a PI-hoz, az APTI ¢és TI is rovidiilést mutatott a terhesség eldrehaladtaval.
A vizsgalt gesztacios heteket Osszevetve szignifikdns csokkenést tapasztalunk, az APTI
esetében a 16. és a 26., a 26. és a 36. valamint a 16. és a 36. hetek kozott (p<0,001), és a TI
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. Mivel az APTI és TI adatok eloszlasa normal, ezért a
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referenciatartomany meghatarozasara lehet az atlag £ 2 SD format is alkalmazni a nem
paraméteres bootstrap mddszer mellett.

Az APTI gesztacios kor szerinti referencia intervalluma: 76. hét 27,5-38,8 s; 26. hét
26,3-35,7 s és 36. het 24,7-32,7 s.

Az APTI normal, nem terhesekre vonatkozo referencia intervalluma: 25,0-37,0s.

A Tl qesztacios kor szerinti referencia intervallum: 16. hét 12,5-15,6 s; 26. hér 12,1-
14,9 s és 36. hér 11,8-15,5 5.

A T1 normal, nem terhesekre vonatkozo6 referencia intervalluma: 11,0-17,0 s.

I11.4. Fibrinogén és CRP valtozasa terhesség soran

A fibrinogén szint a terhesség eldrehaladtaval fokozatosan emelkedik. A 16. és a 26., a 26. és
a 36. valamint a 16. és a 36. terhességi hetek kozott szignifikans a kiilonbség (p<0,001). A
fibrinogén szint atlaga mar a 16. terhességi héten magasabb volt, mint a konvencionalis
referencia intervallum felsd hatarértéke. Mivel a fibrinogén adatok eloszlasa mind a harom
vizsgalt terhességi héten normal volt, ezért a gesztacids kor specifikus referencia intervallum
meghatdrozasahoz az atlag + 2 SD format alkalmaztuk. A fibrinogén referencia
intervallumanak meghatarozasara is @ nem paraméteres bootstrap modszert hasznaltuk a 2,5
és 97,5 percentilis megadasaval.

A fibrinogén Qesztdcios kor szerinti referencia intervalluma: 76. hét 3,28-6,59 g/L;
26. het 3,34-6,80 g/L és 36. hét 4,30-8,11 g/L.

A fibrinogén normal, nem terhesekre vonatkozd referencia intervalluma: 2,00-4,00

g/L.

A CRP esetében statisztikailag szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd 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 hét kozott nem
volt szignifikdns a valtozas (p=0,1). Mind a harom terhességi héten mért CRP értékek
medianja alatta maradt a normal nem terhes konvencionalis hatarértéknek. Ennek
megfelelden, nincs szignifikdns kiilonbség az egészséges és a terhesség alatt mért CRP
értekek kozott.

Mivel mindkét fehérje, a CRP ¢és a fibrinogén pozitiv akut fazis protein, ezért
megvizsgaltuk a kapcsolatukat. Regresszi6é analizissel az adataink alapjan gyenge pozitiv

kapcsolat volt megfigyelhet6 (p<0,001, r=0,265).
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111.5. D-dimer valtozasa terhesség alatt

A D-dimer koncentraciéo fokozatosan emelkedik a terhesség soran. A harom vizsgalt
terhességi hetet 6sszehasonlitva statisztikailag szignifikans a kiilonbség minden csoport kozott
(p<0,001). Amig a 16. terhességi héten mért D-dimer értékek medianja a normal nem
terhesekre vonatkozd 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 mar meghaladtak. A
varandos nék 42%-nak volt magasabb a D-dimer értéke a konvencionalis cut-off értéknél a
16. terhességi héten, mikozben a 36. terhességi héten mar az esetek 98%-ban volt a hatarérték
felett a D-dimer. Az adatok eloszlasa jobbra ferde, ezért a gesztacidos kor szerinti cut-off
értéket a median segitségével hataroztuk meg.

A D-dimer gesztdcios kor szerinti referencia intervalluma: 16. hét < 224 ng/ mL; 26.
hét <309 ng/mL és 36. hét < 541 ng/mL.

