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KOSZONETNYILVANITAS

Koszénom Dr. Balint Géza fbigazgato féorvosnak, hogy munkam feltételeit

biztositotta.

Koszoném Dr. Juhasz Péter osztalyvezetd féorvosnak munkam elméleti és

gyakoriati kérdéseiben nyujtott folyamatos segitségét.

Koszéném a Koézponti Laboratorium valamennyi munkatarsanak

tamogatasat.

Koszonom az ORFI mindazon munkatarsanak segitségét, akik valamilyen

formaban segitették munkamat.

Készoném Dr. Matkovics Béla egyetemi tanarnak szakmai tanacsait és

folyamatos érdeklédését, amellyel e munka elkészultét kisérte.



BEVEZETES

A klinikai kémia elméletének és gyakorlati eredményeinek alkalmazasa az
egészségligyi intézmények laboratoriumai szamara nélkiilézhetetienek.
Alapvetd érdek fiiz6dik mind az egészségiigyi szolgaltatast nyujték, mind a
betegek részér6l ahhoz, hogy a laboratériumi vizsgalatok minél olcsébbak
legyenek s egyuttal feleljenek meg a legmagasabb szinti mindségi
kdvetelményeknek. Ez biztosithatja csak azt, hogy elkeriilheték legyenek a
vizsgalatismétlések és a klinikus orvosok diagnosztikus tevékenységét-,
valamint a kivanatos terapia felallitasat folyamatosan segithesse a
laboratériumi = szakszemélyzet. Ugyanakkor az egészségiigyi intézmények
érdekelt vezetSinek elemi kdtelessége azon faradozni, hogy a klinikai kémiai
laboratériumok megfelelé miiszerekkel valé ellatasat, azoknak idében térténé
potlasat megoldjak.

Mivel a laboratériumokban végzett vizsgalati eljarasok szamos alapanyaga,
az elterjedten hasznalatos tesztek nagy része, az alkalmazott vegyszerek nem
kis hanyada csak kiilfoldré6l szerezheté be vilagpiaci aron, elemi érdeke
fliz6dik minden laboratoriumnak ahhoz, hogy sajat maga gondolkodjon azon
milyen 0j vizsgalati eljarasokkal-, esetleg vizsgalati modszerek médositasaval,
vagy sziikséges anyagok helyettesitésével csokkentheti a laboratoriumokra
nehezed6 anyagi terhet.

A fentiek vezettek arra, hogy megprobaljak abba az iranyba lépni, amely
egyrészt olcsobba teszi a laboratériumi tevékenységet, ugyanakkor ez nem
rontja le azt a minéséget, amelyet joggal elvar a szakma illetve a gyogyitast
végzo klinikus orvos.

Tevékenységem harom teriiletre iranyult:
B a fehérjék elektroforézise,
B a lipidek vizsgalata,
B a gyogyszerszintmérés

Ez indokolja azt, hogy disszertaciom e harmas tagolodast koveti.



A FEHERJEK ELEKTROFOREZISE

A  fehérjékben genetikailag  meghatarozott minoségiéi aminosavak, ugyancsak
genetikailag meghatdrozott szimban és sorrendben kapcsolodnak egymishoz. Ezt az
aminosavsorrendet nevezziik a fehérje elsodleges /primer/ szerkezetének, amely az egyes
fehérjéket elsésorban megkiilonbozteti egymastol és alapvetéen meghatirozza
szerkezeti és funkcionalis tulajdonsagaikat.
A fehérjék mdsodlagos szerkezetét a peptidkétések karbonil /=CO/ és imino- /=NH/
csoportjai kozott létrejové hidrogénhidak stabilizaljak. A szerkezet stabilitisa a
létrejovo hidrogénhidak szamatol fiigg. Két Kkitiintetett ismétlodést /periociditdast/
mutaté masodlagos szerkezet figyelhetd meg: a csavarmenetes /helikalis/ és a redozott
/lemez-/ szerkezet.
A fehérjék harmadlagos szerkezetét a periodikus szerkezet kialakulasat gatlé
aminosavak /Gly, Pro, Asp/ jelenléte adja. Ezen aminosavak a peptidkotések sikjanak
tivoli aminosavak egymaishoz a térben kozel keriilnek. Ezaltal alakulnak ki a
fehérjemolekuliknak a funkci6 szempontjabdl kitiintetett struktirdi , mint pl. az
enzimek aktiv helyei, az immunglobulinok antigénkoté helyei stb. E harmadlagos
szerkezet egyben azt is jelenti, hogy a fehérjemolekuliknak van belseje /itt a hidrofob
kélcsonhatasok érvényesiilnek/ és megtalidlhaté a felszine /ahol a poldros oldallincokat
tartalmazé aminosavak helyezkednek el. A biolégiailag aktiv fehérjék funkcidja csak
megtartott harmadlagos szerkezet mellett biztositott.
A fehérjék koziil tobben azzal tiinnek ki, hogy funkcionalis molekuldit nem egyetlen
polipeptidlanc alkotja. Az ilyen fehérjéket oligomer fehérjéknek nevezziik, a felépit
egységek /polipeptidek/ a protomerek ill. alegységek. Ezek adjak a fehérjék
negyedleges szerkezetét.
A fehérjekonformaicié kialakitisaban két kornyezeti tényezdnek jelentds szerepe van:

