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Bevezetda

A heparin kémisi, biokdmiaei, valamint bilolégiail
tula jdonsdgainak tanulmdnyozdadt elefeorban 2 azervezetben
betsltitt igen fontos ezerepe tette uiukuégould.

Sokoldalu kémial reakeidsi k8211l az egylk leg-
fontosabk 48 legrdgebben vigapgdlt, de még ma sem tel jesen
megoldott probldmdja a heparin 48 & fehdrjidk kBz¥tt lejdt-
82646 kémisl illetve fizikokémial tirtdndsek felderitdse,
iint ismeretes a heparin szdmos hatdest /pl, snticosgzuldns
hatdodt is/ a fehdr)dk egymdskl¥z¥tti reakeifinak komplex
sorozatdba vald bveavatkozds rdvén feiti ki, Szdmos szerszs
foglalkozott & smerum, illetve & plasmafehsiridk 48 a heparin
k8284t lejdtezddd kémisl folysmatok mechnizmusdinak kutatd-
adval, 4 kdrdde megkiizelitdsdt szonban rendkivil megnehe
zitl & fehdr)dk bonvolult szerkezeti tulajdonsdigal, velsw
mint az a tény, hogy & fehérjdk nem tekinthetfk egvedges,
61 definidlhatdé anyagnak, Aminosav Hsszetdtellik alapjidn
:trakaiékru bonthaték, & 8z egves frakeidk, mint szt kilSne
bdes lzﬁraék megdllapitottdk, & heparinhoz kil8nbBzf8 affi.
nitdst mutatnak,

A A jelen dolgozatomban & heparin - fehérje egvreis.
rahatduok‘ronkogéinuk vizagdlatdval foglalkozom. Dolgoza~
tom elaf rdszdben a fehdrjdknek, mint egvedzer egdezrek &
haeperinhoz vald k5t3désl viszonyailt tanulmdnyozom, elte.
kintve sttdl, hogy & fehdr)ik sminosav H#sszetdtelilk alap-
Jén frakeidékra bonthatdk, & legujabb, izotop kénnel jeldlt
heparinnal vdgzett kisdrletek alapldn t8bt szerzf meg-
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£llap itotta, hogy = heparin & ezervezetben fehdrjfkhez
k3t8tt Allapotban fordul els8, Fehérjdkhez in vitro hozzd-
addel kisdrletben &zt kivdnom eldfnteni, hogy melvek azon
heparin mennyisdgek, amelyek fehdrjdkhez k#t8tt £llapot-
ban, illetve szabadon fordulnak elf, Kzen cdlhél ogy'kd-
mial elven alapuld mddszert dolgoztam ki & heparin meg-
hatdrozdedra,

Hivel a fehér ik kimiai viselkeddse szoros kap-
ceolatban 411 & pH vdltozdsdval, ezdrt a heparin-fehdrje
kSlestinhatdsok mértdkdt a pH flggvénydben ie vizegdlom,

4 heparin, mint azt t¥bh ezerz” negdllapitotta,
nagyfoku affinitdst sutat a plasmdban ardnvlas kis kon-
centrdcidban jelenlévf fibrinoszdn frakeicfhoz. 4 flbr;nog‘n-
herarin kilcs¥nhstds vizsgdlatdval t8bb szerzs fagl:lko-\
zott, mivel & fibrinogdn a véralvadds folvamatiban fontoe
azerepet t8lt be, Ezzel szemben a2z irodalombén nem tald-
lunk k¥zelebbi adatokat & hepsrinnak 48 s heparin antago-
pietdjdnak, a protaminszulfdinek a fibrinogénre gyakorolt
egyiittes hatdsmdd4rdél., Hz utdébbl vizsgdlata azdrt drdekes
mind gvskorlati, mind elmdletl ezempontbdl, mert & heparin
hatdednak neutralizdldsa a8 gyakorlatbs&n protasinszulfdt.
tal tdrtdnik,

Dolgozatom mdsodik részdben & heparinnak 4s a
heparin sntagonistdjdnak, & protaminszulfdtnak kiil¥ne
kitl8n, valamint & fibrinogénre kifejtett egvilttes hetdad.
nak vizsgdlatdval fozlalkozom.

A heparin & serumfehdrje frakeidk k8211 & glo-

bulinokhoz mutsat legmagyobbaffinitfet, =iz &2 slbuminnal
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vald reskeidja csak kiesmdrtdkil, Fgves azerz®k megdllapi-
tottfk, hogy & heparin megakadflyozza 2 serumglobulinok-
nak desztilldlt vizes kBzegben létrejBvE kicsapdddadt,
iivel & thymolturbiditdfsi prdba & serumban kérossn felsza.
porodott globulinoknak & thywololdattal valé reakeidjdn
alspul, ezdrt feltehet?, hogy & hepsrin & globullinokra
gvakorolt hatdss révén a thvaolturbiditds mértékst is meg-
vdltoztat ja,

Dolgozatom utolsd rdezfben a heparin, valamint
& heparin antasgonietd jdnak, & proteminszulfdtnsk & thymol-
turblditdsi reskeidra gvakorolt hatdsfval foglslkozom. iie
vel a thymolturbidit4ei préba 4fltaldnosan haezndlt mddezer
a kérosan felszaporodott globulirok kimutetdsdrs, 1lgy a
kdrdds vizegdlata nemessk elvi, hsnem gyakorlati jelents-
sdgll 1e,



Heparin irodslmdpak Attekintdse

¥dr a szdzadforduld elftt felismertdk, hogy az
enlfslk sz8vetelben egy olyan &nvag van Jelen, amely be.
folydeolja & véralvadds mechnizmusdt,

1916-ban selean /1/ mik¥zben trombokinaze hatdeu
ad jphosphatiddkat akart 1zol4lni, egy olyen extraktumhoz
Jutott, mely dppen ellenkez® hatdeu volt: kdsleltette a
normdlie vér alwsddadt.

1924-ben Howell /2/ kimutatts, hogy & heparin
nem sorolhaté a phosphatiddk k%zé, phosphatot nem tartale
maz, hanem egy nitrogén tartalmu ezdnhidrdt vegyillet,

A heparin kémisi struktursjdira vonatkozd vizsgd.
latokat elfsegitette annak & tinynek roli!moréno,.hogy a
heparin bariumsdjdn keresztill tieztithaté /Charles és
Seott /3//.

Jorpes /4/ mir 1924.ven kimutatta a heparin polye
s8accharida karakterdt, 1935.ben srra 8z eredményre jutott,
hogy &2 anyag uronsavat tartalmez 4e kimutstta a hexoz
amin Jelenlétdt is. Az uronssvrdl kezdetben azt gondoltdk,
bogy galacturonsav, igy & chondroltinkdnsavval lett volna
k¥zell kapesolatban, Wolfrom 68 Tlce 1946.ban kimutattdk,
hogy ez glueuronsav /5/,

Jorpes azonban kimutatta, hogy & hexozamin kén.
savval dszterezett 48 az fezter-szulfdt tartalma 7.14%
kSz8tt vdltozik,

Ekkor ugy gondoltdk, hogy & molekuldfban iemétls54s
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egyedg egy dlsacchsrida, amely pgltikozaminbdél 48 zlucuron-
savbél £11, Kevenet tudtak auénbua &z urongav 48 8z apino-
cukor kit&désdnek exact médjdrdl, valamint &z dezter-szul-
fét csoportok helydt sem ismertélk,

Fiirth, Hermann de Schell /6/ feltdteleztdk, hogy
az Ysezes termfszetben elifordulé mucopolvsscehsriddk
aminocukor csoportjail N.acetyldltak 48 ez & heparinra ie
411, S8t feltételeztsk szt 18, hogy & mucoitinhak poly-
sulphursavas dsztere, ‘

Wolfrom d8 leNeely /7/ megfigveltédk, hogy ha
heparint nagvon gvenge aciditdsnak tesznek ki, elvesziti
alvaddsgdtld hatdedt, amely ordnyos & szabad sminogsopor-
tok szdmival, tehdt a bloldgial aktivitds helye & nitro-
gdnktds lenme,

Jorpes, Bostrdm $8 Mutt /8/ bebizonyltottdk,
hogy & glikozamin aminoesoportjal szulfurdlva és nem sce-
tyvldlva vannak, & heparin ebb8l & sgzempontbdl kill¥nb8zik
& t5bvbl mucopolysacchariddktdl, amelvek aminocsoportjai-
kon t8bbnyire scetylezve vannsk,

Wolfrom, dontgomery, Karalinos 4s Rathzeb /6/
natriumhepsrindton 48 lebontdal termdkein végzett perjod-
a4t oxiddeids kisdrletek segiltedsdvel tisztdztdk a2 hepa-
rin strukturdjdt, amelyet kdefbbh mds vizegdlatokkal is
sldtdmasztottak, mint 2,4-dinltrofluoro-benzol /amino-
blokkirozd reagemns/ haszndlatival 48 toluol-pe-sulphonat
/tosylat/ teohnikdval,



& hepsrin ezek szerint slilkozamin 4 gltikuronsav
molekuldkbdl 4ptil fel, smelvek ol-plilkozid kBtdssel kapceo-
14dns8k., 4 benne taldlhaté kénsav rédszben l.glﬁkostnin aminoe
euopartjéhoa.vrénsbon pedig 4, hidroxyl csoportjfhoz kip¢so~
1édik,

A heparin szerkezetdt mutatja az aldbbl rdszlet

képlet.

CO0H CHQOH COOH CHqOH
0 0 0 0 0 ]

OH OH

ce=0 l 0 (3 |
OH 9 ﬁH OH ? NH
}
S04 SO4H SOgH 503H

& fentebdb emlitett /2,4.dinitrofluoro~benzol 4s
tosylat/ médszerekkel mez lehet “llspitani kill&nbdz8 rofrd-
#okbél ereds tlkéletesen megtisztitott kfszitménvek struke
turd}4t. EzekbBl 2z eredmdnyvekb®l sz adddik, hogy & heparin
-~ tdzabb drtelemben vdve - nem tekinthetd egredges, [41 de
finidlt kémial vegyliletnek,

Jagues 48 Waters /lo/ kimutattdlk, hogy kMl8nb¥z?
dllatok mdJ4bé1l kivont heparin nem volt azonos aktivitdfed,
jéllenet & kimisl analysie nagyvon hasonld kdaial Seszetd.
telt mutatott. Harbett 48 Wintersteln /11/ hasonlé eredmd-
nyekr8l 2zdmol be.

Bell /12/ pspirchromatografdldsi vizsgdlats)
alapjdn szintdn negdllapitotta, hogy & kiil8nbd28 41latoke
bdél nvert heparin kUl¥nbBzSs,



A hepsrin molekulssulya viszonvlag slacsony, 48
& molekuldris nagvedg homopenitdsa szempont J4bd8l vdltozé,

A legtibdb szdmitds & molekulsulyt ¥ = 16,000
£llapit ja meg mint & vizegdlt kdszitednyek meolekuldinak
Atlagdt, Ultracentifugdlde segltedpdvel két, hirom vagy
t8bb vdltozd molekuldris nagysdgu 48 aktivitisu frakeidt
lehetett elkildniteni /CGrinwall, Ingelman 4e Mosiman /13//.
Ultracentrifuzdlds utjin Neely /14/ két frakeidt identifi-
k4lt, 4z egyiknek ardnylag &lacsony &z alvaddegftlé ha-
t4ea 48 a ¥ - 16,000; & mfeiknak magees az aktivitdsa ds
& ¥ = 50,000,

fltaldban 16,000-e8 molsulvu heparin prepardtu-
mokat hoznak forgalomba, smelvek 13 cukoregvsdzet tartal-
mazdé polimerbdl dlinak, Kevds adatunk van ezeknek az
ehyefgeknek &2 elhelyvezkeddsdre vonatkozdan: nem ismeretes,
hogy ezek eldgazd vagy egyenes ldncokban helvezkednek-e
el.

Grénwall 4s munkatfrsal /13/ 2 heparin ultra-
centrifugd{ldedval 48 diffuzidjdival #égzett vizegdlatal
&arra utalnak, hogy & molekula erfisen 2spymetrikus,

Lehetedges, hogy & heparin lditezflagos hetero-
genltfea az 1zoldlfeeal kapecsolatos manipuldfeisktdél szdr.
mazik, Bottle, 48 munkatfreal /195%/ /15/ mutattdk ki,
hogy alk/likus klzegben, oxigdn jelenldtfben & poly-

saccharida-lincok 2zdthasadnak, Iemeretes 8z & tény, hogy



82 oxigén ezulfétemoportok alkdlival szemben relative
labilieak, Tgy k#nnven lehetsdpes, hogv & szokisos izolf-
148l &8 tieztitdel m'iveletek végtermfke lénvegesen kil¥n-
b¥zlk & molekuldnek attdl a formdjdtél, mely & pzlvetekben
elffordul,

Fizikai jellemzBk

& hepsrin rendszerint srfigen jobbra forgatds,
mely arra utal, hogy a2z azt feldpits saccharidsegvsdpek
alpha-gliikozid kitfseket tartalmaznak,

Az irodslom szimos adatot szolzAltat a8 heparin
speclifikus optikal formatdkdnessdpgdre, samlvek eldg nagy
ingldoaSat mutstnak, mivel egvsiges heparinrdl nem beszdél.
hetlink, 4 legtisztdtbh foku marha-heparin natrius sdjdrél
azt “llapitottfk meg, hogy & spec.ortikal forgatéképessdge
Ei]§>=-*65° s & tartalmas 13,8 7, alvaeddegdtlé hatfsa
130 18/mg. /Jorves /16//.

Hig kereskedelmi kfazitudnvek kevesebb £ tarta.
losmal 4a kiegebb slvaddfsgdtld hatfssal alsecsonyabb optie-
kal sktivitdet mutstnak /Walton and “leketts /17//. Rgres
szerz®k a8 hepsrin gpecifikue optikal forgstékdpessdgdre
lényegezen kisebl 4rtdket adnak meg.

Ave de Stildemann /18/ kbBzépdrtékként E:déo=“6-5°
mutattak ki,

4 ezulfurdlt heparinok enndl lénvegesen kisebb
értdkekkel rendelkeznek: {o(]ff = 43,49

Kem ldtszik redlisnak Hsrbet &nd "interstein
/11/ <ltal javasolt terminoclogis elfogaddiea, smely sze-
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rint a szerzfk megkilltnbiztetnek oL~hepsrint, mely Jobbra
forgatd 48 megas anticoaguldns hatfssal bir, valsmint

P ~heperint, asmely usvanszon forrfsbdl ered, halras forgaté
ds aslacsonyabd az alvaddepftld hatfas, 4 szerzfk ugvenis

& p ~heparint nem tudjfk megktl¥nbliztetni & ohordroitin-
kéneavidl, osupdn az anticoagulans hat<s tekintetdben.

A heparin ultraibolydban t8rtén® speetralanaly-
sise /awe and Stidemann /18// nem nd mepfelel® jellemzfket
& hepirin virsgdlatdra, Minden hepsrinkdszitmény thbné.
kevéebd dezlelhet® Inflexids pontot mutat 230-27°0 mu hul-
1l4mhorez tartomdnyban, Ez & hulldmhosezteriilet mind a he
parinoidokra /nyers €8 szulfurflt heparinoidokraj mird a
polysacchariddkra <lteldnos. & nvers hererinkiezitménvek
250 mu alatt erfeebben abszorbedlnak, mig 2 tlezta heparin
sbazorpeldée maximummal nem,vagy alig rendelkezik,

223 esterszulfitok jelerldte erfs elektronegativ

t8ltéet ad n heparinnak, Zzt mutatja & heparin mepgas elektromon

veretikdpesedge 48 sz elektromos mez®hen vald nagvfoku
kataphoretikue mobilit<ea /Wilander /19//.

Bér ezen jJjellemzTk arra utsalnak, hogy & redktiv
esoportok erfisen disezoeidlnak, a heparin ocldatok osmoti-
kus nyvondea mégie rendkivil alaceony cltrdt vagy oxaldt
oldatokkal szemben, de lgy & heparin nem cyakorol osmoti-
kue befolvdet s vérdeavdrtestekre,

Leszeflizgde a hepsrin slvaddsadtld hatdes 48 kémisi szer-
e Bz8t '

Definlelo szerint a nemzetkBsi standard heparin
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anticosgulans batdes 130 IE/mg. 4 leztsbh brit, svdd £
ameriksi kereskedelml készitmény aktivitdeat: 9o - 120 I5/me.

Eisdrleteket vépeztek s kdrisl szerkezet fg az
alvaddagdtls natds korreldeidba veld hozdedra, UzekbRl az
eredményekb8l adddik; hogy & heparin a fehdrje-fehérje egy-
mdsrahatdsok komplex sorozatfba avatkozik be, azdl tal,
hogy & véralvaddsban réaztvevs fehdr)ikel kapesolddik, Ez
a fehdrjdkkel vald reaktivitde a hepvarin eclektronegstiv
t8ltdsdnek tulajdonithatd, mely & heparin savl gySkeitsl
szdrmazik /Demole and Reinert /2¢/, Dergetrsm /21//.

A heparin molekuls savi gyBkeli: 22 uronsav szabad
carboxyl-gytkel, az O-szulfdt 48 ¥.szulf4t csoportok /emi-
no-szulfdt/. Phyeloldgife pH-ndl 2 ezulfit.csoportok csake
nem teljes mértdkben diesezoeldlva vennak, 22zel szemben
8 cervoxyl-casoportok relstive cs=2k kismdrtdkben disszoecl-
dlnak, 4z egdsz molekula elektronegativ t¥ltdeét tehdt ffleg
caak a szulfditesoportok okeszdk,

Jorpes and Bergstrdm /22/ nagy jelentfadget tu-
lajdonitanak a heparin szulfdtesoport jalnak a véralvadda.
gdtldis mechanizmusdban, ¥z utdbbl akkor deriilt ki, amikor
azt taldltdk, hogy birmely bioldégisl forrdebél ered’s hepa-
rin anticoagulsns hatdsa nsgy)4bdl parsllel haladt annak
£ tartalmdval, ¥4s polvsscchariddk, mint pl., a kemdnyits,
cellulose, chitin etb, szulfurdlds<val heparin szerl anti.
coagulans hatdst lehetett kivdltani, THbb szerzf erfisitet.
te meg ezt a t4nyt, &zzal, homy beblzonritottdk, mde, ké-



- 11 «

midlag nem hasonls Heszetdtelll polymerek szulfurdlfes
/polyvinylalkohol/ hasonld hatdet hozott 1ldtre.