Az D-dimer normal, nem terhesekre vonatkozd referencia intervalluma: < 250

ng/mL.

I11.6. 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 kozott szignifikans a kiilonbség
(p<0,001). Mivel az adatok ecloszlasa jobbra ferde, ezért a gesztacios kor szerinti cut-off
értéket a medidn segitségével hataroztuk meg.

A CIP gesztacios kor szerint a 16. héten 42 U, 26. héten 36 U és a 36. héten 32 U-nak

megfeleld CIP értéket kaptunk medidnnak.

A normal nem terhesekre vonatkozo CIP hatarérték 90 U felett van.

IV. Megbeszélés

Tanulmanyunkban terhes nék véralvadasi paramétereinek valtozasat (PI, APTI, 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.
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A PI, APTI ¢és TI meghatarozasa elsdsorban plazmatikus véralvadasi zavarok ill.
faktorhidny esetén nyujt segitséget. A megrovidiilt alvadasi idok fokozott alvadaskészséget
jelentenek, mind az extrinsic-, mind az intrinsic alvadasi uton. A D-dimer, mint véralvadasi €s
fibrinolitikus paraméter fontos szerepet jatszik a klinikai dontéshozatalban a VTE
kizarasdhoz, mivel nagy a negativ prediktiv értéke €s segiti a klinikust az alacsony pre-teszt
valdsziniiségli Wells score esetén. A fibrinogén mint véralvadasi paraméter €s akut fazis
fehérje a DIC és hiperfibrinolizis diagnosztikajaban is segitséget nyujthat. A CIP teszttel
kapott eredményeink a terhesség soran kialakuld hiperkoagulacios allapot kialakulasat
tdmasztjak ala.

A laboratéoriumok a normal nem terhes populacidra vonatkoztatva adjak meg a
konvencionalis referencia tartomanyt ill. cut-off értéket, amely az altalunk vizsgalt
laboratoriumi paraméterek esetében a terhes noknél félrevezetd lehet.

A véralvadas aktivacidja fokozodik a terhesség sordn, amit az eredményeink is
alatamasztanak: a PI, az APTI a Tl és a CIP érték rovidiil, a fibrinogén ¢és a D-dimer a
terhességi kor elérehaladtaval egyre emelkedik, mig a CRP 1ényegesen nem valtozik.

Osszehasonlitva a normal nem terhesekre vonatkozé referencia intervallumokat ill.
cut-off értékeket a gravidak eredményével, megallapitottuk, hogy az PI median értéke a 16.
héten még benne volt a referencia intervallumban, de a 26. hétre mar alatta volt és egyre
csokkent a 36. hétre, amely az alvadaskészség fokozodasat jelzi. Az APTI és TI atlaga mind a
harom vizsgalt terhességi héten benne maradt a konvencionalis referencia intervallumban és
csokkend tendenciat mutatott. A fibrinogén szintek atlaga mar a 16. terhességi héten
meghaladta a felsd 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
fol¢ emelkedett, amely tovabb nétt a 36. hétre. A D-dimer érték a 16. gesztacids héten a terhes
nok 42%-anak a 26. héten 66%-anak €és a 36. héten mar a 98%-anak volt a normal, nem terhes
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 generéacid és a nagymértékii fibrinogén termelddés intenzivebb
fibrinogén-fibrin atalakulashoz vezethet, és ezaltal megndvekedhet a fibrinolysis és a fibrin
degradacios termékek (FDP) szintje. Ennek a két tényezének — az intenziv termelddésnek és
atalakulasnak — az eléfordulasa fokozott véralvadashoz vezethet, legtobbszor klinikai tiinet
nélkiil.
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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 reakcioé eredménye. Ezt
az elgondolast tAmasztja ala a kettd kozotti kapcsolatot vizsgald regresszid analizis eredménye
is. Ezzel ellentétben, koros allapotban, kiilondsen preeclampsidban jelentds CRP novekedés
figyelheté meg. A CRP szint medidn értéke nem haladta meg a nem terhesekre jellemz6
hatarértéket egyik vizsgalt gesztacidos hétnél sem, bar a 16. terhességi hétnél az eredmény
szignifikdnsan magasabb volt a 26. ill. a 36. héthez képest. Tovabbi vizsgalat szlikséges annak
felderitésére, hogy milyen kapcsolat 4ll fenn a normal terhesség és ezen CRP valtozas kozott.
Hasonloak az eredményeink mas szerzokével, akik szintén fokozott véralvadasi készséget
tapasztaltak terhesség alatt. Egyes tanulmanyok kozott azonban eltéroek lehetnek a szamitott
referencia tartomanyok a vizsgalt populacio valtozatossaga és a hasznalt metodika illetve a
reagensek kiillonbozosége miatt. Szecsi és mtsai. hasonld PI és APTI rovidiilést, magasabb D-
dimer és az altalunk meghatarozott fibrinogénnél valamivel alacsonyabb értéket irtak le
minden vizsgalt terhességi hétnél. Ez a kiilonbség 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 hasonloak voltak. J. Liu és mtsai. a PlI,
APTI, TI és fibrinogén véralvadasi paramétereket vizsgaltak. Ugyanattdl a gyartotol szarmazo
mérémiiszerrel és reagensekkel dolgoztak, mint amit mi is hasznaltunk. Tanulmanyukban a
PI, APTI, TI rovidiil, a fibrinogén emelkedik a gesztaciés kor eldrehaladtival. Hasonlo
eredményeket kaptunk mi is, mégha szamszeriien nem is ugyanazokat a referencia értékeket.
A kiilonbség oka talan a populécio valtozatossdgaban keresendo.