W a fehérjemolekula azon részei, amelyek elektromos polaritissal rendelkeznek

/hidrogénkotésre alkalmasak, erésen hidratdlodnak és eltavolodnak egymastol /

B az apoldros aminosav-oldallici molekulaszakaszok viszont dsszetomorodnek
Azon fehérjék, amelyekben sok polaros oldallanc van a hidratdcio kovetkezményeként a
vizes kozegben oldott dllapotban vannak. A molekula disszocidlé csoportjai a
hidrogénion koncentraciotol fiiggoen ionizaltak , és ennek megfeleléen  elektromos
térben az anod ill. a katéd felé viandorolnak. Ezen elektroforézis  jelenséget
hasznalhatjuk fel a klinikai laboratériumokban a fehérjék szétvalasztisira. A
gyakorlatban csaknem kizardlag un. zdnaelektroforézis Kkeriil alkalmazisra, ami
hordozéanyagon torténé vandoroltatast jelent. A hordozéanyag lehet: sziirdpapir,
cellulozacetdt, keményito, agaroz, agar, poliakrilamid stb.



CELKITUZES

A human orvosi gyakorlatban a szérum /vizelet, synovia/ elektroforézisének kiemelt
jelentésége van. Megerdsithet egy iranydiagnézist ill. iranymutatasul szolgilhat a
megfelelé terapids kezelési terv elkészitésébe. Intézetiinkben  évente kb. 18000
szérumelektroforézis vizsgalat késziil. A kiilfoldon elérhet6 kész agar-agaréz réteget
tartalmazé  elektroforézis-lemezek nagyon dragak. [Ez késztetett arra, hogy
kidolgozzuk a megfelel(’i 6sszetételii lemezre felviheté gélréteg osszetételét , s megoldjuk
Ugyancsak feladatként jeloltiik meg az alkalikus- foszfataz /AP/ izoenzimek-, a
laktatdehidrogenaz /LDH/ izoenzimek-, valamint az amiliz-izoenzimek elektoforézis
utjan torténé elvalasztasanak kivitelezését. A fent megnevezett izoenzimek
szétvalasztasanak az adja meg a jelentGségét, hogy adott beteg szérumabé6l mért nagy
enzimaktivitisa esetén - az elektroforézises szétvalasztis hianyaban - nem deriil ki,
hogy a magas aktivitisnak mi a valédi oka. Az elektroforézis elvégzése esetén viszont
egyértelmilen megallapithato, hogy az adott izoenzimek koziil melyik /pl. LDH esetén a
szovetekben otféle hibridforma talilhaté/ felszaporodasa okozta a magas
enzimaktivitast. Ezen specidlis szérumizoenzim elektroforézis kiértékelése komoly
segitséget ad a klinikus orvosok kezébe egy adott diagnézis felallitasaban.

SZERUMLIPOPROTEINEK VIZSGALATA

A lipoproteinekrél szerzett ismereteink az utobbi idékben megsokszorozédtak, szimos
uj adat keriilt megismerésre a hyperlipoproteinaemiak pathomechanizmusaban is.

A plazma lipidek koziil a trigliceridek /TG/ elsésorban energiahordozék, mig a
koleszterin /K/, a koleszterinészter /KK/ és a foszfolipidek / PL/ a sejtek épitékovei.