A2 anticoagulans hatfeban & glucuronsav carboxyl.
esoport jénak nem sok szerepe wan, mivel a carboxvl£lt
polysacehnaridok szulfurdlfes azok aktivitdiedt nem nivell
/Karrer, Usterl and Camerino /23//.

A hepsarin magss anticoagulane aktivitdedt nenm
csupdn az oxipdnazulfdt csoportok okozzdik, frre utal az a
kisfrleti eredmény, mely @zerint az ilyen csoportokst tar-
talmazd szintetikue polyeaccharida~szulfftok maximflis ak-
tivitdsa kisebd 30 IE/mg-ndl. Zzek utdin feltiteleztdk,
hogy az antlcosgulans hatde 8 Nesz2ulffit csoportoknak ki.
ezdnhetf, A ehitosane /8 glucozaminnak terafszetesen elf-
forduld polvmerje/ szulfurdldssal, vagy pedig & chitin 4s
& chondroitin-szulfdt MNedeacetvldldedval, melyet szulfu-
rdlds kivetett, & szerz®k nem jutottak egvirtelmtl ered-
ményhez., "lokets /24/ nem taldlt aktivitdas nlivekeddst, s
t8bbi kutatd viszont szt 4szlelte, hogv &nvaguk aktivitdsa
48-57 15/mg-ot is eldrs,

Doezi, Xarlew and Stacev /2&/ ezzel szemben szt
tapasztalta, bhogy azok a hepsrin kfezitminvek, amelyek
Hemulfdt tartalma magas, alacaony aktivitdst mutatnak.

Valészinlinek 1ldtazik, hogv eogves szerzfk tul
nagy figvelmet forditottak & szulfaminocsoportokra 4s i
heparinnak a2 analomonjaindl nagvobb sktivitdsa sem & N.

szulfdt, sem 82 U-szulfdt cetoportoknsk nem tulajdonithatd,
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hanem egy kil¥nleges molekuldris konfigurdelidnak, melyet
ezen csoportok k¥z¥ttl bels® kBtdeek hoznak litre /Foster,
Martlew and Stacey /26//. ’

Ezen tapasztslatok szerint a finom molekuldrie
gzerkezetben vald kiil¥nbsdzek azok, smelvek varifeidt hoz-
nak létre a molekula nagysdgdban 48 alajjfvan, 48 tehetSk
felellssd azdrt a ténydrt, hogy az aktivitis 48 & 8 tar-
talom k#z8ttl parallelizmue eltiinik akkor, ha ktilBnbszS8
fajokbdl szdrmezd heparint he&sonlitunk Hssze,

A _heverin kémis) reakeidi

& heparin organikus bdzisokial mint a benzidin,
octylamin, vegyliletet slkot;glkaloiddkkal /kinin, bruein/
ée clyan anysgokkal 1s, melvekben bAzikus sminosavak domi-
ndlnakt protaminck, histonok, bdzisos polysminosavak /pl,
lyein/ 48 bAzisoe festdkekkel, fldnk £rdekl%dds térgvit
képszl & heparinnak 48 & pharszscologial jelentfSsdgll anya.
goknak egymfera hatfss, nint a blataﬁln. antihistakbnbk,
histsmin felszabaditd anyagok /Riley /27//. 4 bdzisos his-
tamin sdszeril vegytiletet képez a savas heparinnal 4s a
alffuzibilis histamin ezdltal r3zz1t84ik a hizdse jtekben
/¥Werle and amann /28//.

Ha a fent emlitett znvagoknak & szabad bdzikus
csoport ja reagdl & heparin molekuls savanyu esoportjdval,
& heparin artieospguléns hatisa megaziinik,

£7z képezi sz alap)ft annak, hogy & klinlkal gve-
korlatban protamint vagy toluildinkdéket hasznilnak a heparin

hatdednak neutralizdldsdra,
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A heparin bdzisos festdkekkel chromotrop A&nyage
ként viselkedik, He toluldinkdk XMxcldatXhoz nivekvs kone
centrdfcidban heparim sdunk, a fa8tdk szine normflis /ortho-
chromatikus/ %SkbA1l biboron kerssztil virises ibolvdra
/metachromatikus/ v4ltozik, 4 henarin hatdsdra XmxXYVH
metachromdzia 14p fel & bfzikus oxazin, phenszin, thiszin
csoporhoz tartozd szinanvagokndl, 4 reakeid nem specifilkus
a heparinra, wfs polvsaccharidaksnsavak /termdszetesen elS-
forduldk s szintetikusak/ is adjdk ezt a reakcidt, Lzenki-
vill zvengdbdb intenzlitdssal & polycérboxylntok, pelyphogs-
rhatok §8 chromotropok & bdzikus festdkerkel,

4 reakold alapjaira irdnvuld cusntisativ vizegd.
latok &zt sutattdik, hogy a potachromszia intenzitdsa egve -
nesen arinyos a kapcsolddd lavlgyukSk_szfméval 48 dieezo-
cifclide jellemzBivel, nem pedig & molekuldt feldpitf mlle
koz polymesresvedgek elhelvezkeddsdtfl vagy szfmdtdél fisg;
vagyvie & gpetachromezia intenzitdsa gvakorlastilag egvenesen
ardnyos a savanyu polysacchariddk 8 tartalmdval 48 nem ard.
nyos azok polimerizdfcididnak fokdval /Wslton and Ricketts
/1T// .

By 8 metachromasids reakeild eldegd drzdkennyd
tehetd annyirs, hogy kdpes 2.5 mikrogram/ml koncentrdeid-
Ju heparint is kimutatni, mdgis & fehdérjék 4g nds anyagok
Jelenléte, amelvek képesek a festiket megkiitni, zavaridk
& vizegdlat drzdkenysdgét, Ennek ellendre ezt & reakeidt
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felhsszndljdk a szBvetekben 1dvE, feltehetfen heparin ki.
mutstdedra /Holmgren and Willander /29// 48 szSvetnedvekben
quantitative /Copley and Sechnedorf /3of Jacues, ¥onkhouse
and Stewart /31/; Jaques /32/; Waltom /33//.

Elgutatds
A hepsrin kimutatfedra szdmos mddezert dolgeortak

ki. 4 nagyezden neghatfrozds srra enged kévetleztetini) hogy
egvik sem tH¥kfletes = maga nemdben, Jacues, Waters and
Charles /34/ azt taldlitdk, hogy kil8n:828 fajokbdl szdrmazd
heparinok kil8nb¥z® antlcoagulans hatdst nsutattak, he kile
16nb635 médaierokkol vizagdltdk,

& heparin neghatdrozhatd

&/ alvedds fiziloldgial uton

b/ fiziko-kémial reakeid alapjin

¢/ 22 snticoagulans nverdse tiszta formdban

8/ Lltaldnosan elfogadott, hogy & heparin anti.
cosgulans hatdedt olyan bloldgiail rendszerben mérjék, mely
magdban foglalja & normflis véralvaddisi mechanizmust, Bir
gok mfdaszerben plazmfit haszgndlnak 2 heparin kisutatdes soe
rén, mégis ason szerz®k, akiknek szen & tdren nagy t&pasz-
telatuk van, a teljes vér hseszndlatdtfk &Jdnljdk. Jalling
&8 munkatdrsai /35/ a hepsrin mezhatfrozisdrs u.n, teljles-
vér nfdezert dolgoztak ki,

4z antlcosgulans sktivitds meghetdrozhatd a
‘thrombin vagy prothrombin slvedfsi ldejének meghosazabboe
dfea alapjdn oxnl&t'vagy eitrdt plazmdbél /Studer and
Wintersteln /36/1, Pritehard /37/; Slombick 68 munkatdreal

/38//.
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b/ Fizikokémial reekeidn slapulmsk: 1/ a
protaminnal vsld titrdlds, amely azon az elven alapul,
hogy & heparin & protaminnal egy establl sdszerll vegviile.
tet kdpez 48 a heperin elveszti ezdltal anticoagulans
hatdadt /Kaller /39/; Refu 48 Vestergasrd /4o//.

2/ Touldinkdékkel §316 reakeid /colorimetrids
neghatdrozds/ /idacIntosh /41/; Avwe and Stldemann /42//.

¢/ a4z sntieodgulans 1z0141l4sa tiszta formdban,

Egyes szerzfSk kil¥nbBz% midszereket dolgoztak
ki, hogy & normfl emberi vérben Jnlaazevg termiszetesen
elfiforduld heparinszer! anticosgulans anvagot kinver jédk,
Treemén fe munkatdreail /43/ a kering® hepsrin izoldldisdra
8 hepsrint elfizetesen n-octvliamimmal kicsaptdk, =ajd ezt
k¥vetfen NaOH jelenldtdében Znsag-sl iemdtelten kiceaptdk,
42 in vivo 4e in vitro visszanyverdel kisdrletek erednd.
nye arra enged kBvetkeztetni, hogy ezzel & mfdszerrel
osak & fehdrjdhez kBtHtt heparint lehet meghstdrozni.

Ugganceak & fehdrjdhes kBtHtt hepsrin nrerhets
visgza Monkho use 48 Jaaues /44/ mddezerdvel. 4 veghatd-
rozds &zon 4z elven slapul, hogy 8 phenol hatdedra =
proteinek & plazmdbdél kicsapddnak, a heparin a tiszta
protein mentes szlirlethen marad,

Nilson /45%/ a vér anticosgulane tartalmdnak
meghatdrozdsira oxalatos plazmibél Ca,/rO,/, adezorbens-
88l nverte ki & heparint, clitrdttal vald eludlde utdn
alkohollsl kiesaptfk, ezt kivetfen proteolitikus "emész-
tdesel"” &8 ismdtelt Rlkoholos kicsapdssal torténS tisz.
titds utdm 1 1 plazmébdl 1,5 g olyan anyaégot nyertek,



amely snticoagulans aktivitdiseal rendelkezett.

Bioldzial viselkedds

A hepsrinnak sokfdéle biolfgisi hatdes van, Kimu-
tattdk, hogv egves enzimek miikBdfsére gdtldlag hat., Igy pl,

& heparin gdtolja sktivitdedban & fumerozet, trypsint, hyslu-
ronidaszet, & stmptococcus® ribonuclesgset, & cathepeint, a
szBvetl ribo- 4e¢ desoxyribonucleaset, 4 heparin in vitro
gdtolja & plaemin sktivitdedt, viezont in vivo gvoreitja &
thronbus feloldfddednak mértdkét,

Fépfta lzmeretes, hogy & heparin gdtol)a & mitoeist,
Baktériumok, emli®s sejte: 48 szlveteknek az in vivo niveke-
déadt da differencidcid)dt adr alscsony heparin koncentrdcl-
ék 18 gdtolj)dk, de arra nincs hizonyitdk, hogy normdlis
£1llat n¥vekeddsdre bdrmi hatdat fejtene ki,
ptt _natdss
A heparin, mds, t8bb anlonnal bird colloidhoz hason-

16an a fehdr jdkkel azok izoelektromos pontja slatt oldha-
tatlan sdkat kdpez /Clarke and Honkhouse /46//. De azok &
reakeidk, amelveket & hepsrin a bioldgisilag fontosshk fehdr
Jékkel ad physioldgids pH mellett jBnnek l1létre, 4s ldthatd
esapaddék kdpzfdde nines,

Chargeff, Zif£f and Moore /47/ a plazma fehér)dk
elektrophoretikus képdben bedlld viltozdsokat vizspgflta
heparin hozzdaddadra, Hzen aszerzfk a hepsarint igen magas,
nem physloldégida concentrdeidban haszndlidk, eredmdnyelk
korlditolt drdekessdgiiek,
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Hoch &nd Chanutin /48/ sokkal slacsonyabb kon-
centrdecidkat haszndlva azt tapasztaltdk, hogy olyan heparin
mennyledgek, melyek nem elegendfek & vérslvadds gdtldedra,
nem befolvdsol jdk az elektrophoretikus kdpet, Valamivel ma-
zasabb koncentrdeidk mellett 2 hepsrin oldhatd komplexet
alkotott & p-globulinokkal d48 a fibrinosdnnel is. Tzen
komplexek mobilitdsa nivekedett az anticosgulens snysg
koncentrdeidjdnak mobilitdedval, 4z aldbminnst 48 8 Y -glo-
bulinnal vald reakeld ardnyldag cwsekdly volt, 4 komplement
sktivitds a kil3nbB%z8 globulin komponensek egylittes hatdea,
Kirutattfk, hogy & heparin egvenesen ezen komponensek
egylkdére vagy t8bbjére gvakorol hatdet, Tehdt nem & virds.
vértestekre vagy & haemolizdld antigdnre fejti ki hatdadt,
A polysaccharida-szulfdtok antikorplement hatdea a vizagd.
latok szerint & molekula nagrvadgdtdl e t81ltésdtBl fupm,
az anticosgulang hatfssal nince Heszefliggdaben /nem kSz8lt

eredmdnyek/ .

Hahn /1943/ /AQ/ deszlelte elfszlr, hogy ha kutydk-
nak slimentdride lipsomia 1dfezakdban heparint sdott, ez
utdbbl & plazma zavarossdgdnak feltisztuldedt ekozta, A
heparin ezt & hatdedt nem kizvetlen!l a plazma lipoldjdna
fejtl ki - mivel & heparin nem gyskorol lipeemids plazmdra
hasonld hatdst, ha in vitro sdjuk hozzd -~ hanem egy globue

1in komponensen kereaztill /lipsemia clearing faktor/.



-18&

A heparin, mivel & globulinokkal k1l¥nféleképen
reagdil, a vér-alvadde ldnoreakeidjdbe t&bh mint egy ponton
avatkozik be,

Antithrombikus batds

Eleinte azt hittdk, hogy a hoparta‘l termdazetos
antithrombin, £z & téves elkdpzelds hamarossn megdBlt, smi.
kor kimutattdk, hogy & heparin nem skaddlvozza meg 2 tiez-
titott thrombin 48 fibrinogdn egymders hatdsdt, Ba plazaza
vagy szerum mince jJjelen & rendszerben, ial felfogds szerint
& hepsrin co-faktor kUIbeﬁzik a4z antithrombintél /Volkert
/50// .

Seegers, Warner, Erinkhous snd Swmith /51/ szt 4111t
totta, hogy & heparin katalitikusan hat & co-fsktora jelen-
16tdben: niivell &2z inaktivdlds setmsedgdt, de nenm az el-
bomlott thrombin mennyiedgét,

H owell szerint a hepsrinnak az sntithrombikus heatd.
8& mellett antiprothrombin hatdsa is van, Zzzel szemben Culek
/52/ kimutatta, hogy & heparin jelenlétdben & prothrombinnak
throabinnd vald dtnlakuléiu véghemegy. |

Arinkhous, Zmith, Farner and Seegers /53/ szt talfl-
ta, hogy egy szerum co-faktor jelenldtdben a prothrombin £t
#lakulds gdtolt, hasonldan s throsbin-fibrinogen reskeidhosn,
Nem tudtdik azonban megdllapitani, hogy ez & heparin sntithrom.
bin vagy antithromboplsstin hatdednak tulajdonithatd-e,
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Agyeredet!! thromboplastinnak a hepsrinos plazmd-
hoz vald sdfsa esBkkentl ernak alvaddsl idejldt. GQulek /52/
‘azon & vélemdnven van, hogy & heparin 48 & thromboplastin
kBz8tt ninces direkt egvmisrs hatde,

Chergaff, ZAff end Cohen /54/ azonban egy throm-
boplaetikus hatdsa lipoproteint 1zo0ldlt & tUA%LAL S& kimu-
tatta, hogy az hepsrin hatdsdra disszoeldl, A4 heparin kBtS5.
dik a fehdérje rdszhez, 8 lipoidot szebsdit fel.

Overwiu & heperin ©% hatfeft sbban 14t ja, hozy egmy
aktliv anticosgulsne hstdsu lipold frakeldt szabadit fel,

Azt tart ik, hogy & thromboevidk 48 & plazma
faktorok egvedsras hatdsa, amikor a plazma ldegen fellllet-
tel, pl, liveg, kerill drintkezdeve, aktivdlja a plazma
thromboplastint, Fimutattdk, hogy a heparin anticosgulans
hatdea szllikonozott flvegnemilkben nvert thromboevtamentes
rlazmdban fokozddik, ha azonban ezt & plazmdt tiveggel
hozzuk drintkezdabe /nem szilikonozott/, akkor olysn mére
tdkbenr celikken & heparin anticéugulanl aktivitdisa, =zint
az Uveg fellllete, mellyel drintkezdsbe hoztuk,

4 bepsrin snvaseserdje ds kivdlasztdea

hz utébbl 1d%ben Birke /58/ 48 Riley /56/ 1s-
mertette bBvebhben & heparinnak 2 hizdse JtekbRl vald szdr.
wazdedt, Wég nince eldBntve, hogy & heparin ezy4ltaldn
Jelen van-e & kering8 vérben, vagy egyfltaldn felezabadule.
e masezlv ionizdld sugarak hatdsdra, zint azt egyidfben

gondoltdk,
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A hopﬁrtn intravénds bezddsa utdn & vizelethen
megz jelent anticospulans ugy viselkedik, mint & heparin,
A szervezeten vald dthaladdes kizben szonban partialis
inaktivdldddat szenved, andlikill, hogy & hatdanyap kémial
természete lénvegesen megvdltozna, Jsqueg, Napke 48 Levy
/87/ kisdrleti eredmdnvel szerint a besdott heparinnak
25-50 4-2 nverhet® vissza & vizeletbsl, = kezds ddzis
nagyedpdtdl fiigefen,

Azt tartjdk, hogy 8 heparinnsk azt 8 rdrzéy a-
mely nem vélasztddik k1 a vizelettel, egy enzym bontja el,
&Z u.n, heparinsze, melvet Jeoues /58/ i1zoldlt & mdJbsl,
Kezdetben &zt tartottdk, hogy ez mint epeciflkus enzys lé-
bont j& & heparin molekuldt andlkill, hogy & szulfdt csopore
tokban vesztesdg 41lna be, De az ujsbb vizsgdlatok/Jaacues
48 Kéri 8z4ntd /59// azt mutattdk, hogy @z antithrombikus
sktivitis calikkendase eayiitt jdr & metachromatikus sktivi-
tie cslkkendsdvel, Ez arrs utal, hogy szulfit vesztesdg
ie van, Marbet 48 Winterstein /6o/ kimutattdk, hogy &
heparinnak & szervezetben valé dthaladdsa kBzben felldps
aktivitde ceBkkendse csak rdszben vezethet?® viseza s
gzulfocsoportok lehasaddsdyra, Viezkozit e meghatdrozdack
8leépidn arra a kﬁvotkiatotétro jutottak, hogy & heparin
részben depolimerizdlddik, Feltehets, hogy az slacsony
molsulyu rdszek a szervezeten vald Jthaladdfe kBzben sem-
milven viltozdst sem szenvednek, mipg & magas molsulyuak

teljesen lebonlanak,



uﬁl -

Hepsrinoidok

4 heparinhoz hagsonld vegyiletek agvrfazt termd.
szetes, mdsrdszt szyntetikue eredetilek, Hem enlie szlivelsk.
b8l 1z0ldlt pelysaeeharida—a:ultdtok azintdn heparin-szeri
hatdst mutatnak, Szyntetikus heparin pstlf anysgokat 8 vemd.
nyit®, ecelluloze /pentose, hexose/, polvsalacturonsav,
ehitin etb. szulfurd{ldfsa révén 41llitensk elf,

& heparinoidok nananlék & heperinhoz, smennyliben
1/ hasonlé viltozdeokat okozpak & plazzaproteinek elektrophos
retikue képiben; 2/ feltlsztitidk & lipsemife plazndt
/elearing faktor/; 3/ ugyanazon enzymrendezereket sfdtol jdk;
komplement ellenes hatdst fejtenek ki; =/ hasonldan reagdle
nak ugvanazon bdzisokkal 4s bizikue ‘entdkekkel,

Ezen hatdsuk intenzitdss meghaladja & hepsrindt
azonoe sulyra szdmitva. Antlecoagulans skilvitdsuk azonban

Jéval kisebb mint a heparind,
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Fischer mdr 1932-ben /61/ - amikor még & heparin
kdédmial szerkezetdt 48 hatdfsainak sokrflesdgdt nem ismertdk -
kimutatta, hogy & hepérin erfsen kitZdik s fehérjdkhez,

1935-ben k#2841t cikke /62/ réezletesen foglalko-
21k & fehdrjék 69 & heparin k8z8tt 14trejBvs kémial reak-
cidk mechanizmusdval, Fzek szerint & kBzittik létre j8vs
k¥téel viezony & pHetdl flizg, A heparin & fehdrjdkkel azok
1zoeloktromospontjétn. vagy &z izoelektromospont alattl
savastartomdinyban sdkat képez.