Az egyes tanulmanyok kozotti eltérések arra hivjak fel a figyelmet, hogy a
laboratoriumoknak 1étre kellene hozni sajat referencia intervallumot illetve cut-off értéket
terhes nokre vonatkozoan, ami segitségére lehet a klinikusnak. A tanulméanyokban szerepld
adatok viszont addig is iranyt mutathatnak bizonyos helyzetekben. Abbassi-Ghanavati és
mtsai. pl. az irodalomban fellelhetd adatok alapjan létrehoztak egy referencia értékeket
tartalmazé tablazatot normal egészséges terhes ndkre vonatkozdan, mind a harom
trimeszterre. Ez a tablazat az interneten is hozzaférhetd €s a véralvadasi paraméterek mellett
magaba foglalja a hematoldgiai, klinikai kémiai és egyéb laboratdriumi paramétereket is

(http://www.perinatology.com).
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UJ EREDMENYEK TETELES OSSZEFOGLALASA

Kutatbmunkam soran a velesziiletett €s szerzett hiperkoagulaciés allapotokat vizsgaltam rutin

¢s specialis véralvadasi modszerek segitségével.

Koagulacié Inhibitor Potencial médszerrel nyert Gj eredmények:

1. Elséként adaptaltuk az eddig manualis kivitelezésti CIP metodikat optikai véralvadasi
automatara, mely vizsgdlataink alapjan megbizhato és reprodukalhatdo modszernek 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 Osszehasonlitdsa soran azt talaltuk, hogy a CIP
metodika alkalmasnak bizonyult a magas thrombophilia rizikoval rendelkezé betegek
elkiilonitésére a velesziiletett thrombosishajlammal nem rendelkezd kontroll csoporttol.

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

deficiencia és az APC rezisztencia valamint a kombinalt defektusok kimutatasara.

Varandossag soran vizsgalt véralvadasi paraméterekkel kapcsolatos uj

eredményeink:

1. Gesztacios kor szerinti referencia tartomanyt ill. hatarértéket allitottunk fel rutin
véralvadasi paraméterekre, mint a Pl, APTI, TI, fibrinogén és D-dimer, komplikaciomentes
varandos ndk esetében.

2. A PL, APTI és TI szignifikansan csokken, 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 alatimasztjak a véralvadas
hiperkoagulacié iranyéaba torténd valtozasat a terhességi kor elérehaladtaval.

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

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

kimutatasara thrombosis kialakuldsa nélkil.
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