A vizben oldhatatlan lipidek a plazmaban fehérjékkel makromolekularis lipid-fehérje
koplexeket az un. lipoproteineket alkotnak. A lipoproteineket alkoté fehérjék - az
apoproteinek - nemcsak a részecskék strukturanyagai, hanem a lipoproteineket
felismeré sejtfelszini receptorok ligandumai és a lipoproteinek /LP/ anyagcseréjében
szereplé enzimek szabalyozoi.

A cardiovascularis megbetegedések prevenciéjaban, diagnosztikajaban a klinikai
laboratériumi vizsgalatok mind nagyobb szerepet kapnak. Egyontetii vélemények
szerint a cardiovasculdris betegségek vonatkozasaban un. hajlamosité tényezék -
rizikofaktorok - ismeretesek. Elsddleges rizikofaktorok: a hyperlipoproteinaemia, a
dohanyzas, a hiperténia. Masodlagos rizikéfaktorok: a tilsily, a mozgashiany,



a Diabetes mellitus, a koszvény és a hiperurikémia, a Policitaemia. Tovabbi
rizikéfaktorok: elérehaladott szivinfarktus, rossz iranyi EKG viltozdsok.
A rizikéfaktorok egy része /hyperlipoproteinaemia, hyperglikaemia, hyperurikaemia /
csak laboratériumi vizsgialatokkal mutathaté ki. Ezek koziil legnagyobb jelentdséget a
lipidanyagcsere zavarainak tulajdonitunk. A szérummintik vizsgalataval
megallapitjuk a hyperlipoproteinaemia fennallasit, s nagyrészt az igy kapott leleteken
alapul a hyperlipoproteinaemiak tipusmeghatarozasa is, melynek prognosztikai és
terapias jelentdsége is van. A Fredrickson-féle lipidanyagcsere zavar tipusai:

W I. Tipus: lipoproteinlipiz hianyzik vagy csokkent miikodésii,

B II/A Tipus: emelkedett szérumkoleszterin szint,

W II/B Tipus: emelkedett szérumkoleszterin és szérumtriglicerid szint,

B III. Tipus: szérum - lipidelektroforézis soran prebéta- ill. betalipoprotein nem

valik szét un. broad -béta lipoprotein alakul ki.

B IV. Tipus: szénhidrat-indukalta zsiranyagcserezavar,

® V. Tipus: zsirindukalt zsiranyagcserezavar
Ujabban a genetikai alapon torténé felosztast alkalmazzak:

B Exogén hyperlipaemia /CHY/ - a Fredrickson I. Tipusnak felel meg . /LPL hiany/

® Endogén hyperlipaemia/VLDL/-a Fredrickson IV. Tipussal azonos,

B Kevert hyperlipaemia /VLDL + CHY/- a Fredrickson V. tipusnak felel meg

B Hypercholesterinaemia /LDL/- Fredrickson II/A tipusnak felel meg,

B Kombinalt hyperlipaemia /LDL+VLDL/ - Fredrickson II/B tipusnak felel meg,

B Remnant hyperlipaemia /IDL/- Fredrickson IIL tipusnak felel meg,

B Lamellaris hyperlipaemia: oka familiaris LCAT hiany
A jeldlések jelentése: CHY= Chylomicron, LPL=Lipoproteinlipiz, VLDL~= Very Low
Density Lipoprotein, LDL= Low Density Lipoprotein, IDL= Intermediete Density
Lipoprotein, HDL=High Density Lipoprotein, LCAT=Lecitin-Cholesterin-Acil-
Transferase. HPL=Hyperlipoproteinaemiak.

A HPL Kkezelési iranyelveit meghatarozzik , hogy a beteget melyik Fredrickson féle
fenotipus csoportba soroljuk be.

CELKITUZESEK

A modern civilizaciéban él6 emberek tobb, mint 50 %-a hal meg sziv és keringési
betegségek kovetkeztében. Hazankban évente kb. 28000 embert ér szivinfarktus. A
klinikai laboratériumokban ezért is fontos szerepet tolt be a lipidanyagcsere
zavarckkal kapcsolatos vizsgalatok sora.