4 szérumfendrjék egvee frakeldl & heparinhoz
kUl8nbdz2"% affinitdst mutztnak,

Chargaff, Ziff 48 Woore /47/ elektrophordzises
kisfrletel slapjisn azt til&ltl, hogy magase heparin konecent-
récidk esetdn a reakeld az albuminokkal nagymértékil volt,
mig & globulinok allig k3tfdnek & heparinhoz,

Ezzel szemben Hoch 48 Chanutin /48/ kimutsttdk,
hogy & heparin & plazmafehdrjdk £, 48 p globulin frakeidjd-
hoz kBtSdik.

amén &3 Terle /63/ a véralvaddeban réeztvevs
fehérjfknek,& thrombinneék valamint 8 fibrinogérnnek & hepa-
rintoz vald k8tZddsdt vizegdltas & heparin a thrombinhoz
kapesolddve megakaddlyozza & filbrinegén-fibrin dtalakuldst,

Elber /64/ izotép kénnel jelslt heparinnal vig-
zett kisdrletel alapidn srra & megfllapitdera jutott,hogy
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az intravénfesn beadott heparin teljes mennyisdge a vér
szérum-1lletve plazmefrakeidjiban van,

Felmerill az & kérdds, hogy phveioldpids kirilmd.
nvek k¥z%tt & heparin milven formfban van jelen: szabadon,
a ezdrum i1lletve s plazmafehdrjfkhez kiétfdve, 2 virldsvér.
testekhez adazorvedflédva, vagy rédszben kitidtt, réeszben sza-
bad £1llapotban,

A mzérumfehdrjdk 48 a hepsrin kizdtt 14trejUvs
reakeid mértdkdt in vitro heparin hozazdaddel kisdrletekben
vizegdltam, A heparin meghatdrozdedra egy kdimial elven sla.
puld mddszert dolgoztan k1 az eddig fltaldnosan lsmert 4s
hagzndlt addazerekkel @zemben, melyek {Tleg bloldégial
1lletve biokémial eredetilek,

gédszor

4 médszer azon A& kémial elven slapul, hogy & he-
parin mint polysaccharida tipueu snyvag tSaény sdfsavval
valé hidrolyzis folyamédn glukoz egyedzekre /glukozamin
48 glucuronsav/ bomlik. 4 sdssvas hidrolyzis utdin a di-
phenylaminnal kdpzett szinreskeld alspldn kimutathatd, A
glukoz 18 adjs ezt & szinreakeldt, ezdrt s meghstdirozis
eldtt dleszt®zdeeel &l kell hontani,
meszensek
1/ lo f-o® ZnS0, oldat
2/ 2 %-08 N&OH oldat
3/ % %08 trichlorecetaav
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4/ Diphenvliamin.reacens: € g diphenylsmint lazsen felol.
dunk 200 ml 99,8 f.08 jémecethen, 4 teljes feloldddds
utdn 120 ml eonc. p.a, HOl-t adunk hozzd, A reagens sBtét,
tivegdugde llvegben, jégszekrdnvben tirolva nédhdny napiz el-
tarthatd, & legtdbd diphenvliamin készitmdny szennvezett,
ezeaket ol%z2%leg kétezer vagy hfrouszor £t kell kristflyo.
sitani meleg alkoholbdl, féltdérfopatnyl desztilldlt vis
hozzdaddedval,

5/ Az flesztfzds kivitelezdse: 20 g kereskeddsbell 4£lesztft
nagy centrifugscs®ben loo ml fizlolfglds konvhasdban
uzgnspandﬁlunkz lecentrifugdl juk, a folveddkot el¥nt jik,

£ az Aleszt®t ujra loo ml fiz, konvhasdban szuszpenddl juk,
Alaposan elkeverjiik 48 ujrs centrifugfljuk, 4 mosdet
Beszesen hiromezor ismdtel)ilk meg, Az fleszt” kimosdea
ekkor t¥kéletes, ha az utolsd centrifuzflfs utdin a fenn-
maradd folyvadék fttetsz?f S8 redukelds prébdkat nem &ad.
Végil sz dlesztft ujra szuszpenddl juk loo ml fiz. konvha.
tdbln. Ezdltel 20 f-o8 SlesztBazuszpenzidt nyeriink. Jég-
szekrényben t4roljuk, Ha aznap nem haszndljuk fel & teljes
mennyisdget, ugy haszndlat elftt mégegvezer szusszpenddljuk
éa centrifugdljuk, Centrifugacsfbe viszlink 2 ml szdrumot,
hozzdadunk 6 ml dlesztfazuszpensidt, (4] Ysszekeverjik 4s
gzobahfxadredkleten 15 pereig £11ni hagyjuk. Ezalatt 3-4-
gzer felrdzzuk. 15 pere dllds utdn centrifugdljuk 48 az
SleaztBadtt szdrumot szdraz kémesThe ftpipettdzzuk,

€/ Heparin: 6 Z-os heparin oldstbél /KShinyal Gydgyszergydir,
Sudapest/ 0,6 mg/ml koncentrdeidju t8rzsoldatot készitiink,
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A kivint koncentrdeidju oldatok el84£111t4f8a a t¥rzsoldat
desztilldltvizzel vald higitdsdval t¥rtdnik.
Eivitelezds

1 al Slesztfzdasel glukoz-mentesitett szdrumot
5 #~08 trichlorecetsavval, vagy ZuS0y-tal Tehérjementesi-
tink./ 1 ml Slesztfzitt szdrum 4 9 ml S%-os trichlorecet.
sav, veagy 1 ml dlesztBz28tt szdérum ¢ 7 ml desztilldlt viz ¢
1 ml 1o #~08 ZuSC, & 1 ml 2 %-oe NaCH, Azonnal sztirjik./
‘Ezutdn 1 ml szdrumsziirlethez € ml diphenylamin resgenst
adunk blrettdbdl, 4s = csBveket pontosan 35 percre forrds-
ban 14v® vizfirdZbe helyezzfik, A viz-nivé nagsasedge minden
esetben 4rje el, de ne haladja meg l4nvegesen & celvekben
14v# folyaddék felszindt,
' Az 148% /35 pere/ mindig sttdl az 14Sponttsl
nzﬁgitjuk, amikor & bemeritds utfn & vizfird® ujbél forrni

kezd,

. A 35 perec letelte utdn a cslveket hideg vizfir-
dfbe rakjuk 4t 48 szobahfmérsdkletre h'it Uk, 4 kifejlsdstt
kékes-lila szin intenzitfedt Stufon Sgg~a8 gzinezlirfndl
2 em-eg kilvettdban vakprébdval szesben fotometrizdl juk,

Vakpréba; 4 meghatdrozfe kivitelezdedvel tel-
quca azonos, csak & #zdrum helyvett desztilldlt vizet
haszndlunk,
Forralfsi 147 hatdea

A meghatdirozds kivitelezdedndl & forraldsi 145t
/35 pere/ pontosan be kell tirtaat. mivel a szin inten-
zitdes a forraldsi 148t¢51 fllsgS. Mint &z 1. 4brdn 14t
haté 3o 48 Lo perec kBzitt az £ nem vdltozik, & 4o,
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percnél tovdbb folytatva & hrvdroliziet sz extinkeld kis-
mértékben emelkedik, amely valdszinilleg &z oldat bekon-
centrdlidddes miatt J8n létre.

4 hepsrin diphenylamine-resgenesel fhzve & sdsav
68 & jégecet hatdsdra hidroliziet szenved, Hidroliziskor
glucose egvedgekre bomlik, melyek a diphenylaminnal azon-
n&l reakeidba lépnek 48 &z 1ly addon keletkezett konden
zéeids termék kdkes-1ila szintl /glucosensal kék/,

4 szin sbszorpelds spektrumdnak felvdteldre
0,26 mg/ml heparint haszndltem. Az elnyelde maximums S3omu -
ndl van /2, 4bra/. Ezdrt & szin intenzitdsdnak meghstdiro.

zégdra Stufon S _-88 gzineziirit bhaszodlunk,

53

Heparin t8rzeoldatbdl higitdel sorozatot kd-
szitve, 8 eZek 1 ml-dvel elvdgezve & meghatdrozdet, & ka-
pott kalibrdeids gBrbe livedris, &zaz a8z extinkeld ard-
nyossn vdltozlik & koncentrdoidval, tchﬁi & Beer-Lambert
t8rvényt k8veti /3.4bra/,

A szérumfehdr jék kicsapfefhoz 5 f-o08 trichlor-
eceteavat, vagy ZuscaoanH-t haszndlunk, Mindkét fehdrje
kicsapfszerrel elvdgezve a meghatdrozdst, azonos erede
ménvhez jutunk.

#int emlitettem, & glucose zavarja & meghatdiro-
zdat, Zavard hatds<nak kikiszdb8ldadre 8 szdrug vegy a
plazma dlesztBzdadt hanzﬁiljuk 81, Heparint tartalmeszd
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oldattal a ezfrumra leirt dlesztfzds elvégzdse utdn 2 mege
hatdrozdast elvdgezten.

Vizes heparin oldattal kapott eredmények meg-
ezveztek &z £lesztfSzdtt b@pﬂrlnaul kapott drtdkekkel, te-
‘hit a2 4leszt? nem befolydsolja a meghatdrozdst,

4. 8zipn stebllitdes

A diphenylaminnal elfhivott szin nem stabllis,
A lehlildsl 145831 /kb. lo pere/ szdmitva & szin stabili-
tdea & 13, pereig 4£1landd, ett8l kezdve az extinkeid
nsvekednl kezd, mivel az o0ldatbél kivdld ceapadsk azt za-
varosned temzi, 0,30 mg/ml haparin'olaattal elvdgezve &

meghatdirozdet az eredmdnyeket 8z I, tfhldizet czemldlteti,

148 /pere/ ©
: A lehtlldel 145451 szdmitva
o 0,30
5 0,30 kb, 1315 pere alatt a foto-
lo 0,350
13 0,31 metrizdldieat el kell vdgezni,
18 0,32
3 0,41
38 0,47 1. tdbldzat
Eredmdnyek

A heparinnék & szdrumfehér)ékhez vald kitSdd.
sdnek vizegdlatdra a fent kidolgozott mddezer alkalmas-
nak bizonyult, Hint & vizegflatokbdl megdllapitottam,
az dleszts nem kiti meg & heparint, Azonos eredményhez
jutottam, ha 8 szdrumhoz Sleeztfzde elftt vagy & mdr

dlesztfzstt szdrumhoz adtam hozzd & hepsrint,
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Kzen kérdds eldtintdsdre 1 ml szérumhoz 1 ml kil
1¥nbBz8 konecentrdoidju heparint sdtam 48 6 ml 4leszts
gzuezpenzidt, 4z lgv kapott eredmdnyek megegveznek azokkal
az Srtdkekikel, amelveket akkor kaptsm, ha az SlesztBzds
elvégzdas utdn / & fentebd leirt nédszer szerint: 2 ml 82é-
run ¢ 6 2l 4legzt8/ az Slesztfzitt ezdrumhoz sdtam hozzf
& heparint. & kivitelezdshez ez utdbbl mddszert alkaluastam,
Az élseztfz¥tt szdrum 1 ml-dhez/ 0,25 ml szdrumnak felel
meg/ 1 ml kN1BnbBz8 koncentrdeidju /1,2,3,4 mg/ml/ hepsrin
oldatot adtam. Uesazekeverds 48 %0 pere 411l4e utdfn 2 fehdr.
J8ket kilcesptam, Ugvenszon gyfljtétt emberi mzdrumbdl készi-
tett mintdik egyik sorozatdbdl & fehdrjdket § .08 TCA.val,
& ndsikb4sl Znsohouaon-vai vilagztottam le. A csapaddkot
azonnal lesziirtem 48 2 salirlet 1 mledvel végezten el a
meghatdrozdet, 4 fehér)idk & heparinhoz kBtfdve komplex-adt
képeznek,

A komplexbe vitt heparin /az u.n, kBtStt heparin/
mennviedge szonos fehérjo koncentrfcoid mellett ezyréezt as
oldstban jelenldvd heparin mennvisdgdtfl, mdsrdset &z ole
dat pH-)4t81 fligg, 4 Tehdr)dk kicsapiaakor & komplexbe vitt
heparin & Tehfridkkel epvitt kivdlik &z oldatbdl, # & kb~
t3tt heparin & fehdrjecsapaddkhan lessz,

4 fehdr)ék £1tal meg nem k¥titt u.,n, szabad he-
parin a fehérje - heparin komplex kicsapdsa utdn az oldat.
ban merad, .

A fentebb leirt médezerrel sz oldatban marsdd
8zabad hepsrin koncentrdeidja hatdrozhatd umeg,

4 szabad heparin mennyiedgdnek vdltozdedt -~ 3 kile
18nb828 ezdrumaintdval elvdgezve & kisdrletet - 2 4, £bra
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szemlélteti, Az abezelsezdrs & szdrumhoz hozzdadott he-
parin mennyisdgét mg/ml-ben, &z ordindtdrz & zzsbad he-
parin mennyisdgdt mg-bsn kifejezve dbrdzoltam,

, 4 szabad heparin mennylsdge, mint &z az £brd.
bél kitlinik, azonos & fehdrje konocentrdclé mellett &z ol-
dstban 14v% heparin koncentrdeidtél £s a pH.tdl figes,

A trichlorecetsavval tE8rtdn” kiceapdendl a salire
letben & pH 1.2 kBzitt vdltozik, mig & ZndSO4eNRCH kicsa-
péezer alkalmazdaa mellett 6.7 kBz8tt, Zrfeen savanyu kle
zeghben /TCA kicsapde/ a ezabsd heparin mennyisdge nagvobd
zint a Znsoa-ot kicaapie esetdn, Mindkdt esetben a gbre
bdk lefutdea nagy)dbdél azonosnak mendhatdl Alacsonyabd
heparin koncentrdcidkndl TCi slkalmezdsdndl 0,5 mg/ml}
inS0y4NaCH hasrnflatdndl 2,5 mg/ml heparin koncentrdeld
glett heparin nem volt kimutathatd az oldatbdl, Nvelve
& heparin koncentrdeldjdt, & e€z8bad heparin mennyladge
is nd,

4z 5, dbra & szabsd heparin mennyledgdnek
vdltozdadt tintetl fel § hozzdadott hepsrin koncentrield
T-ban kifejezve, Mindl t8bb heparint adunk & fehdrjéhez,
& gzabad heparin f-.¢8 ardnys enndl nagvobb,

| A szérumhoz hozzdadott heparin 48 & szabad he-
parin k8z8ttl koncentrdeld kUl¥nbedg a fchdrjdk 4dital
komplexbe vitt kBt¥tt heparin, A €, fbra & kBtitt hepa.
rin mennylsdgének viltozdedt szemldlteti & hozzdadott
heparin mg/ml figzvénydben,
A fehdridk £1tal sdkBtdisbe vitt heparin mennyl-



%

90
$— TCA
70 . ——
e =
50 —
// /'/:7. .— ZnS0,
30' /.’_—__.-“—_
./.
10 4
1 2 3 & 56 7 8 9 10 11 12 mg/ml
heparin
50 fdbré
mqg heparin
9
7 L ZnSo,