Célként tiztiik ki mindazon vizsgilatok bevezetését ill. ij médszerek kidolgozasat,
amelyek lehetdvé teszik a gyors, olcsd, de a mindségi kovetelményeknek megfelelé
vizsgalati panell bedllitisat. Ennek keretében bedllitottuk az alabbi médszereket:

B Precipitiaciés modszerrel valasztjuk szét, majd hatirozzuk meg a lipoproteineket,

B Sajat ontésii gélen allitjuk be a szérum-lipoproteinek-elektroforézisét,

B Elektroforézises médszerrel hatarozzuk meg a Lp/a/-t,

B Turbidimetrias modszerrel hatarozzuk meg az apo-B-t, apo-A-t,

Kidolgozunk egy , a lipidanyagcsere zavarok vizsgalatat szolgalé laborvizsgdlati tervet.
A Kklinikus orvosok munkajanak segitése érdekében megszerkesztiink egy
TABLAZATOT, AMELY TARTALMAZZA A Fredrickson féle zsiranyagcsere zavarok
tipusainak elektroforetikus képét / a normal elektroforetikus képtol valo eltérést/,

a primer-és a szekunder zsiranyagcsere betegségek csoportositasat, valamint az ajanlott
diétas ill. gyogyszerezési gyakorlatot.

GYOGYSZERSZINTMERES

A medicina egyik legnagyobb gondja a fokoz6do6 gyégyszerhasznalat. Helytelen a
gyogyszer felhasznalisa, ha:

B az alkalmazott doézis elégtelen a hatashoz,

B ha tdladagolaskor nem kivant, karos tiinetek jelentkeznek.

Szamolni kell a gyogyszerekkel elkovetett dngyilkossagokkal, valamint azzal is, hogy
hazinkat sem keriilte el a nyugtatéokkal, altatékkal, kabitoszerekkel ill. potszerekkel
térténd - sajnos maris nagy tomegeket érinté- kereskedelem és az azokkal valé
visszaélés.

Krénikus gyogyszerszedés esetén a kumulacié sulyos toxikus allapothoz vezethet.
Kézenfekvé, hogy a gyogyszerek vérszintmérését vagy az elterjedt sz6hasznilattal élve a
drogmonitorozast /therapeutic drug monitoring/ a korhazi laboratériumok végezzék.
Az egyetemeken a gyogyszertani studiumok keretében a medikusok dozirozast
tanulnak, de a terapias gyogyszerszintekrél alig hallanak.

Mely molekulak mérésének van értelme? Azoknak , amelyek a kovetkezd kritérium-
akt teljesitik:



B a hatas reverzibilis,

W a terapias index szik,

M a vérszint és a hatas kozott van 6sszefiiggés /és ez utobbi mérhetd
legyen /,

W az eredeti molekula és metabolitja/i/ k6z6tt mennyiségi 6sszefiiggés
legyen, kiilonésen akkor, ha a metabolitok terapiasan aktivak,

W tovabbi szempont: egyaltalan beveszi e a gyoégyszert a beteg?

A mérési eredmények alapjan a klinikusoknak lehetésége van az individualis,
egyeénre szabott gyogyszerelésre.

Jelenleg nalunk az a helyzet, hogy a gydgyintézetbe utalt beteget a felvétele
utan azonnal vérvételre kiildik és a diagnézishoz sziikséges és sziikségtelen
vizsgalatok tomegeét végzik a laboratériumok. A vizsgalatok szama évente
atlagosan 10 %-kal névekedik. A terapianal azutan néhany kivételtdl eltekintve
megsziinik a laboratériumok szerepe, a beteg pedig a kialakult sémak szerint
szedi a gyogyszert tobb, kevesebb eredménnyel.

A cél természetesen nem lehet a laboratdériumi vizsgalatok szamanak tovabbi
novelése, hanem a betegagy mellett tevékenykedé orvos munkajanak
tamogatasa legyen a vér gyogyszerszintmérésének a célja.

Sok orszagban mar klinikai farmakoldgiai részlegek miikddnek a nagyobb
intézetekben. Itt a gyogyszermonitorozason tiul gyogyszerelési tanacsot is
kaphat a klinikus. Ezek megszervezése nalunk is sziikséges.

CELKITUZES

Intézetiinkben egyre tobb az idés beteg, akiket nem lehet gy gyégyszerelni,
mint a fiatalkorG vagy a kozépkora betegeket.

Megvaltozott a gydgyszerek metabolizmusa, kivalasztasa, a receptorok
érzékenysége.

Az idSs betegeket altalaban tobb betegség miatt kezelik, fokozottan kell
szamolni interakciokkal , a megvaitozott gyégyszerhatassal. Ezek a
koriilmények szintén indokoltta teszik a vér gyogyszerszintmérését. Nem vart
genetikai és interakcios tényezokon alapulé vagy nem kivant gyégyszerhata-
sok valhatnak ismertté.