1 2 3 4 56 7 89 1041 12 mg/m
heparin

6. dbra



- 33 -

8dge 8 ZnB0,eNaOH-val valéd kicsapis esetdn nagyobd mint a
TCAval tHrténf kicsapdssal, Mindl nagvobb 2 heparin kon-
centrfeidja az oldatban, anndl nagvobb & kB48tt heparin
4rtéke mg-ban kifejezve, A TCh-8 kicsapfendl 0,5, a
Zusoh-ou kicsapfandl 2,5 ng/ml hozzfadott heparin koneentrd-
cidéig & bewmért heparin teljes mennylsdge a fehdrjdkhezr kStS.
dik; 8 gSrbdk ezen szakaszal linearisak, 4z el3bbi esetben
l0~12 mg/ml kilndulfei heparin konecsntrdeléndl & gBrbék
alig emilkednck. tovAibb nivelve & heparin mounyilégdt az
oldstban, a fehdr)dk mfr nex k¥tnek meg t¥bh heparint, A
ZnsohoNnOH -d2l veld kicsspdendl ezen koncentrfeidknil a
28rvdék mipg emelkedf tendencift autntnak;Ia koncentrdcié n¥-
veldadvel nBvekszik & kUtdtt heparin mennvisdge, A kiindu-
1l4el heparin koncentrdeld Z.dban kifejezve & kBt8tt heparin
mennvisdgdt & T, 4bra tintetl fel, A TGA.val tértén® kicss.
pfand)l & o¥rbdk alscsonyabban futnak, & celkkends mértdke
nagyohb,

iivel a jelen kisérletben nex ismerjik 8 fehdrjék
&zon mennyisdgdt, smelvek a hepsrinnal sdt képeznek, ezért
cesk sz egyadanyl fehdérje mennyiedgre es? heparin mg 4rtdke
sdhaté meg /8. £bra/. Az abszelsszdn & hozzdadott heparin
koneentrieididt ma/ml-ben, az ordindtdn az 1 mgz fehdrjire
oef heparin mennvisdgdt dbrdzoltam mg Srtédkhen. 4 TChaval
tértén® klesapdendl & girbe alakja rem linearis, 4z oldat
hepsrin koncentrdecidjdnak niiveldsdvel nivekedik sz egredg-
nyl fehdrje mennvisdgre jutd hepsarin 4rték, egy telitett-
gdpl drtdkig. A Z“SOA.O. kicsapdsndl s vizegdlt tartomdny-
ban a glrbék lcfutﬁli linedris; az egvedgnyl fehér)ére ess

heparin srdnyosan vdltozik & heparin koncentrdeidval.
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Ha az egysdgnyl fehdrje mennvisdare es® k¥tsty
heparint nem & szdérushoz hozzdadott hepirin koncentrdeid
fligevénydben, hanem & fehdr)ék £1ltal sdkitdsbe vitt u.n,
k3titt hepérin fligzvinydben 4brdzol juk, ugy Qtndkét esetben
a8 g8rbék lefutfsa linedris /9, £brs/. Wind & TCA, mind a
Znﬁok«oc kiceapis esetdn & hirom XUlBnb3z® s2érum mintdbél
kapott eredmdnyek ugyanazon egyenesre estek, Az Il.tfbldzat
& 104, & III. tdbldzat & ZnS0,sNalHval veld kicsapds esetén
szemléltetl @2 1 mg fehirjére es” heparin mennyisdgét ¥ -
ban kifejezve, 3 kill8nbiz8 szdrum minta egetében,

1 2 | 3

Eozzn- kStott | /1 mg kStste | T/1 mg | kBtstt | /1 mg
ott hep.mg fehérje hep.mg | fehérje ! hep.mg ﬁfohér,)o
1,2 | 1,08 | 61,5 1,02 | 58 1,08 | 61,5
2,4 1,68 95,0 | 1,68 65 1,80 96,0
348 1,8 lo3,0 | 1,8 103 2,16 124, o

4,2 1,9 lo8,0 - - - -
4,8 1,96 112,0 | 2,17 124 2,5 14%,0
6,0 2,16 | 124,00} 2,A 137 2,76 158,0
Te2 2,4 137,01 2,64 150 2,0 172,0
9,6 2,68 | 183,0| 2,88 164 3,5 188,0
12,0 3.12 | 178,0| 3,0 172 | 3,6 205,0

I1.tébldzat



i B 3 |
hozzd- | kotstt | 171 mg |kotstt | V71 me | sttt ,1/1 51
adott hep.mg | fenérje hep.mz | fehdrje ! hep.mg fohérj
hep.mg/ml |
S5 | 38| a8 | 3.4 196 | 3,13 | 180
4,8 3,84 220 3,6 20% 3,48 198

6 4,7h 270 4,03 230 3,84 220
Ts2 5,4 3le 4,44 253 | 4,4 250
D6 6,73 390 4,57 310 By 46 - 312
12 8,16 465 6,24 360 6,6 | 375

I11, tdbldzat

Filscher 48 Astrup /62/ azt talflidk, hogy & throme
boplastin - heparin komplex kB23tt stlchiometrial ardnvok
dlinak fenn 48 ez 8z %eszefliggds nds proteinekre 18 vonatko-
zik, T8bb szerzd hasonld eredmdényre jutott, igy Jagues /1943/
/65/ imutatta, hogy s heparinnak caseinnel, protamimnal,
toluldinkdkkel 48 mfs nem proteln tipusu bdzikue anyagokkal
kapott eredményel a Alsezocidcide konstans Srtskdre /X/ nagy-
JEbél megesveznek,

Fehdrje & heparin . fehdrje~heparin

K= [ce].[cd]_ i Lok thi)
Crn) (b-¢)

képletben feltiintetett betilk jelentdse:

= & hozzdadott fehirje koncentrdoeid

oo =

it

a4 hozzdadott heparin ¥oncentrdeid

e ]
13

@ szabad heparin koneentrdeld

2 keletkezett reakeld termék

o
1
L+

it

8-/b=¢/ = & szabad protein koncentrdeid
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A IV, t4blfzat & fentenlitett képlet alapjin kie
Bzdfmitott K 4rtdkeket tiintetl fel TCA 48 znﬁoa-oa klcsapie
esetdn, hirom kil¥mb¥28 szdrum mintivalkapott eredndnyek
alapjin., A TCA-val vald kiesspdendl & heparin koncentrdecid
nvekedfedvel a K 4rtfke n%, &z22z & keletkezett fohdrje-
heparin komplex stabilitdss coslikken, A Zn86hotll vald ki-
easpdendl 2 K drtdkek nagyjifbél mezegveznek.

| | 104

| ZnS0, & NaOH
hozzd~ 4
adott | :
heparin Disszocideids konstans/K/ Disszoelfeldés konstans /I
g/ ml -
S R e 1 s | 3
12 | 0,85 | o5 (e85 | - | - |
| 24 | 3,0 | 3,0 2,32 |- g ] %
306 | 6,95 | 6,95 |44 | 0,62 | 0,62 | 0,87
4,2 9,75 To85 | 5,75 | 0,99 | 1,72 | 1,84
6 (20,6 | 9,95 (7 | 1,88 23 2,8
TR (A6 | A7 (8 | 1,06 (065 | 208
%6 15,5 | 13,6 10,8 | 1,11 2,55 2,55
| 100 (ITS | 25,7 M,8 | 2 (B0 | 4,7
{ \ | 2

kBzdpsrtdk: ' 1,16 | 2,32 2,34

IV, tdbldzat

Kérdds, hogy & teljes vir, s virSsvértestek, plazme

48 szérum ugvenazon gennyvisdgel milven mértdkhen kBtik meg
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& heparint, 48 van-e kiiltnbsdg & kitfdds mértékében aszerint,
bogy elitrdttal vagy oxaldttsal veaszi'k le a vért, 4 kdrdds
eldéntéadre ugysanazon azeadlyt®l ecitrittal, oxalfttal 4s al.
vaddsgdtld au&lg hozzdaddea ndlklil vetilink le vért, A tele
jes vdr, virésvértestek, plazma 48 széruam 0,5 - 0,5 ml-fhez
heperint adtam /0,1 ml 6o ng/ml = 6 mg/ul; 42 0,3 ml 60 ng/
ml = 18 mg/ml/, 30 perec £114s utdn, 4 mlere ezészitetten
ki a térfogatot dlesztfszuszpennldval, 4z 4lesztBzds befe jo-
zéee utdn a centrifugftum 1 ml-fhez 4 ml 5 %08 TCA-t ad-
tam 48 ezt klvet®en a szlirlet 1 ml-dvel vigeztem el & meg~
hatdrozdst,

| Az V, t4bl4zat a szahed heparin, 8 VI, tdblizat
& kttiitt heparin mennyisdgst tlinteti fel. & kisérlet alapjdn
&z adddott, hogy & virduvdrtestek egydilteldn nem kStnek meg

hepsarint,
§ 6 mg/ml : 18 mg/ml
é SzH ag g SzH % SzH mg é SzH %
teljes vér
oxaldtos 0,96 | 15 9,72 | - . S
teljes vér ? .

oitrftes | 1,88 | 1.4 | 0 9,9 | 58,3
omaliton
plazma 2,35 | PN S N BT T AN S 1
eitrdtos ,

lazma 0,58 15 { 9,8 54,4
#zSrum 1,31 22 ; lo 55,5

V., tdbldzat
SzH mg % szabad heparin mg
B2H £ = & szebad neparin mennyledme a hozzdadott heparin

mg Z-ban
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g 5 6 ag/ml | 18 mg/m1
g g KH ‘51 KH X.% KH sy g KH %
ialjo: vér oxaldtos g 5, 04 | 84 | 8,28 § 46
%ol@ot vér cltrdtos ; 5,72 ? 78,6 ) 8,14 | 44,7
rxalﬁto- plazma § 4,85 g 80,8 | 8,10 | 45
citrétos plasma 5 5,06 | 84 | 8,22 45,6
{lszdrm . | hso J’ 7 |8 44,5

Vi. tdbldzat
KH mg = kBt8tt heparin mg
KH % = k¥tBtt hepsrin mennyledge & hozzfadott heparin f-ban
4 eltrdttal 48 oxaldttal levett teljes vér ds
plazma fehdr )6k heparin megkStiképessdge azonosnak mondhatd,
csak 8 #zdrumndl kaptam minden esetben valamivel klsebb

éridket,

& heparin-fehdirie

Azon kérdde eldsntdsdre, hogy & heparin 4s 2
szérunfehdr |4k ezymdskBzittl reakeidja a pH fgevénydben
hogvan vdltozik, papirelektroforezis kisérletet végeztem,

A futtatds kUlBobdsS plejv 1/15 K-os KK, PO, - NapHFO, puffer
slegyben t8rtént. 4 futtatdsl 14%: 3,5 éra, V=300 volt,
IénerSesdg: 05. Az elektrofordzisben haszndlt papirs
Schlelher-Schfil 2043/b. /114 ardnyben higitott olyan febér-
je oldatokat készitettem, amelyben & heparln koncentrield
1, 2, 3, 4 mg/ml volt, Ezen oldatok 0,025 ml-4t vittem fel
% om szdles papiresikokra, 4 futtatds de ez ezt kBvets

-



meguzdritde utdn /60-80°C/ a papiresikokat k4t részre osztva
egylken & fehdrjsdt, a mfaikon & hepsrint hivtam el%, 4 fe.
hérjdk elfhivdadra az £ltaldnosan heszndlt savanyu-fukszinos
eljérdst 48 lo %-o8 ecetsavval vald differenciflds médezerdt
alkalmaztam, A4 heparin clﬂhlvﬁnﬁra huannilt oldat: o,c5 t-o8
toluldinkék 5 T-ce ocetaavban. Differencidlis lof-o8 ecet-
savval t¥rténik, '
Elektroforétikus vizegflatok

Ktilbnb8z8 pH-ju 1/15 H-o08 KHg POy - NagHFO, puffer-
elegy haszndlats mellett 3,5 éra futtatdsi 147 alatt a fehdér.
JAk nem vdlnak szdt t8kéletesen frakeldikra, 1lletfleg a
globulinok nagyjfbdl egv foltban lelenrek meg 8z albumintdél
elkildntilve, & kiedrlet edflja kill8nben sem 22, hogy megdl- .
lapitesz & heparinnak s kUl¥nbBzf fehdrje frakeidkhoz vald
ktZd4adnek mdrtdkdt, hanem & szdfrumfehdrjfknek, mint egyed.
ges egdsznek & heparinhoz kUtS4¥tt mennvisdedt s pH fllggvéa
nydben vizsgdl jam.

5 fehér)dhez kNlBubBz% Zoncentrfeidban heparint
adva /& fentebb kBz¥lt leirde szerint/ & heparin megviltoz.
tatjs az elektrofopétikus képet /lo, <bra/. Egy uj komponens
jelenik meg az albumin leszdlld fgs mellett, amely sokkal
ayorlabban vindorol, mint sz slbumin, Bz &2 uj komponens &
fehérje-heparin komplex, & fehérjét 4e = hcpirint kil8n-
kiiln elShiva & heparin teljes mennvisdge S8 & fehér jének
egy réeze azonos foltndl jelenik mez, Szabad heparin nem

smutathatd ki, mivel & kisfrleti kirilmdnvek k¥zitt nem 1ldp
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fel dszrevehetd kill¥nbedg @& heparin 4s fehdrje-heparin
komplex nobiliténébau. Ezt bizonyitja &z & tény, hogy tisz.
ta hepsrin 4e fehdrje-heparin cldstot elektroferizdlva a he-
parin 48 & fehdrje-heparin komplex mobllit<sa azonos volt,
EtUl8nb828 pH-Jju pufferoldatbsn elvdgezve &z elekiro-
forézises vizagdlatokst & kapott eredményeket & 11, £bra tin-
tetl fel. Az sbszeisezdra a pHet, 2z ordindtdra a komplex
fehdrje mennyisdgdt fbrdzoltam a2z Besszfehdrje T-han kifejezve,
A ya nveldadvel azonos mennvisdgll Hesezfehdrje 48 heparin
koncentrdeld mellett & komplexbe vitt fehdrje mennvisdge
pH = Teiz n8, ezutdn ecsBkken, Azonoe pH 4e fehdrj)e koncentrd.
clé mellett & hepsrin mennyisdgét vdltoztatva & komplexbe
vitt fehdrje ninden esetben n¥vekedlk, ha nitveljllk a heparin-
koncentrdeidt /1,2,3,4 mg/ml/. A pH vdltozdsdval az elektro-
foretikus kdpben 3,5 dra futtatdsl 148 alatt a fehdrje~hepa-
rin komplex mobllitdsdban vdltozds nem mutathstd ki.

degbeszélde

& hepsrin, mint erfsen elektronegstiv tulajdonedgu
anyag az amphoter Jjellegll fehdr jékkel adezertl komplexet ké-
pez, & komplexben & fehdrje dp a heparin kizfittl k8tdsl vi-
szony egyrészt az oldat fehdrje 4s hepsrin koncentrdeidjdtél,
mierdszt az oldat pH-jdtél fligg., Ebben a kisérletben a szérum-
fehér jduek mint egyvedges anyagnak 3 heparinhoz vald kBtddd.
gdt vizegdltam, eltekintve attdl, hogy & szdrum fehd&jdk
kiil8nbEz8 frakeidkra bonthaték, 4 TCA-val 48 ZnS0, 4 NaOH-
val valé kicsapds 48 ezt kBvetfSen &z oldatban Jelenldvs
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szabad hep arin wmeghatdrozdedbdél kapott eredmények azt mu-
tatjdk, hogy & heparin & virben gyskorlatilag & plazmdban,
1lletfleg & szdérum frakeidben halyozko&ih el. & virlisvértea-
tek nem kitnek meg heparint,

4 szérumban & fehdrje-~heparin komplex keletkezdse
adott fehdrje mennyisdg mellett & heparin koncentrdoldjdtdl
fiigg, & T0A-val t¥rténS kicsapdendl 0,5, a BZnd0, ¢ NaCH.val
valé kiesapdsndl 2,5 mg/ml hozzdadott heparin koneentrdeid
alett szabad hepsrin nem volt kimutathatd, a heparin teljes
mértdkben fehdrjdhez kSt8tt £1llapotu, Snnél magasabdb kone
centrdeldkndl a heparin szsabadon is megjelenik az oldastban,
£2 & mennyisdg blologial drtelemben azt jelentl, hogy egmy
norandlis ember keringl plazmefehdrifl £tlaghan 2000-2500 mg
heparint képesek olyan mddon megkitni, hogy az & fehdrjék
igen er®s densturdldsdra /TCA, ZnS0, kiceapds/ sem v£1lik le,

Ilyen nagy mennyladgben heparin fizlolégids kirille
mények k¥z25tt sohaesem sz2abadul fel a szervezetben, de terdpi-
d8 alkalmazdskop 18 ennek csupdn 1/20-4t Juttatjuk be.

Ez tehdt azt jelenti, hogy a vérben elfforduld
heparin gyskorlatilag mindig 48 teljes mirtdkben fehérjdhes
k¥tétt dllapotu fe 1gy fejti ki hatdedt,

Az eredmények egveznek Tiber /64/ legujsbb izotop
kénnel JelSlt heparinnal végzett kisdrleteivel, Eilber kimu-
tatta, hogy hapnrtn-835-at intravindean beadva a vérben
megjelenS heparin majdnem teljes egdszdben 3 vdy plazms
illetve 2 szdrum frakeldjdban van, TCA-val vagy alkohollal
vald kicsapdendl pedig & csapadékban, Uderdszt Yonkhouse
é8 Jagues /A44/, valamint Treeman /43%/ kisdrleti eredményel-
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vel, &kik az 4£1ltaluk kidolgozott heparin meghatdrozdsi
médszerekkel cssk Tehdrjidhez kit¥étt heparint tudtak kimu
tatni, ezabsd heparin jelenldte nem volt Sezlelhets,

Kérdds, mi az oka annak, hogy & TCA.vel tirténs
fehdrje kicsapdondl & kgnplaxbe vitt u.n. kB8t8tt heparin
mennyiedge kisebb mint a Znaca-ot kicsapss esetdn, Mint
mér emlltettem, & heparin 4s a fehdrjiék k¥z8tti reakeid
& pHetél fligg. 4 fehdrjdk az u.n, smphoter elektrolitokhosz
tartoznak, carboxyl 48 amino ceoportokat tartalmsznak,
az oldat pH-jdtél figpTen mint eavak vagy mint bdzieok disze
8zociflnak, 4 szdrumfehdr)ék TP-ja & semlegzes pontndl vala-
mivel savanyubb pH értdéknél van., Ha # pH értdke alacsonyabb
82 izoelektromospontndl, ugy & fehdrjdék savi disszocldeid-
ja visszaszorul,ugyanakkor fokozddik & lugos dilsszoeideld.
A fehdrje rozitiv t8itdell lesz, mint bdzie viselkedik 4o 2
heparin savanyu gySkeivel /carboxyl 48 szulfdt gyBk/ edszert
komplexet képez,

A TCA -val t8rténd kicsapisndl az oldat pH-ja
pH-1-2 kz8tt vdltozik, 48 & k5t5Lt heperin mennyiesdge ki-
febb mint & ZnSOy slali-val vald kiesapdsndl, tmalynél i
gzlirlet pH-ja pH = 6-7, 22 & tény azzal magysrdzhaté, hogy
erfsen savanyu kBzeghben & fehdrjék & bLAzisos disszocidel-
d)a erfsen fokozddik, de ugyanakkor & heparin savas dlsszo-
cldeidjan visszaszorul, & 8lképzidds tehdt kisebb mértdki
lesz, =int pH-6-7 kBzitt, szely pH mind & fendrjdk, mind
& hepsrin dieszocideld )it elfsepitl,