A fenti meggondolasok vezettek abban, hogy Intézetiinkben létrehozzak egy
olyan laboratoriumot, amely :



B a szérumban /vizeletben/ kialakult gyogyszer szintjének mérésével
foglakozik,

B farmakokinetikai mérések végzését teszi lehetéve,

W gyogyszerelési tanacsot adhat a klinikusok szamara

A gyogyszerszintmérési munka egyik kozponti probléemaja, hogy a kérdéses
gyogyszermolekulat vagy annak metabolitjat mérjiik e? Az ezzel kapcsolatos
tovabbi probléma az autentikus molekula beszerzése azok standardként
torténé alkalmazasahoz.

Az adott gyogyszerek ill. azok metabolitjai mérésére a legalkalmasabb
késziilék a nagy érzékenységi folyadékkromatografias berendezés, melynek
angol neve utan /High Performance Liquid Chromatography/ a HPLC
elnevezése terjedt el. Ennek egyik nagy elénye , hogy a kromatografias
korilmények megfelel6 atalakitasaval egyetlen kromatogrammon meghataroz-
hatnank az

B alapvegyiiletet /a megfelel6 gydgyszermolekulat/,

B és annak metabolitjat is.

A HPLC rutinszriien alkalmazott modszerré valhat. Szerepe kettos:

B a nehezebb analizisek, mint a terapias gyogyszermonitorozas
elterjedtekké valnak, a HPLC valik standard modszerré a
gyogyszerszintek mérésére,

B a HPLC standard moédszerré valik a rutin eljarasok ellenérzésére s
egyben az automatizalt modszerek ellenérzését is végezheti.

Célunk volt tovabba az, hogy az Intézet ,beteganyagahoz” alkalmazkodva
olyan gyégyszerszintmérések elvégzésére tegyiik alkalmassa a laboratori-
umot, amely részben segiti a klinikus orvosok munkajat, részben nyilt,
prospektiv V. fazisi gyogyszervizsgalatot is biztosit.
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MODSZEREK

. A SZERUMFEHERJEK ELEKTROFOREZISE

A szérumfehérjék elektroforézisét z6naelektroforézissel végezziik.
Hordozéanyagként az 1980-as évek elején szirépapirt  hasznaltunk,
azonban e moédszer idéigényessége, a szérumfehérjefrakcick nem megfeleld
elvalasa és nem utolsésorban a vizsgalatkérések szamanak emelkedése
miatt attértiink a cellulézacetat - folia hordozéanyagra. A cellulézacetat félia
mikroporozus, habszerii szerkezetli. Az egyéb fizikai és kémiai Osszetétele
alapjan alkalmas hordozéanyagként. Gyakorlatilag nem adszorbealja a
fehérjéket, azok jol frakcionalédnak rajta. Nem koti meg a festéket, tokéletesen
szintelenithet6. Teljesen atlatszéva tehetd, igy fotometralasra koézvetlen
alkalmas.

Cellul6zacetat elektroforézis

B Sziikséges anyagok:

1. Veronal puffer: 2,76 g dietil-barbitursavat és 15,4 g Na-dietil-barbitu-
ratot oldunk 1000 ml deszt. vizben.
A puffer tébbszor hasznalhato !

2. Fixald festék oldat: 0,5 g Ponceau S festéket, 7,5 g triklor-ecetsavat
és 7,5 g szulfoszalicilsavat oldunk 250 ml deszt. vizben.
Sotét livegben tartando6 és tobbszor hasznalhaté !

3. 5 %- ecetsav oldat:
A hasznaltat ki kell onteni !

4. Abs. alkohol:
Az iivegbdl kivett mennyiség fél napig hasznalhato !

5. Transzparens oldat: 25 ml jégecetet és 75 ml abs. alkoholt elegyi-
tunk.
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B Munkamenet
Készitsiik el6 miianyag vagy iiveg edényekbe az alabbi odatokat:

100 ml Veronal puffer

100 ml Fixalo festék oldat

. 100 ml 5 %-os ecetsav oldat
100 ml 5 %-os ecetsav oldat
. 100 ml 5 %-os ecetsav oldat
. 100 ml abs. alkohol