A fehérjék kiceapisa folyamdn szok denaturdléd.
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nak. & denaturdlds a fehérjdk egy rfazdnek uj pH-t ad, dlta-
14ban 2 lugosabdb tartomdny feld tolddik el, Ez & pH eltold.-
ddes azonban nem befolydsolja lényegesen & heparin kitfddad.
nek nirtdkdt,

FPiacher /62/ szerint, ha & heparin a2 denaturdlds
alatt jelen van az oldatban, ugy lényegesen nagyobb & fe-
hér Jék heparinhoz vaid affinitdss, valdszinileg smiatt, hogy
az elefdleges kitBerfk mellett /sdkités/ a heparin van der
Waasles srfkkel ie kUtS4alk a fehdrjdkhez, £z utébbi szonban nem
valdszinil,mert & ZnSC, -08 kicsapdendl & disezoeideide kons.
tangok dllenddnak vehetfk, Ha viszont van der Waale ersSkkel
is kUtSdndk a heparin s fehdrjdkhez, ugy & K drtdkdben sokkal
nagyobb vdltozdsoknak kellene felldpni, mivel & mdsodlagos kie
téseel 1dtre 6vd adszorpeids termékek kevdabd stabilissk, s
& disszocldeids konstans dptéke nem lenne £1landd. A TCA kiQ
esapdsndl a disaadct;eiﬁs konstans fokozatos nivekedése ine
kfbb a mdr fentebdb emlitett pH viezonyokkal magyerdzhatd,
Er8s savak, mint & triehloreeetoiv is moglehetfsen mdtoljdk
& heparine-fendrje komplex kdpzfidésdt, sft & heparin koncentrd.
ei1djdt nivelve & keletkez® af steblilitdsdft mdgjobbsn csBkken~
tik, Ugyanerre a tdnyre enged kivetkeztetnl az 1 mg fehdrjdre
e#d hepsrip mennyiedgzli vdltozdednak & vizsgdlata ie, A Q:Grun-
hoz hozzdadobt heparin mennyiasdgdnek flzgvényédben “Zbrdzolva
az egvsdgnyl Tehdérjére esf kitBtt heparint, & TCA kicsapdendl
& gbrbdk &z abszeissza feld najlansk, 2n$G#-n&1 linedrisak,
4 kBtHtt heparin flggvénydben Lbrdzolve mindkét esetbhen &
g8rbdk lefutdea linedris, Ha & heparin & fehdrjédkhez van der
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Waals erfkkel k¥t8dne, ugy 2 girbdk menete nem lenne lined.
ris, & denaturdlde folyamdn fellédp® nsgrobb mértdkil reakeld
a fehdrje és a heparin kizBtt szzal msgyerdzhatd, hogy &
denaturdlds folvaadn qarbexyl #8 smino csoportok szabadulnak
fel, Ha heparin i8 jelen van &z oldetian, ugy e¢lfférbe kertil
& fehdrje~heparin kizSttl reakeid fa kisebb mértékl & fehdrjék
inter- #agy intramolekuldris reakeidi, Zajnos & fentiekben
kztlt mddeszer magdban foglaljs ezen denaturdlds folyamdn
létre Jove Tokozott mértdkii reakeldt a fehdrje 48 & heparin
kBzitt. dderdszt & mdr denaturdlt febsrj)dk & heparint ade
szorpeild révén is mogkvtit. Bzt 8 lehetfSsdget oly mddon ki
szdbblten ki, hogy & depaturdlt fendrjdket & klcmapds utdn
régtin szlirtem, :

& heparin & fehdérjék elektroforetikus képsét zegvdl.
toztatja, & fehdrje-neparin komplex mint uj] komponens &
fehdr dktSl elkillBnillve jelenlk meg, mobllitisma nagyobb mint
a2 albumin véndorldsl sebessége, de szonos a leirt kisdrleti
feltitelek mellett & heparin mobilitdfedval, A pH vdltozdsdval
& keletkezett komplex mobilitfedban nem mutathatd ki vdltoszds,
mig 8 komplex dsszetdtele & pH-tdl fUged,

Azonos heparin ds Tehdrje Foncentrdeid mellett a
pH niveldsdvel &z uj komponens fehdrje tartalsa pH=T.ig
nf, & luges tsrtomdnyben csBkken, ¥int adr emlitetten & szé.
rum fehdér)dk izoelektromos pontja pH=T-hez kizel a savas
tartomdnyban ven. & fehdrje & TP-on, vagy az izoelektromos
ponthoz kiizel & eavaas tartominyban mint bdzis viselkedik,

é8 & heperinhoz kBtSdik, lLugos tartomdnvban pH=7 felett
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a k5t044s mdrtdike csBkken, mivel & fehdr)ék savi dleszoele
feidéja kertil elftdrbe, és mint ilven az ugyancsak esavas
tuls jdonsdgu heparinnal nem lép reskeidba,

Hoeh 48 tArsa /48/ kimutattdk, hogy olyan hepa-
rin koncentrdeidk, amelyek elesendfek & vér slvaddsdnak
gdtldsdra, az elektroforetikus képhen nem okozZnak fszre.
vehetS vdltozdst, Azt dezleltdk, hesy 0,1 mg/al heperin
konecentrdoidndl 1l4p fel elfaszbr kimutathatd vdltozde, 4
heparin & plazmafehdrjék <, 48 P globulin frakeidival ké-
pez komplexet, le4 mg/ml heparin koncentrfeidkndl a P gzlo-
bulinok kb. S0 %-8, &z , globulinok 20-40 %ea volt heparin-
hoz kBt¥tt, Az albuminokkal & reskeid kism&rtéku volt,

Bdr 1/15 Lo KH PO, ~RagliFOy elegyben 3,5 fra
futtatdel 148 alatt & fehdrjdk nem vdlnak szdt tikfletesen
frakeidikras, mdgis 1ithatd az elektroforetikus képhen be-
£11t vdltozdsbél /lo. 4brs/, hosy nemesak & globulinok,
hanem &z 2lbumin frakeid mennyisdge is celikkent, Yfe szere
28k 18 megerfSeitettdk mdr szt & t4nvt, hozy a heparin &
ezdrunfendrjédk albumin frakeldjdval ecssk kiemdfrtdkben rems
g4l, & nagyobd heparin mennyisdgnél 1ldép cesk reakeldbs az .
albuminnal,

A neparin nemcesk & szdérumfendrje frakcidkkal
reagil, hanem nagyfoku affinitdet mutat a plazmdban ardnye
lag kis konecentrdcidban jJjelenldvs fibrinogdn frakeldhoz,

4 kBvetkez$ fejezetben & heparin fe & filbrinogén kizBtt
lejdtezddd kémial illetve fizikokémial reakeldk vizegflatd.
val foglalkozom,



Walton /66/ megdllapitotta, hogy & heparin 48
& fibrinogdn reakeid)r rdvin keletkezf komplex csak a
fibrinogén 1zoelektromos pontja szomezddedgfban stabilias,
és fizioldgids feltdtelek mellett a fibrinogdn nem csapha~
té ¥i sz oldstbdl, Thomas ds tdrsal /67/ hagonld ered.
ményre jutottak, tisztitott fidrinogénnel, slacsony hi.
méradhleten. vdgezve & kiedrletet, Lzen szerzfk figvelmen
kivill hagytdk 8 vizsgdlt rendszer pamjét és az ionerfSesé-
gét. Godal /68/ kisdrletel alapjdn arra 5 megdllapitdsra
Jutott, hogy 2 heparin 48 & fibrincgén egvmdesal st8chio-
motrisl ardnyban resgdlpak, Alacsony ionerfesdg 48 kis.
86 savaes pH a kicsapddds mértdkét megvdltoztatja, 4 hew
PRrin nagyvobd hatdet gyskorol a tisztitott fibrinogénre,
mint a plazme T-es frakeidra, azaz & €lsztitott fibrinogén
kinnyebben kiesaphatd volt, Mylon 48 munkatdreal /69/
dazleltdk olﬁas&r; hogy & protamin & fibrinogént & plas~
mébdl kicsspia, Fantl 4e Dverard /7o/ velamint Portmann
és Holden /T1/ hasonlé eredmdnyre jutottak, Godal /72/
negﬁilupltotta, hog& fizloldgide pH 48 Lonerfiesdg mellett
fibrincgdn oldathdl, vagy plazmibdl protaminnal kicsaphe.
té, Fibrinogén-protamin komplex vizben £g sdkban oldhatsat.
lan, Heparin feleslegdvel & komplex oldatbs vihetf,

A heparinnak 4s & prétaaiannk & fibrinogdnre ki.

fejtett egylittes hatdsdrdl az irodslomban nem taldlunk
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kizelebbl adatoksat, €2 utdbbl vizsgdlata zz4rt drdekee mind
gyakorlati, mind elméletl szempontbél, mert & gyakorlstbsn
& heperin hatdsdnak neutralizdldsa protaminnal t¥rtdnik,

Az sldbblakban ismertetett kisdrletben 28 heparinnak
48 & heparin antagonistd)idnak, 2 protaminszulfditnak killsn.
kt1l8n, valamint a fibrinosénre grakorolt egylittes hatdeds
vizegdltam,

Hddszer

Reagensek
1/ Phoephat~puffert 0,005 ¥ netriumphosphat pH = 7,
2/ Kul¥nbdz® pHeju phosphat puffers e1%541litdsa
prizer <8 secunder natriumphosphatoldatok megfeleld ardnvu
elegritdsdvel t¥rtdinik.
3/ Fibrinogen oldat: 2 kisdrlethez haszndlt fibri.
nogfn & Conn-féle T.es frakeld, Usezetdteles fibrinodgén: 5 g,
telles fehiris: 8,3 g, glucosse: 20 g, natriumecitrati &4,7 &.
A kividnt koncentrdeidju oldat el8411it<sfhoz megfeleld meny=-
nyisdgl fibrinogdnt lemdrink, A szdraz anveghoz dvatoean
0,005 .08 phophatpuffert adunk andlkil, hogy rézogatdseal
vagy kever? mozgfssal az o0ldddfsi folvsmstot sisttetndnk,
37% -ra vglé‘f#lmolegitélncl sz 0lddsl folyamat gvorsithaté,
Az anyag 1lymédon 20~30 perc alstt oldddik fel, Cldhstatlan
réezek mindig maradnak az oldatban, szdrt leszirjik, Az alkal.
magdsra kész Tibrinogén oldstot kb, 2 drdn belil fel kell
haszndini, mert ezen 1d8n tul & fibrinogén - azobahfméredkle.
ten tsrtve - kivdlik az oldstbdl. 4% .on egy nap alatt el
bomlik, ezért haszndlat el®tt mindig trliaen kéazitqﬁg§?333§3

[ &

f
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7 ns o3
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A szdraz fibrinogént 20% alsetti himdrsdkleten fénvifl
védve tartjuk,

4/ Heparin: 6 %-o0f heparin oldatbdl /E%bdnyai
Gydgvezergydyr, Hudapest/ 1 mg/ml heperin t¥rzsoldatot ké.
szitlink. 4 kivdnt konecentrdeidju heparin oldat elZ 11itf-
88 & tirzsoldat higltdedval t¥rténik, 4z oldatok elSdlli-
tdsa minden esetben 0,005 K-os natriumphosphat oldattal
torednt., '

5/ Protamin /Hoffmann 1a-Tache/ 1 mz/ml kone
centrdelidju t¥rzeoldatot kéazitink 0,00% ¥~08 phosphatpuf-
ferven, 4 kivdnt koncentrdeidju oldntokné a t¥rzeoldate
bél higitdesal 4111t juk 1S,

A fibrinogén oldat koncentrieldjénak meghatdiro-

zdaas Reiner és Cheung 41tal ismertetett mddszerrel ti¥rté.
nik /73/.

2 ml fibrinozdn oldathoz 1 ml phosphatpuffert
é8 2 ml heparink oldatot adunk, Usszekeverjilk €8s pontosan
3 pere 41148 utdn & keletkezf zavasrocssdgot 1 cm-es kilvettde

ban vakprdhdval szemben £ _ees #zineziird haszndlata mel-

57
lett Stufon mdérjiik, Vakprdéba: 2 ml fibrinogénoldsthoz 3 ml
phogphatpuffert sdunk, pH = T-ndl végezve a meghatfrozdst

& vakprdba extinetidja nulla, pHa.7-nfl alaceonyabbh tarto-

afinyban JE1 mérhetf turbiditds 1lép fel,

2 ml fibrinogén oldsthoz 2 ml phosphatpuffert
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48 1 ml protaminezulfdtot adunk, 4 keletkezett fibbiditdet
8 fentiekben leirt médon mérjik vakprébdval szemben,

2 ml flbrivnogdnoldathez 2 ml heparin majd hdrom
pere d11lde utdn 1 ml protaminezulfdt oldatot pipettfzunk,
sz 184116 zavarosedgot & heparinndl leirt mddon 3 pere
4114e utdn hatdrozzuk meg. Az oldstok egymfshoz addsl sor.
rendje & turbiditds nagyvedgdban kUldnb8z% eredményre veszet,

ezt & megfeleld kisdérletnsdl ismertetem,

0,005 i-08 phosphatpufferben oldott fibrinogdnhes
pH T=ndl kI11l8nvdz28 koncentrfecidju heparint adva & fibrino-
g4n mennyiedgdtfl flige® hepsrin koncentrdeldndl a kicsapddds

aximfiis /12, dora/., Tovidbb niivelve az pldat heparin kon-

&

centrdieididt egy adott heparin 4rtékndl az extinctio C-ra
estkken, & heparin-fibrinogén komplex oldsthan marad,

A meximdlie kiceapddde 2z oldat heparin.fibrinogén
mélardnydtdl flgg. 4 heparin molekulasulydt 16,000 /Jensen,
Snellman 48 Cylven /T4//, 8 fibrinogdndt 350,000 /Katz &s
sunkatdreai /78// véve s maximdlis kicsapfddsn{l & hepsrine
fibrinogdn =Slardnydt az oldatban & VII, tfbldzat szemlfélteti,
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78 J 1¢ 1,64

VII, t4bldzat

Godsl /68/ kisfrletel eredninyvel szerint meximflis
kiceapddds akkor j8n létre, ha sz oldstban 1 mol heparinre
lo udl fibrinogdn jJjut. Oodal kilsdrlestelt tisztitott fibrinoe.
génnel 48 nagyon ala&csony koneentrfeidju /5o ma¥%/ nem normfl
drtéktl fibrinogdn oldattal vdgezte, AzVIl, tdblfzathan felw
tlintetett eredmdinyekhnfl ldthaté, hogy sz oldat fibrinogén
koncentrdeid jdt nBvelve & HiF mélardny & maximdlis kicsapds
81 pontban csBkken, Ha & hepsrin relative magas konesntri-
eifban van jelen, ugy a heparin-fibrinogdén komplex oldat-<‘
ban marsd, A VIII, t€bldzatban feltlintetett méhrdnyok azon
drtdkek, amelyeknél & kileeapdai g8rbfk dppen eldrik a ©
Srtdket, 828z & heparin-fibrinogdén koaplex mdr oldatban mie

rad,

x
H = heparin

¥ = fivrinogén
? =» protamin



! ] ;
?1briuesdn mg% ganparxa'f/slg HiF aélardny
§ 9o é 6o ; 118 0,
160 | 120 g g Y
| 200 % 180 é 11 0,525
VIII.tdbldzat

A fentebb feltiintetett sreduinyekb®l is ldthatd,
hogy & hepsrin kicsapd hatdsacofibrinosdn ezinttfl flgg. A
maximdlies kicsapdshoz ezlivedges heparin mennvisdge nf az
oldat fibrinogdin koncentrdeididnak nivekeddedvel 4s &
maxinumok extinetio drtdke is nf /12, 4bra/. A bhepairine
fibrinogén komplex oldatban vald maradisfhoz szllkadges he-
parin mennyisdgek szintdn & magasabdb drtdkek feld tolddnak
el, a hepsrin-fibrinogén mélardny tehdt cetikken &z oldatbhan
/VIII.tdbvldzat/, '

4 paximdlis kiceapdddshoz sz''vedges heparin
mennvisdgdét 7f/n1~bsn kfl8nb¥z% fibrinogén szinten a 13,
dbra tintetl fel, 4 giirbe nem linedris, azaz 2z oldat
fibrinogdn koneentricidjdt nBvelve & komplex kiesapdsdfhoz
relative t&bb heparin kell, Ezzel egvdértelat a H:F mdle
ariny caBkkrendfse & maximdlis kiceapdiel pontban /VII.t£bld.
zat/ .
oH hatdes

A heparinnal kiessphatd fibrinogén mennvisdge
@Godal /68/ valsmint Bmith /76/ kisdrleteivel egvezfen az
oldat pHejdnak flggvénye, |
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¥ind a fibrinogdn, mind & heparin oldatokat a
kivdnt pHeju 0,005 H-08 phosphatpufferben készit jiik el,
Agonos fibrinogén /0,2 g%/ 48 heparin koncentréeid /lo
ganma/nl/ mellett & heparinnak a fibrinogénre kifejtett kie
esapd hatdadt a 14, 4bra szemléltetl, pH=T7 alatt a fibrinoc.
gén heparin hozzdaddsa ndlkil mdr & puffer higité hatdsa
kivetkeztdben kivdlik 82z oldatbdl, &4 heperinni&k & rendsger
hez vald hozzdaddsea ezt &z alapzavaroesdgot megnBveli. 4
pH nveldsdvel 8 kicsapsdds mértdike ceBklen, pH=O-ndl ke-
letkezf komplex mdr ocldhstd, zavarossfg nem keletkezik,

& proteaminezulfdt mint er®sen hézisos fehdrje,
& fibrinozdénnel adszertl komplexet kdpez, 4 kaletkezs® komplex
az oldatbdl kivdlik, tehdt & protamin & fibrinogént oldatd.
bél kicsapj)a. szonos fibrinogén koncentrdeld mellett, ha a
protémin koncentrfeidt ndveljilk & turbiditds ns. i fibrino-
gén mennyisedgdnek nidveldfadvel a zavarseeds szintdn n% /15,
dbra/. loo ¥/ml protamin koneentrfeid felett nem kapunk
drtékelhetsd eredményt, mivel hirom pere £1ld4s alatt a komp-~
lex ceapadék képzf4ds k8zben kivdlik &z oldatbdl.
pH batdee

A protamin-fibrinogén komplex kdpzfdfse 8z oldat
pH~jdnak flggvénve, igy az &zonos fibrinogdn ezinten
/0;1?5 %/ v4ltozd protamin koncentrfeld mellett &z egves
pH értdékekndl & komplex keletkezdadt leird grbék /zava-
rossdg mérds alapjdn/ lefutdfea is viltozd lesz /16, &bra/.

pH S<6-ndl a fibrinogén oldhatdedgr olyan kiesi,
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hogy mdr & phoephat puffer higitd hatﬁ:&va i8 kivdlik &g
oldathél, Bz & kivilds olvan nagymértdtﬂ, hogy protsminnak a
rendezerhez vald hozzdsddsa cssak kismértdkll extinkeid nS-
vekeddet okoz. pﬁ=7-n61 48 a lugos tartomdnybén & f ibrino.
gént @ phétphatpuffer oldatban tartja, s kicsapddde ceak
protemin hatdadra tSrtdnik. pH 7-8+ndl lo ¥/ml, pH-9-ndl
So’ﬁlmlonél negyobb protamin koncentrdeidk okoznak ecsak
gavarosoddst, A pH luzos tartmdnyba vald eltoldsa & glrbdk
neredeksdpdnek oslikkendsdt okozza, Azonos fibrinogdn 4s
protamin koncentrdelid mellett & fibrinogén-protamin komplex
kicsaphatfedgdnak mirtdkdt a pH flgzvénydben & 17, 4bra
s2emléliteti,

Ha fibrinogdnhez pH-T-ndl nBvekv® koncentrdeidbhan heparint
adunk, ugy & Pibrinogén heparinnal t8rtdn® kiceaphatdfedga
maxioun g8rbdvel 4brdzolhatd] A fibrinogén oldat koncentrs.
c1d)4t81 filge® heparin 4drtdkndl & zavarossdg maximdlils,
Pretamin boztéaadia 8 rendszerhez, s siirbe alak)dt megviltoz.
tatjar & maximum g8rbe helyett egy sminlzumenaxisum gBrbdit
kapunk, | '

Azonos ?ibrlno?én /0,16 g%/ €8 Protamin koncentrd-
¢i6 mellett /307 /ml/ & hepsrin koncentrdeid)dt vdltostatva
& plrbdk extrdm értdkel minden esetben azonos heparin kon-
centrdeidkndl lépnek fel, extinkeid &ridkilk szonban 2 kom-
ponenssk bemdrédal sorrend)étS1 flize®en v4ltozik, /18, 4bra/,

A gBrbék minimumai minden esetben 1o §/ml kon-
centrfeidndl lépnek fel, mivel fz alkalmazott protamin ezen
drtdkndl k¥zimblsiti a heparin hatfedt, /1,5 mg protamin



08

06

04

024

10

08

06

04

- 59 -

i
> fibrinogén = 0475 g %
protamin = 50 y/mi

17.4bra
PR fibrinogén =02 g %
\-\ protamin =30 y/mi
N
.-0“'°“\\
. ?ti © o .o_.'-\o. .\\\‘

"°'-'°"'°::\_o~. M
0,00y

L F+H+P
s, N, .~
"-o N O~emee
.. \\ ‘0.\-\
-~ .
SeoHAPHF

F-;;:i'-..n .......... p A o

10 20 30 40 50 60 70 80 90100 120 140 160 180 200 y/ml

heparin

18.5bra



*60&-

1 aag heparint neutralizdl/. Hivel & zavarossdg mérdse 2ml
heparin 48 1 =l protamin mernvisdeekkel tiértdnt, ezdrt a
g8rbén Abrdzolt heparin 4rtdkét kettlvel mzorozva kapjuk
meg &z oldat germ& heparin mennyisdsdét,

A gbrodk legmdélvebb minimumdt akkor kapjuk, ha a
HsP keverdkhez adunk flibrinogént, & legnagyobbat & komponen-
gek Felis? bemdrdel sorrendje adja, 4 g¥rbék maximumai & fib.
rinogén-heparin gérbéhoi képest /507 /ml/ 2 nagvobd kon-
centrdeoidk feld eltolddva jelentkeznek /707 /ml/. A maximum
értdke a FeHsF bemdrdsl sorrendndl a legnagyobb: & Zavarog.
gdg extinkeld dridke jdval feliilmulja & FaH glirbdt, A HePsP
gorrend maxinumd mdg mindig negvobb mint a HeF glrbe, s
csak & komponensek FePsH bendrdmi sorrendje ad kisebd 4rtd.
ket enndl, 4 zlrbe extrdm drtdkeindl, illetfleg azon heparin
koncentrdeidndl, smelyndl & zaverossdg & minimdlis vagy
maximdlis Srtdkdt 4ri el, az oldat hepsrin, fibrinogén,
protamin mélardnvdt & IX, tdbldzat tintetl fel,

‘ Udlardny |
; By PP Hepsrin/¥/sl
%inlmuu ;1 : 9,5 1 1,8 ; lo E
%lxiaun 51 1 1,34 3 0.245 70
ioldett kompl ex ;1 1 0,475: 0,09 200
Protamin = 307 /ml fibrinogén = 0,2 ¢ %

A protamin ¥ = 13,800

b tébldzat eredmdnvel alapjidn ldthatd, hogy &
kdpzBastt hirmas komplex sakkor marad oldatlan, ha heparin
feleslegdrBl gondoskodunk,
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£11landé fibrinogén /0,16 g %/ 48 heparin szinten
/303}/31/ a protamin korcentrdeldjdt vdltoztatva az egyes

komponensek kil¥nb¥zf bemdérdsi sorrendje esetdn -vas elfbe-
bihez hasonld eredményhez jJutottunk; azzal & kil¥nbadggel,
hogy ez esetben maxisumeminioum g8rbét kapunk /19.4bre/.

4 paximumpXk lo ¥/ml, 8 mivisumesk 703 /ml, - mine
den esetben &zonos protamin konecentrdcidkndl lépnek fel,
A maximuok extinkeld értéke mind & hirom esetben nagyobb
annédl az extinkeid 4Srtdkndl;, asmelvet akkor kapunk, h& csak
heparin van 4z cldatben, & legnagyobb minimum & FeHeP sore
rendndl 2448dik, a misik kdt esetben &zonos.A HePsF sorrendt
grbe minimume nulls, & afalk kett®f enndl nagyobb.

Kérdds, hogy & komponensek 2zonog bemdrdsi sor-
rendje esetdn azonos fibrinogdn, vdltozd protamin koncentrd.
cié mellett az oldat heparin koncentrdeidjdt is véltoztatva,
ez utdbbi milyen mértdkben vdltoztatja meg & kicssapdel glre
bék lefutdedt, A kisédrletben a reakeld komponensek bemdrdsi
sorrend jes HePeF, 4 vdrakozdenak megfelelfen & minimumok
48 maximumok helvel & nagvobb protamin koncentrdeid feld
tolddnak el, & heparin koncentrdeld nivekeddedvel, valamint
ezek extinkeid drtdkel is kiilBnbdzfek /2o0.fbra/.

& zavarosedg extrdm drtdkeindl az oldathan fenn-
£116 nélsr&nyokat & X, t4bldzat fbrdzoljs,

/Fibrinogén: 0,145 g%/



n&?n

§H%X;;§a ﬂnfimun j #inimum
g orot ¥/ml By F 1P prot,¥/el HyF 4P
| | 1 | e |
8¢ 1 (113,55 1 0,3 ; S0 11 3,551 1,5 %
S | 20 i3 1 emlome B3 114
Ao | 1) .1 t 1,72 3 o.?5§ ibo Rt 1,70 3 1.49%
' 1,38

6o 11§ 112,168 1,11 135 131,16 |

X, tdbldzat

Azonos fibrinogén koncentrdeld mellett &z egyves
heparin 4drtikekndl felvett gBrbéken belill & HiP ardny 41-
landd; & protamin srdény vdltozik, s vdltozdsdtsl flggSen
kapjuk 2 minimum 4s maximum 4rtdkeket, A minimumokban &
protamimek 2 hepsri nhoz viezonyitott mdlsrdnya nagyobd
nint a mnxlﬁumakhxn. 4 heparin koncentrdcidjdnak niveldsdvel
a HiF ardiny csBkken, & HiP ardny & maximumokban n8, & minis
munokban 411landd, A maximumok extinkeld 4rtdke elfszir nf
8 heparin mennyisdgdnek nSvelfsdvel, kb, 2zon hepsrin érté.
kig, amelyndl egvdbkdnt & fibrinozdn-heparin girbe maxlmums
van, ezutdn csBSkken, Ha a maximumok extinkeld értdkeinek
viltozdsdt ceak nivekaedds 48 ceilklkends szempont}dibél vesze
dz2llk figvelembe, az ldtszik, hogy analdg vdltozik & heparin
fibrinogén kicesapdel gBrbdvek, ceak mis extiuvkeld drtdkkel,
A minimumok & heparin koncentrdeid niiveldsdvel szintén a

magssabb protamin tartomdny feld tolddnak el,
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06| Fibrinogén=016q % .-
Heparin =30 y/mi

o
o

-, )
Seaf =

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 120 140 y/mi
protamin

1 O. dbra

E fibrinogén=0.145 g %
e——e 20 y/ml heparin
041 o---- 30 y/mi

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100410 ~ 130 150 170 y/mi
protamin

20.4bra
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Az oldat fibrinogén kencentrdeidjdinak & rendszerre gyake
rolt hatdsdt a 21, fbra tdntsf.i. fel azonos heparin /30U /mi
& komponensek &zonos bemdrdsi sorrendje esetdn /HePs¥/
vdltozd protamin szint mellett., A fibrinogén koncentrdeid
védltozdsa a minimumok €8 maximumok helydt nem vdlteztatjs
meg, 8z slkalmazott heparin koncentrfcié mellett /3o J/ml/
& méximumok lo Yf/ ml, & minimumok 70 /m1 protamin koncent-
réeidndl ldpnek fel., 4 minimumok extinkeid drtdke nf, a
maximumok szintén nBvekednek & fibrinogén koncentrdfeid nS-

veldedvel,

degbeszflds

pH T-ndl a fibrincgén 48 & heparin reskeidja ré-
vén egy kBnnven disszocidld edszeri kBtdst tartalmezdé komp-
lex j8n 1lé6tre. 4 fibrinogd n savas protein, Izoclektromos
pontja 5,4,

pH Tendl az izoelektromos pont lugos tsrtomdnyde
ban & fibrinogén az erfSsen pozitiv t81ltdstl csoportjai /fel-
tehetfen arginin 48 lysin/ & heparin negativ t8ltdstl szul-
focsoport jaival reagdlni kdpesek oly mértdkben, hogy csapa-
d4k keletkezzdk, jéllehet a savas csoportok enndl a pHendl
negativ t8ltdstiek, '

Astrup 68 FPiper /77/ & fibrinogdénnek ki#l8nbszf
poelysaccharida kdnsavakkal alkotott sdinalk vizsgdlatdndl
szintédn arra & megdllapitdera jutott, hogy 4z utébbisk a
fibrinogdnnel sz 1zoelektromospont alkalikus oldaldn ie
reagdlinak,

A fibrinogdn 48 & heparin kiz8ttl reakeid stichilo
metrikus /Godal /68/, A reakeid mértéke sz oldat heparin
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éa8 Tibrinosdn koreentrdoeidjdtdl fige. A fibrinogdn hepsrinnal
t8rtdnd klessphatdedga maximum glrbdvel Lhrdzolhatd, 4 za-
varossdg maximumeé & fibrinogdn koneentrdoidtédl flgef hepia
rin 4rtdkndl van, 4 fibrinogén konecentrdeld nlveldsdvel a
maximdlis kiesepdehoz ezllkséges heparin mennviedg nS, azas
a nagvobb fibrinogdn koncentrdoidju oldatban a komplex
oldatbdl vald kivdldiedhoz relative tibb heparinre van sziik-
sdg, Ha a fibrinogénhez kdpest & heparin feleslezét bizto-
sit juk az oldatban, &28z 1 mél heparinre kisebb mint 1 mél
fibrinosdn jut, a8 komplex oldott dllapotban lesz, Ez & tény
ezzal magysrdzhatd, hogv 8 hepsrin a fibrinogénhez kitSdve
megvéltoztat ja &nnak izoelektromos pontjdt, & molekuls
negative t51t%d1k fel, tehft az izoelekiromos pontot & saw
vénvubl pH feld tolja el, Alsesony heparin koncentrdeldk
Jelenldte el%s2ly & komplex alﬁékonyuég%t cgBrkentve annsk
oldatbdl vald kivdldedt elfsesitik, Ha & hepsrin a maxi.
mélies kiesapdehoz szlikedges mennyvisdsekndl nagvobb kone
centricidban van jelen, & mélukulét fokozatosan negative
t81tl fel, s & komplex oldatban maraddsdt elfsegiti.

& pH saves tartomdiny teh¥dt sz izoelektromos
pont feld vald eltoldea & fibrinogdn oldathdl vald kivé-
1484t elBsenmitis elektrolyt hatdson ﬁlapul. ¥int minden
aaphoter elektrolyt, ugy & flbrinogén is az izoelektromos
pont j4ban de kireldiben & legkevdebd stabilie, pH S-6-ndl
& fibrinogén mdr a puffer higitd hatfedmak kivetkeztdben
kivdlik a8z oldsthdl, Heparin lelenléte ezt az alspaavéana.

got megnivell,
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4 pH lugos tertomdny feld vald eltoldss mind &
fibrinogdnre, wind a fibrinogdén-hepsrin komplexre olddlag
het, & fibrinogén<heparin komplex pH-9-nél mdr nldoit fle
lapotban van Jelen,

4 fibrinogdn mint savae proteln polysminokksl,
b4zieoe polvpeptidekkel kevdahd diunzeo;éld sékat alﬁat.
Protamin hatdedra & filbrinogfn oldatban erfs zavarosodds
1ép fel. A protamin bfzisos amlnocsoportjal a fibrinogdn
earboxvlesoport jaival sdk¥tdst lditesitenek, 4 carboxylesoe
portoknak ilymdédon t8rtdnS blokkirozfea s fibrinogdn oldha.
téndgdt colkkenti, 8 az oldatbdl vald kivdldedt oieazu.
lo7ﬁ/m1 protamin mdg nem hoz létre zaverosoddst az oldate
ban, nem elédgsdpes & flbrinogﬁaprotamin'komplex oldatbdl
vald kivEldefhoz. 1007F /ml protamin koncentrdeid felett, &
protamin &8z oldhstdsdpgot oly nagy mirtfkben catkkenti, hogy
& komplex csapaddk alakjidban kivdlik az oldatbdl, turbidi-.
metridsan nem 4rtékelhet® eredmfnveket kapunk,

A pH 2 fibrinogén-protanin komplex oldatbdél valéd
kivdldedt, tehdt a zavarcsasdg afrtékdét megvdlioztatja. Hint
mfr emlitettiik, az izocelektromos pont k¥zelfben pH S-6-ndl
& Tibrinogdn mér & puffer higits hatfae kBvetkeztfben ie ki-
v£lik az oldetbdl, Az izoelektromos ponton 48 kizeldben a
molekula rédszben disszociflatlan alakhan, rdszben sgvenls
szfmu pozitiv 48 negativ t8ltdst tartslmazd u.n. felemdis
lon alakjdban van jelen, tehdt a flbrinozén 48 protamin ki
z8tt & reakeld cesk kismértdkben JAtezdfdik le, protamin ha
tdsdra a gbrbdk cesk kismdrtdkil emelkeddst mutatnak, pH-=T-
ndl s legmeredekebd lefutdfeu a girbe, pH 8.9.nél 2 g¥rbdk
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ovak ellaposodnak, ari szt jelentend, hogy & komplex képzés
kisebb, Magyasrdzatként az a feltevds fogadhstd el, hogy a
lugoes oldat, amely & fibrirogdnt oldatbhan tartja a képafasts
komplex oldatbdl vald kivdldedt is megskaddlyozza /elektrolyt
hatds/ .,

Ha egy fibrinogén oldathoz hepsrint és protamint
adunk, & képzf47% komplex oldstbdl vald kivdidednak mértédke
egyréezt & komponensek konecentrdelidjditdl, mdsrészt azonos
kisérletl feltdtelek mellett ezek bemdrdal sorrend)étsl
flige., Kérdée, hozxyha egy rendszerhen Tibrinogdn, heparin 3:
protamin egyvezerre ven jelen, milven kit"direk j8nnek létre
8% egves reskeld komponensek kBzbBtt, A fibrinogén bdzisos
aminccsoport jal a heparinnal, carboxylesoportjsl pedig a
protaminnal létesitenek sdkitdet.Bgy mdalk lehetfsdg a hepari:
savas csoportjainak protaminnal velé neutralizdeidja., Ate
tdl fuga®en, hogy &z sgyes reakeld komponenseket milven
sorrendben adjuk egrmishoz, a4z ezvik reakeid elftérbe keriil,
8 mfsik ugyanakkor visezaszorul, vagy forditva, Ett8l flges-
er ¥apjuk & minimum-naximum gUrbdkben sz extrdm 4rtédkek kil.
18nb8zfedgét,

Hea & hepsrin koncentrdeld vdltozdea mellett & fibe
rinogén 48 & protamin koncemtrfeidja 41lando, a komplex ol
dstbdl valdé kivdldsa minimume-naximum g8rbdvel £brdzolhatd,

A minlpumnak 43 meximumnak extinkeld drtdke a komponensek
bemérdel eorrendjétSl flugefen vAltozik, viezont &z extrdém
drtikek minden esethen azonos heparin konecentrdeldndl
ldpnek fel Az alkalmazott koncentrdeld viszonvoktdl fliggSen,
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A minimumok anndl a heparin koncentrfeidndl jelentkeznek,
ahol & protamin & heparin hatdedt dppen neutralizdlja, A
leskisebd minimumot & reskeidkomponensek HePs¥F bvemdrdsi
sorrendje adja, ebber &z esetben & fibrirogdn-heparima
fivrinogdn-protamin reakeid ﬂag.gﬁtldlug a heperin £3 3 pro-
tamin kSz8tt lejdtezdady neutralizdedd folysmatdra, A leg-
nagyobb minimum & FeHsP bemdrdel sorrendndl 1ép fel, 4 hepie
rin egy része elZ%zetesen mdr & fibrinogénhez kBtSdlk, igy
& protamin neutralizdld hatdea kevéeBé drvényestil, Hesonld
eset A1l fenn & ¥4FP+H sorrendndl,

| A meaximpumok & fibrinoaén«hgparln girbédhez képest
/50¥/n1l/ & nagyvobb heparin koncentrfeidk feld tolddrmak el
/T0Y/ml/, azaz vrotamin jelenlétdben a maximumok elérdséhes
relative t8bb heparinra van szitkedg, Ugvanez vonatkozik &
komplex olddddedra 1o, A maximum extinkeld 4rtdke a
FaHeP esetdn & legnsgyobb, idint adr exlitettem, he a hepa-.
rint ndvekvs koncentrdeidban sdjuk & fibrinogénhez, ugy &
heparin az egdsz molekuldt negative t51ti fel & srabad
SG3H esoportok rdvdin 48 & fibr&nogén-ﬁap-rtu komplex 1zow
elektromoe pont)dt & saves tartomdny feld tolja el, Ha ez
utdn protsmint adunk 8 rendszerhez, a reskecld sokkal na.
gvobbh mértdkil lesz, mint amikor & protamin, vagy & heparin
kﬁlbn-kﬂl&n reapdl 8 Tlbrinosdnnel, Heparin feleslexe & -
fentebb leirtak slapjidn 8 komplex 0lddddddt semiti elf,
A folyamat reverzibilis, Frotamin ad<sdra, ha a heparin
nince nagy felesleghben & zavarossdg ismét visezadll, A

HaPoF sorrend 2z el3bbindl kisebbh maximumot ad, de extinkeld
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drtdkben mdg mindig nagvobb, mint & fibrinogén - heparin
g8rbe zaximuma, 4 legkisebb maxizumot 3 reakeld komponensek
FaPsll hHemdrfel sorrefddje asdja, A protamin a fibrinogénhesz
ktfdve azt viszonylag pozitive tHlti fel, 8 zftoljk & hepla
rin fibrinogénnel vaeld reakeidjdt.

£1landé fibrinogdn desheparin koncentrdeid alkalw
mazdsa mellett & protesin koncentrdeidjft viltoztatva az
8lZ%bbihez hasonld ersdmédnyhez jJjutunk, azzal & kil3nbadggel,

hogy & zavarossdg sirtdke maximumeminizur z¥rbdvel irhatd
le, 4 maximumok anndl & protamin értékndl jelentkeznek

/191/:31/. amelvyndl - ha heparin nines jelen &z oldatban -

& protamin & fibrinogdrnel még nem képez oldhatatlan komp-
lexet., Tehdt & hepérin a protaminnal szemben feleslegben
van jelen: a H:P mflardny 1l:0,2, 4 nmaximumok keletkezdse &
fentiekben k#z8lt médon magvardzhatd, 4 mininumok mindhdrom
esethen ?o?flnl protamin koncentrdcidndl ldpnek fel az adott
reakeid kSrfilményvek kHz8tt, 4 minimumok keletkezdsdre ille-
t8leg azok extinetid Srtdkben vald kiilsnbBzladpdire az elf-
z8leg mdr kBz81lt magyvardzat drvdnves, 4 minimumban & adlardny
Hi? = 1 3 1,38. PFrotamin felesleze, azaz he & amflardnyban

2 protamin 1,38«.ndl nagyobb, a komplex 5ldatbdél vald kivdld-
8dt eredménvezi,

A mivizumok €3 2aximumok helyel egy adott fibrino-
gén koncentrdcid mellett 82 oldst heparin 4s protemin kon-
centrfeid jdtél flggnek. Ezt bilzonvitie &z & kisdrlet, amely-
hen 41landd fibrinogdn szinten a komponensek azonos bemdrdsi
sorrendje mellett /HeFPsF/ & protsmin 4e 2 heparin koncentrd.

cléjdt 1is vdltoztatve, & glrbék extrim Sridkeil az utdbbi
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koncentrdicididt n8velve & nagvobb protamin koncentrdeidk
feld toldfdnak el,

A minimumok 4e maximumok extinkeld 4rtdke pedig
sz oldst fibrinogén koneentrdeid)dtdl figz., Ha dllandé he-
parin szinten a protamin 48 a fibrinosén koncentrfeidjdt
véltoztat juk, & komponensek azonos bendrdsl sorrendje mel-
lett /HeF+F/ ugy & minimumok £e maximumok helyei nem vdl-
toznak, extinkeid Artdkik azonban n® & fibrinogén koncentrd.
elé niiveldesdvel,

Alacsony Tibrinogén koncentrdcidkndl a minimumok
extinkeld drtdke nulla, ez utdbbli koncentrieididt nlvelve
&z extinkeid nf, Bz & tdny azzal magyardzhatd hogy & heparin
é8 & protamin neutralizdeidia rdvén keletkez® komplex
dinazooiﬁbilit, ennek kivetkeztdben 2z oldatban mindig van
jelen szabad hepsrin 48 protanin, zmelvek a fibrinogént
oldatdbdl kiesapjdk. Alacsony fibrinosén koncentrdeidk
azonban nem eldgsdpesek & komplex képzdahez, Ha a2z oldstban
8 fibrinogdneheparin nédlardny 2,26-ndl nagvobb, ugy & mie
nimusban zavarosadg ldp fel, amely & filbrinogén koncentrd-
elé niivelésdvel nf,



Fischer /61/ dszlelte el%szir, hogy & szdrumglobu-
linoknak & desztilldlt vizzel valé higitds folvamdn felldps
oldathdl vald kivdldedt & heparin jelenldte megakaddlyozza,
4 hepsrin hatfednak kvantitativ vizegdlatdra a kisérleteket
pH = 5,5-ndl végeztdk., Nagyobb mennyledgll heparin meggdtolja
& fehérjik oldatbdl vald kivdldedt, vagy a mfir kicsapddott
fehdrié% oldatba viszl, 4 heparin hstdss abban 411, hogy &
globulin molekuldkra kitfdve azokat negative t31tl fel, 4s
ezd1ltel a fehdrjdk izoelektromos pontjdt & savas tartomdny
feld eltolva megzakadflyozza azok oldatbdl vals kivdldadt,

Hivel & thymolturbiditdsi préba & szfrumban kérosan
felszaporodott zlobulinoknak kimutstdfedra haszndlt addszer,
ezért feltehetf, hogy @ heparin a globulinokra gyakorolt hatd-
8& révén a thymolturbiditds mértdkst is mezviltoztatia, A
klinikail laboratdriuml disgnosztikdban & thymolturbiditdel
préva £1ltaldnosan haszndlt mddezer, & kérosan felszaporodott
globulinck kimutatdedra, igy & heparinnak 48 a protaminnak
& thymolturblditdara zvakorolt hatdss nemceak elvi, hanem
gvakorlati jJjelentBsdpll 1e,

Az aldbbiakban ismertetett kisdirletben 3 heparin,
valamint 8 heparin antagonistdjdnak, & protaminszulfdtnak
& thymolturbiditdsel reakeidra kifejtett hatdsdval foglalko-

Zom,
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Resagensek:

1/ Thymololdat:

500 ml desztilldlt vizben 1,38 g verondlndtriumot
é8 3 g thymolt oldunk. 4z 0lddfe elfsepitdsdre forrdsig mele-
gitjik, mik8zben t8bbsalr felrdzzuk, majd lehtt itk a8z o0lds-
tot., 4 folyadék feliiletére néhdny derac thymolkristdlyt szd.-
runk, 48 ujbdl felrdzzuk, %gy 4jjelen 4t 41lni hagyjuk 4s
ismételt felrdzdes utdn ezlirjilk, 4z oldat pH=7,6 legyen /Bf-
lint 48 Hemedlis /78//.

2/ Eul¥nbdzf pHeju thymolpuffer:

1,03 g verondlndtriumot Soo ml deeztilldlt vizben
feloldunk, Az igy elkdpzitett oldat, valamint o,01 n HC1
megfelel? ardnyu keverdsdvel & kivdnt pHe-ju oldatot elf.
4111t Juk, Zzen puffer 250 ml-dhez 1,5 g thymolt adunk. &
tovdbblakbsn & fentebb leirt mdfdon, J4runk el, /Forralds,
hiitds ethb,/ Bér & thymol az oldatok pll-j4t nem vdltoztatja
meg lénvepesen, mdigls cdlszer! a pH.t ismitelten ellenfrizni,

3/ Heparin:

6 T-08 heparin oldatbdél /Kfbinyal Qyfgyszergydr,
Budapeat/ leo mg/ml heparin tdrzsoldatot készitlnk. & ki-
vidnt koncentrdcidéju heparin oldatokst & t¥rzsoldat desztile.
141t vizzel vald higitdedval 4113itjuk el”,

4/ Protaminszulféts /Hoffmann la-Roche, Bacel/

5 mg/ml t8rzsoldatot kdezitink, 48 & kivint
koncentrdeidju oldatokat & térzsoldat higitdedval £111tjuk
el8,



Mddszer
6 ml thymololdathoz 0,1 ml ezdrumot mériink 4e
@ zavaroesdgot 3o pere 411ld4s utdn 3579Ql szinszfirSn 1 cme
o9 kivettdban vakprdbdval szexben Stuféfotomdteren mdr )ik,
Vakprdba: 6 ml 0,9 f-08 NaClehoz 0,1 ml szérumot

adunk,

Epedndnyek

4 szdrumben kérosan felsgzaporodott globulinok
8 thymolt kollold oldatdbél kicsapidfk, 4 heparin koncentrd-
¢16J4t61 figeB mértékben a koll:oidok oldatbél valé kiv4ldedt
megakaddlyorza, vagy & nfyr kivdlt kolloidot oldatba viszi,
Hatdsdnak pontos meglsmerdsdre a kiivetkez® vizegflatokat
végeztem el

1/ Thymololdsthoz elfgz8r heparint adtem majd
/e, 18, 30, 45, 6o pere/ £114s utdn szdrumot adtem & mintd-
hoz €8 30 perc dl1l4s utdn a4 zsvaroasdgot mdértem., A vizsgd-
lstot minden esetben o,1 ml szérumesl, 6 ml thrymololdattal
48 0,1 ml heparin tdrfogat mennvisdgekkel végeztem, & vake
prébdhoz 0,1 ml fizioldglide sdval t8bbet mértem, a heverinnak
& prébdkhoz veld hozzdadfsa k¥vetkeztdben bedlld tdrfogat-
viltozdsok kikliszdbldldsdre,

2/ Szérumot hepsrinnal kUl¥nbdz5 1deig /0, 15,
30, 45, 60 pere/ £1llni hsgytam, m8)d & thymololdat hozzd-
&d4sa utdn 8 thymolreakeid lejftszdddedhoz ezliksdges 3o
percig £11lni hagytam,

Kdt ktil8nb¥z28 koncentrieidju heparinoldattal

elvépgezve @ vizegdlatot az sredmdnyeket & 2I, tfbldzat
tinteti fel.



- N .

Extinkeid
£114s4 & , i A
cers i as/ml__ 2 ue/ul ) we/ul 2 oe/sl
° 0,46 0,375 0,275 0,19
15 %o,#& 9,36 0,26 0,18
? 30 %o.#j % 0,36 | 0,255 0,165
a5 %o.bas f 9,35 | 0,25 0,165
6o 0,41 | 9,335 z 0,25 0,16
XI.tdbldzat

Thymelturbiditis: o,60 /Heparin nélkfil/

A vizegdlatok eredmdényeib8l l4thaté, hogy & hepa
rin turbiditds cstkkent® hatdea akkor & legnagyobb, ha a
heparinhoz el3szBr szérumot adunk /2.,pont/. Ha & heparint
thymoleldattal hozzuk Bssze elZfsz¥r 48 ezutdn adunk szdru-
mot & mintdkhez, ugy & heparin zavarossdg feltisztitd ha-
tésa mdr kisebb /l.pont/. Ez & tény azt bizonyitja, hogy @&
heparin nem & thymolhoz, hanem a globulinokhoz k¥t&Sdve fe]
ti ki hatdsdt, 4 heparinnal vald £11ldsei 145 ndveldsédvel a
zavarossdg mindkét esetben ceBkken,

A hopnriﬁnak 8 mdr kivdlt kolloldokra gvakerolt
hatdsinak megismerdsdre s kBvetkez® két vizegdflatot végez.-
tem el:

1/ Thymeleldathoz szdrumot adtam s Bsszerdzds
utdn azonnal heparint mértiink &z oldasthoz 48 15,390,458,

60 perc 4114s utdn 8z extinkeldt mértik,
2/ Thymolpufferhez szérumot adtam 48 30 verc £1-

148 utdn, tehdt amikor mdr a thymol és & globulinok kdzti
reakeld teljesen lejdtszddott,hevarint mértem az oldathez
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és 15, 30, 45, 60 pere 41ld4s utin a keletkezett zavarossd.
got fotometrizdltam két kiUl¥nb¥z8 heparin koncentrdcidndl
elvégezve & meghatdrozdet, Az eredményeket a XII, tdbldzat

tinteti fel, ‘
f Extinkesd
411484
1a8

8a0

f ot |
o ; 0,40 f 0,355 | 0,52 ? 0,425
EY o2 f 0,36 i 0,50 If 0,41
230 i 0,43 ; 0,363 | 0,48 f 0,40
a8 | a3 | 03T | 0,86 | 0,308
Eso | 0,44 0,385 f 0,45 f 0,39

XII, TEMlAzat
Thymol turbiditds: o,60 /Heparin nélktil/

Abban az esetben, h& & thymol és szdrum kBzittl
k¥leslinhatfe kivetkeztdben 8 kolloidok mfr kiesapddtak az
oldstbél /2,.,pont/, a heparin & kolloldokat oldatba wisai,

A heparinnal vzlé 4114sl 14%% névelve & zavarossedg csikken,
azonban egy dral 41l1l4e utdn sem 4ri el a feltisztuldsnak
azt s afrtédkdt, amelyet akkor kapunk, ha & hepsrinl r8ztén
& szdrum bvemdrdisde utdin az oldethoz adjuk,

A XI, 68 & ¥II, tdbldzat eredminvelt “sszehssonlit-
va megfizvelhnet ik /mindkét vizegdlat azonos szdrummal t8re
tént/, hogy a2z extinkeid drtékek szonosak abban @ k4t eset
ben, amikor a thymolpuffert heparinnil 3o pereig A1ini
hagy juk 48 ezutdn adjuk hozzd & szdrumot, ds ismdtd t 3o
pere £ilds utdn mirjik & zavarcesdgot, vegy ha & thymolhosz
gzdrumet majd rBgtén heparint adunk de¢ 30 pere fllds utdn

2 turbiditdst afrjik,
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Ezért & tovAbbl vizegdlatokat oly médon végeztem,
hogy 6 ml thymol pufferhez o,1 ml heparint adtam. 30 pere
#1148 utdn 0,1 ml szdfrumot, majd lemdtelt %o pere £114£s utdn
8 zavarosedgot vakprdibdval szecben nértem,

Négy kN18nb¥z8 szdrummal, smelyek thymolturbiditdsi
drtfke, tehfit globulim konecentrdeidja is kilinb¥z8, elvégez-
ve & meghatdrozdet vdltozd koncentrdicidju heparinnal az ered-

ményeket & XIII, tfbldzat tinteti fel,

| | Extinkeid
322:if“ [ PO B+ ) M
lo0 é 0,11 0,0 0,062  o,0
20 0,16 0,06 0,128 0,07
io 0,23 0,095 0,178 ¢ 0,148
5 | 0,275 0,125 0,23 0,23
2,5 | 0,385 | 0,15 0,28 0,258
1 | ed | 8 | e | o3
05 | o | om 0,38 0,365
0,1 0,55 0,236 0,43 0,43 |
0,0l 0,565 0,247 0,50 0,47
0,00 0,57 0,249 0,50 0,473

AIII, tdbldzat
£indl nagyvobb a szdrum globulinjel 41tsl okozott
turbiditds nagyedga, sanndl magasabb & konecentrdeidban kell
jelen lennie 8 heparinnak, hogy & zaverossfg teljes Teltisz-
tuldsdt okozza., A turblditds nagvedga, valamint & zavarossdg

teljes feltisztuldafhoz szlikesdges hererin mennvisdg kHzBtt
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szimezertl Ysazefiigeés nem vorhatd le, Viszonylag alacsony he-
parin koncentriceidk a zavarosadg kismdrtékil cslikkendsdt ered.
ményezik,

Erotanmin hatdsa

A protaminnak a thymolturtiditdera grakorolt hatdfsa
& heparindval ellentétess: koncentrdeidjdtél flgsfen 2 zava-
rossdgot nivell,

Protamin hatfsdra a thymololdatban zavarossdg nem
keletkezik, A globulinoknak a thymol kolloidokra kifejtett
kicsapd hstfsft minden esstben megniivell, de az adott res’keld
k¥rtilndnyek kBSzitt kill8nb828 mértdkben, & XIV, tdbldzatban fel.
tintetett extinkeidk szemléltetik négv kU1Bnbdz® médon el-
végzett vizegdlat kiedrletl eredmdnyeilt.

1/ Protamint thymolpufferrel kIl8nbYz5 ideig /o,
15, %o, 45, €o pere/ 41llni hagvtam, Szédrum hozzdaddsn 4s
30 pere A1llfe utdn = zavarossdgot mirtem,

2/ Szérumot protaminnel a fent emlitett ideig 41llni
hagvtam, Thymoleldat hozzdadfea utdn 3o perciz £llni hagriam
48 & zavarossdgot fotometrizdlitam,

3/ 4 thymololdathoz elfazdr szdrumot, majd &z
Bsezerizds utdin rigtin protamint adtam, s kUl¥nbdz8 idelg
tartd 4114s utdn fotometrizdltam,

4/ Thymololdathoz szdrumot, majd 30 perc £114s G-
tén - tehff & thymol reakeld lejftszfdfedfhoz zzllkadges 148
utdn - protamint mértem az oldathoz, 2 kil¥nbdzf8 ideig valé
41148 utdin & zavarossdgot mdértem, 4 meghitdrozds minden eset-
ven o,1 ml szérum, o,1 ml 1 mg/ml koncenmtrdeléju protamin, es

6 ml thymol mennyisdgekkel tdrtént,
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i | Extinkeld |

REET S S TN W SRR 0

| o . 0,83 0,83 | 0,235 | % ;
15 0,77 0,80 0,68 @ 0,44 f

| 3 0,74 | 0,71 0,742 0,57 |

: 45 0, 742 0,71 0,74 0,56

| 60 | e | - a3 | S TA | 0,568

| |
| |

X1V, t4bldzat
Thymolturbiditds: o,40
Protamin t 1 mg/ml

A protaminnak a rendachro gyakorolt hatdea akkor
@ legmagkisebb, ha a thymolreskeld a globulinokkal mdr le-
j4tezddott /4,pont/, 30 pere £114e utfdn az extinkeidk mind
8 nigy esetben 4llanddak, az £114el 14% tovibbl meghosszab-
bitdedval a zavaroeedg mértdke nem vdltozik,

42 1, 68 @ 3, pont slstt leirt médon elvégezve &
vizsgdlatokat 30 pere £114s utdn mdért extinkeidk azonosak,
ezdrt a2 tovdbbi vizegdlatokat az 1, pont alatt leirt mddon
végeztilk el, vdltozd protamin szint mellett.

Kdt kill8nb¥z8 szdruzm mintdbél kspott eredményeket
tintettem fel a 22, #“brdn, Alscsony protamin koncentrdeidk
/loo /ml alatt/ nem hoznsk létre viltozdst & turbiditdeban,

Enndl magasabb koncentrdeidk a zavarosadgot nivelllk,

& _he

A heparin 48 a protamin = globullnok okozts thy-
molturbiditdera kifejtett hatdsukat tekintve ellentdtesek:
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onennen0 040 @ % fibrinogén
0wmme-0 0445q@ % — " —
om0 047 §% —* —
o——o 0.26q% e

heparin = 30 y/ml
~~~~~ .:3.!‘" ]
40 20 30 40 50 60 70 80 90 100 120 140 r/ml
protamin
21.4bra

o5 1 2 3 - 5 mg/mi
protamin

22 ., £bra
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& hepirin a zevarossdgot feltisztitja, & protamin nivell,
Kérdds, hogyvha mindkett® egvszerre jelen van, milyen mdrtékben
vdltoztat Jdk meg & kolloldok oldatbdél vald kicsapdddsdnak
mértdkdét, :

A aoghatdrozélt & fentiekben leirt mddon végeztem
eis 6 m1 thymolpuffer & 9,1 ml heparin., Usszekeverds utdn
0,1 ml protamint, 3o pere 4llde utdn 0,1 ml szérumet mdrink
&z oldathoz, Ismftelten Jo pere 4114s utdn vakprébdval szem-
ben 2 zavsrosoddst mérjlik. A vakprébdhoz o,2 ml fizioldgids
séval titbet mérink, & hepsrin 4¢ 2 protamin hozzdaddes miatt
felldps térfogat nivekedds kiktiszibl¥ldsdre,

Etil8nb8z3 heparin koncentrdcid mellett vdltozd

protanin mennvisdgekkel elvégezve & kisdrletet az eredményeket

& XV, tdbldzat tintetl fel,

| Extinkeid
gﬁeparln %P =0 ;P = 0,25mg/ml P=0,5 ng/ui P.laa/ui Pe2me/m
! 30 by o | ) f 0,03 E 0,07 | 0,085
é 20 0,01 0,015 | 0,04 | 0,08 | 0,135
lo 0,06 0,065 0,07 0,095 0,16
; 5 0,095 0,10 o,11 0,12 0,21
§ 2,5 0,135 0,14 0,145 0,15 | 0,285
| 1,0 0,19 0,20 0,21 0,22 ; 0,60
2,5 0,255 0,26 0,28 0,30 0,81
0,2 0,305 | 0,315 | 0,35 0,50 | 1,05
0,1 0,34 | 0,36 0,395 0,60 1,2
0,08 0,36 | 0,375 o,do 0,66 1,3
0,025 | 0,365 0,385 0,405 0,68 1,305
000 | 037 | 9,39 | o4l | 0,685 1,330
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A rendszerben mind & hepsrin mind & protamin hie
tdea egymdis mellett Srvényesil., 4 protawin & zavarossdgot
ndvell, & heparin csBkkenti, Ha azonos protamin koncentrdeid
mellett nivekvs mennvisdgben hepsrint adunk az oldlthez.roz
utébbl & protamin 41tal megnivelt zavarosmsdgot & koncentrd-
eld)4t61l figefen feltisztitja, Mindl nagyobd koncentrdeidban
van jelen & protamin, anndl nagyobb & kolleoldok kiolapdaﬁac
Qzenos koncontrﬂoidju heparin alkalmazdasr mellett, mdsszdval
annédl t3bh heparinra van szilksédg, hogy 2 kolloldok oldetbdél
vald kivdldedt megaksddlyozzuk,

4 beparin hatdedt leird gdrbdk alakjdt a protamin
Jelenldte nem vfltoztatja meg, csak & glirbdk & magasabb
extinkeld tertomdnyban futnak /23 ,.4bra/,

iiegbeszdlia

inclaghn /79/ & vdrben kérossn felszsporodott zlo-
bulinck meghatdrozdedra sz fltalas kidolgozott thymolturbidi.
tdsl prdbdt ajdnlotta, amely & kiizhaszndlstban rendkivil el
terjedt,

Saifer /8o/ szerint a thymolturbiditds 1étrejstte
& fehdérj}dk azon tulajdonsdginak kiezlnhet®, hosy.miut poliros
esoportokat tartalmezd molekuldk olyan organikus vogynletekkel
amelyel phenolén karakterrel birnak, mint & thymol 1s, vigy
savae vagy bdzisos csoportokat tartalmaznek zavarosedg kelet-
kezik., 4 zlobulinok a thymol oldat kolloid etabilitdedt cssk-
kentve azok oldatbdl vald kivdldsdt eredminyezik, A folyﬁant
k3zelebbi, pontos mechanizmusa azonban nem laneretes,

A heparin & kolloidok oldatbhél vald kivdld-4t
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e protamin nélkil

o] _"'—=4mq/m1
Q= =® —"—'—'qu/m)

10
heparin mg/m

23 ° dbra
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megakaddlyozza, vagy & mfr kiv4lt kolloldokat oldatbs viszi:
tehdt & zavarossdg feltisztulfedt okozza, "zen hatfedt nem
& thymol, hanem a fehdérjdkkel vald reakeldja révédn fejti ki,

Bz utdbbit blzonvit)s ogyriist &z & tény, hogy
heparint adva & thymolpufferhez, zavarcssdg nem keletkezik,
mderészt bizonvitja 82 & kisdrletl eredmdnyiie, amely szerint
8 heparin sokk&l nagvobb mértékben gdtolja a turbiditde 1lét.
rejsttdt, ha szérummal inkubdljuk, mint abban 82 esetben,
h& thymololdattal hagyjuk 41llni, Tehdt a heparin nem a thye
molhoz, hanem & fehdrjékhez vald kapesoldddds révén fejti ki
hatdsdt, 4 heparin a globulinokhoz kitfdve a fehdrje molew
kuldk felilleti negativ t8ltdesdt nivell, Itt fel kell tdtelez.
ni, hogy & thymol, mint phenolos ksraktertl molekula pH
7,6-08 veronalpufferben kismértdkben savasan disszoolfl, igy .
& kolloidok feliileti negativ t3ltdssel rendelkeznek, s mint
ilyenek, az ugyanceak negative feltilBtt zlobulin molekuldk-
ra taszitdlag hatnak, Alaceony heparin koncentrdeidk a
zavarossdgot csak kismdrtdkben csBkkentik: a fehérje moleku-
14k feltlleti &tt61t6d6l§ nég nem eldgedpes ahhoz, hogy mege
akaddlyozza a4 mlobulinokniak & kolloidokra kifejtett kicsapd
hatdsdt., &4 zon heparin koncentrdeidk, amelvekndl zavarosadg
nem ldp fel, & fehdrje molekuldk felllleti £ttBltdse meg-
tértént, 8 & rdezecskdk kiziitt felldpl taszitd erSk eldpadges
Bek & thvmol 48 & globulinok kBzéttl reskeld megaksddlyo-
zdsdra,

Tehdt & thymolturbiditds nagysfre a felflleti ne-
gativ t8ltde nagyedgdbdl, ez ut‘bbi pedig az oldat heparin
kongentrdoid jdtél fugg.
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Ezen kisdrletl adatokbdél & mddszer haszndlhatd.
sdgdra az a gyakorlati tény vonhatd le, hogy heparinnal
mint slvaddsgdtldval levett plazmibdl, vagy olﬁaitolcn
heparint kapott egvén vérddSl elvdgzett vizegdlat hamis eo
redmdnyt szolgdltathsat: 8 vslddl drtdkndl kisebbet, Ez
utérbl & plazme heparin koncentrdeidjdtél flige.

A protamin & heparinnal ellentdtben & turbiditds
nértdkdt ndvell, bdzisos aminocsoportjal a globulinok
carboxylesoport jaival ldpnek reskeldbs, ezdltal 2 felllleti
negativ t8ltémeket ceblikkentve, el%segiti a thymol 4s a
globulinok k#szBitti reszkeldt,

He & heparin €8 a protamin egv!itt vannak jelen a
rendazerben, ugy mindkettd kil¥n-kildn fejti k1 hatdsdt a
rendszerre, hiszen & fehdérje molekuldk nem azonos csoport-
Jaira hatnak, A heparin & thymolturbiditdis mértdkét csbke-
kenti, & protamin nliveli, & zavarossdg nagyedgs a koncent-
réeld ardnyoktdél flgeg. 4 thymelturbiditdsil prdba tehdt nem
aikalmlahltd olyvan esetekben sem, amlkor & beteg hepsarint
és ezt kivetfen protamint kapott., lilvel dltaldban 1 mg
heparin neutralizdldsdra 1,5 uz protazint szoktak adsgolni,
ugy ebben &z esetben feltehetfSen & virt eredményndl na-
gyobb €rtdket fogunk kapni.



Ueszefozlalis

A peparin 48 & fehdr)dk kBzBtt lejdtszddd folyamstok
quantitativ vizsgdlatdra egy kémial elven alspulé heparin megha-
téirozdst dolgoztam ki, & sdsavas hidrolyzis folyamdn glucose egve
sdpekre bonﬁott heparin diphenylaminnal szinreakcidt hai létre,
A mzinintenzit s 42 a koncentrdeld kHzHtti Hsezefigede ardnvossd-
gdbdfl kbvetkezlk, hogy & Beer-Lambert t¥rvényt kiveti., Ezen mdéda.
gzer alkalnazdadval & fehdrjdkhez nem k3t54% u.n. szahad hepsrin
konecentrieidia hatirozhatd mes,

& heparirnak 2 uzérﬁmrehérjékhoz, mint egvsdpesanvag-
hoz vald k5t®ddedt vizegdltam., 4 szabad heparin meghitdrozfsa
2lapjin kspott eredménveket & kivetkez®kben foglaltam Ysezes

1/ 4 ezabad, 1lletve a kit3tt heparin mennylsége az0~-
nos fehdrje koncentrdeld mellett egvréezt & heparin koncentrfel-
6t6l, mdisrdszt &z oldst pH-Jdtél fige. Xét kill¥nbBes pH-t hlzte-
8ité fehdrje lecsapfezer alkelmazdsa szt bizonyitja, hogy erfSeen
gavanyu oldstban pH l-2-nél /trichlorecetssvas kicsapds/ a sza-
b8d heparin koncentrfeldja nagyobb, & k3tBtt heparind kisebd,
mint pl 6-7-nél /ZnS0, & NaCH-os fehérjementesitds/,

4z o0ldst heparin koncentrdeidjdnsk niveldsdvel &
gzabad heparin mennvisdge nindkét esetben n®, 4 k¥tHtt heparin
mennvisdze a trichlorecetsavas kicsapfsndl epy zdott heparin
koncentrdcldlig emelkedlk, ezutdn nem vAltozik, & Zn30,; ¢ NaOH-
o8 fehérjementesitdensdl pedig n®, A £24bsd heparin mennyledge
8 besadott heparin %-fbsn kifejezve mindkét esetben nf, A& kitBtt
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heparin esetdn esiikken., A disszocifcide konatans 4drtdke
srfsen savas pH-ndl /trichlorecetasvas fehdrjementesitds-
ndl/ a heparin koncentrdeidé nivelfsdvel emelkedik, azaz &
keletkez® fehdr)e-heparin komplex stabilit{ea ceslkken. A
Znse‘ ¢ NaBH-o8 kiceapds esetdn £1llandd,

2/ A hepsrin & vérben gvekorlatilsg a plazdben,
1110%810; a szdrumfrakeidban helyvezkedik el. A virtsvértes-
tek nem kBtnek meg heparint. A hepsrin terdpids alkelmazd-
eskor a szabad heparin negjelendsdhez szfikndges mennvisdge
nek cerk kb, 1/ S0-sd részdt juttet)dk a szervezetbe, Ez
blolégial drtelemben azt jelenti, homy &z in vivo #zerve-
zetbe Jjuttatott heparin teljes mértdkben fehdridhez kBtétt
dllapotu,

A heperin hatdsdra & fehdrjdk elektroforetikus
képiben bedlld viltosdsok az aldbblakbsn foglalhatdk Hasze!

1/ 4 fehérje-heparin komplex mint uj komponens
8 fehériiktZl elkilldnlilve jelenik meg., Mobllitdes nagyobb
mint az albumin vdndorldsl sebesedge, de & leirt kisdrleti
feltdtelek mellett azonoe & heparin mobilitdfedval,

2/ A pH viltozdadval a keletkez® komplex mobilie-
tﬁuﬁhan nem mutathatd ki vdltozde, mig & komplex Heszetdtele
pH-td1 fiige. 4 pH niiveldadvel az u) komponens fehfrje tare
talma pH=Teig n%, ezutdn ceBkken.

A heparinnak 48 & protaminnék & fibrinogdnre
gvakorolt hatdednak vizepdlatdbdl kapott eredmfinveket &
kBvetkezfkben foglaulom Hoszet

| 1/ 4 neparin-fibrinogén £1tsl okozott turbiditds
maximum girbdvel dbrdzolhaté, 4 fibrinogén koncemtrieid
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niveldsdvel a maximflis kiceapfshos 48 & komplex oldddfefhoz
szliksdges heparin mennvisdge n®, A pH savas tsrtomfiny feld
vald eltoldea n¥vell, & lugos tartomdnyok pedig csBkkentik
a zavarosadgot, |

2/ 4 protaminszulfit a fibrinogént oldatdbdl ki
ceapla, pH-=7 slatt & zaverosedg nf, pH-T felett calkken,

3/ A fibrinogdén hepsrinnel £s protaminnal tZrténs
kiesaphatdsdga ha u.hopnria koneentrdeldjdt vdltoztat juk
sininun-méxinun, ha & protasminét maximum-minimum g8rbével 4b-
rdzolhatd, 4 gBrbdk extrim drtdkeinek helvel & heparin 4s 2
protamin koncentrfcidjftdl fligenek, viszont extinkeid 4rtd.
kilk a2z oldat fibrinogén konecentrdeldjdtél fligg, A komponensek
bemdrdsi sorrend jdnek vdltoztatfss » minimumok £# maximumok
extinkeid értdkében vAltozdst hoznak 1étre,

4 heparin, valamint 2 proteminszulfdtnak 8 thymol
turbidit<si prébdra gyakorolt hatdednak vizsgdlata az aldbbi
eredminveket szolgdltatta:s

1/ 4 neparin s thymolturbiditfst koncentrdeidjdtdl
fiigef mértdkben ceBkkentl, & zavarosedgot feltisztitja, 4
heparinog plazme nem alkalmazhstd a thymolturbiditdsi reak-
eidn alapuld kéros globulinok meghatdrozfsdra,

2/ A protamin & thymolturbiditist koncentrdeidjdtsl
ftigz® adrtdkben n¥vell.

3/ Ha & heparin 48 & protamin epviitt vannsk jelen &
rendezerten, ugy 2ind & kettS kNl8n-kill8n kifejti hatdedt,
Protaminnal neutrallzdlt heparinos vér szintén nem alkalmaz-

haté & thymolturbiditds) vizegdistokhoz,
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Sumnary

I elaborsted with & diphenylamine resgent & method
for the determination of haﬁarin. By means of the method the
eoncentration of free hepsrin can bYe sstimated, 1 applied it
for the examination of the binding of heparin to the serum
proteins, The amount of the free &nd bound heparin respecti-
vely, depends, if the concentrstion of the protein is
identiecal, partly upon the concentration of the hepsarin end
péartly on the py of the solution. In 2 highly seild noélun
at pH 1«2 the coneentration of free heparin ie higher and
that of the bound one lower than the values measured at pH
6~7,.Eith the inereazeing of th§ concentration of the heparin
the auantity of the free heparin increases in the case of
both pH values, The amount of the bourd heparin at pH 1.2
inecresases until & certain heparin concentration then it remaim
unchénged, wheress at pH 6-7 it increases. In the case of &
highly ae¢id pH the value of the dlesociation constant in-
cresses 1f the concentration of the hapsrin rises,at pH 6.7
it ie constant,

In the bloed the heparin is localised int he plasma
&nd serusz fractions r_e,lpoeuvoly. The serua introduced in
vive into the orgsnism is completely bournd to protein,

Un the action of heparin the electrorhoretic pleture
of the proteins chenges, The mobility of the protein hepsrin
complex smmpkex is greater than the migfatton rate of the
albumin; The protein content of the complex increases till

pH 7 and then decreases, i -
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The turbidity caused by the heparin-fibrinogen
complex ¢can be plotted onto a meaximum curve, As the
concentration of the fibrinogen inereases the heparin
quantity needed for the maximal preecipitation, as well as
for the solution of the complex incresses, At acld pH-s the
turbidity incresses and at alkaline ones it diminishes,
Frotamin sulphate precipates fibrinogen from its solution.
Below pH 7 the turbidity inereases, over this pH it
decreases,

The abllity te precipitate fibrinogen with
hepsrin and protamin may be plotted on a minimum-m&ximum
curve, if the concentration of the heparin is changed,

&nd on 8 m& xinum-pinimum eurve 1f that of the protamin is
chinged, The loocalisstion of the extreme values on the
curve depend upon the hepsrin and protamin concentration
of the solution, whereas their extinction values depend
on the fibrinogen concentration. 4 change in the succession
of the measurement of the components causes & change in
the extinetion values of the minimas and maximas, The
decrease of the thymol turbldity depends upon the
conecentration of the heparin, Heparinous plssmzkR cannot be
used for the determination of pathologle globulins on the
base of the thymel turbidity,
The extent of the increased turbidity due to
acid pli-s decreases according to the heparin concentration,
Protamin decreases the thymol turbidity te an
extent depending upon its concentration,

If heparin and praiaaln are together present in
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the system both exert thelr action separately, Bleood
containing hepsrin neutralised with protamin is also not
suitable for thymol turbidity exsminations,

- e e o e e

A tanitvdny Sszinte kBsalnetdvel tartozom dr,
Eovdts Udsn docens urnak, hogy £1landd tanfossival 4s se-
gltedgdvel munkds elkémzitdedt tdmogattia,

Kdsztnettel tartozom tovidbbd dr, Petri Gdber
profesazor urnak, ski lehet?vd tette szdmomra azt, hogy
@z COrvostudomdnyl Egyetem I, sz, Sebdezetl Flinikdji4nak
lavoratérpumiban munkimat elkdezithessen.
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