. Egyenlére hagyjuk liresen

NOOAWNS

Aztassunk be egy cellulézacetat membrant 3-4 percre az eldkészitett
Veronal pufferbe. Kozben 8 szérummintabdl vigyiink fel 10 -10 ul-t egy
parafilm csikra. A pufferbél kivett membrant itassuk le az e célra szolgalo
itatos papirral. Rogzitsiilk a kadban, amelybe el6zdleg puffert ontottiink. A
mintakat az ,,A” jelzési helyen vigyiik fel a membranra. Minden minta felvitel
utan a felvivét oblitsiik el deszt. vizben. Zarjuk le a kadat, csatlakoztassuk az
aramforrashoz. Az 6rat allitsuk be 18 percre. A kezdeti aramerésség 4 - 6 mA
kozo6tt legyen. _Az alkalmazott fesziiltség értéke 270 V. Az elektroforézis
befejezésekor vegyiik ki a membrant és kb. 7 - 10 percre tegyiik bele a fixalo
festék oldatba. Az ezutan kdovetkez6 harom edényben - amelyekben 5 %-os
ecetsav oldat talalhatdo - a membrant 1-1 percig differencialjuk. A kévetkezd
lépés az, hogy abs. alkoholos oldatban aztatjuk a membrant 1 percig.
Kézben elkészitjiik a transzparalé oldatot és beledntkiik az iiresen hagyott
hetedik edénybe. Ebbe tegyiink egy megfelelé6 méretii - a membran mérténél
valamivel nagyobb - liveglemezt. Légmentesen simitsuk ra a cllulézacetat
foliat. Egy perc mulva lveglemezzel egyiitt vegyiik ki a membrant és
hajszaritéval szaritsuk meg. Eles pengével valasszuk le az iiveglemezrdl a
cellulézacetat foliat és Densitométerbe helyezve értékeljiik Ki.

A felhasznalt membran mérete: 145 mm hosszu és 57 mm széles ./Beckman
»CELLULOSEACETAT-MEMBRAN - MICROZONE PLUS ,,/
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Agarozqél elektroforézis

B Sziikséges anyagok

1. ORWOANALYT TRAGERFOLIE ET - 100

Méret: 24 x 30 cm, Vastagsag: 0,18 mm
Az elektroforézishez hasznalt lapméret: 75 x 100 mm

2. Az agardz-agar gélréteqg dsszetétele:

0,7 % agaréz, 0,3 % agar, 1,2 %-os barbital-puffer
0,2 % Na - azid, 0,1 % Ca-laktat

3. Barbital-puffer. pH:8,6 ionerésség: 0,05

1500 ml deszt. vizben oldunk .
2,76 g 5,5 dietil-barbitursavat
15,40 g 5,5 dietil-barbitursavas-Na-t

B Az agardz alapu gélréteg ontési technolégiaja

1. 500 ml 1,2 %-os Barbitalpufferbe tesziink 3,5 g agarézt, 1,5 g
agart, 0,5 g Na-azidot.

2. Az oldatot forrasig melegitjlik, majd kb. 30 percen at forrasban
tartjuk.

3. A még forrsasban Iévé agaroz oldatot 5 egyenid részre osztjuk
és 100 - 100 ml-es Erlenmayer lombikba szétosztjuk.
IAz oldat lehilés utan megdermed és gélesedik./

4. A lemezre val6 6ntés el6tt a 100 ml agaréz-oldatot ujra forrasig
melegitjiik.

5. A méretre vagott ORWO lemezre / vagy lemosott Beckman
lemezre/ - amelyet el6zbleg szintezd asztalra helyeztiink -
5,5 ml agardzgélt visziink fel pipettaval egyenletesen,
majd 2 - 3 percig hilni hagyjuk.
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/1100 ml agar6zgél oldatbol kb. 18 lemez 6nthetd. A gél-
oldatnak a gélonteés ideje alatt forrasban kell maradnia! /

6. A kiontott és a lehiilés utan megdermedt agarézgél réteget tar-
talmazo lemezt minimum 2 -3 napra nedves kamraba he-
lyezziik. Ennyi idé alatt alakul ki a megfelelé gélszerkezet.

7. Az agarozgélréteget tartalmazé lemezeket kivessziik a nedves
kamrabol s a szérumok felvitele el6tt Whatman-4 jelzésii
sziir6papirral a gélfeliiletet 6vatosan leitatjuk.

B Az agarozgél elektroforézis kivitelezése

1. A megfelelden el6készitett gélrétegre ,, felvivo sablont”
helyeziink.

2. Felvissziik az el6zdleg pufferrel 4:1 aranyban felhigitott szé-
rum 3-5 ul-ét

3. A mintanak a gélbe torténd beszivéodasa utan eltavolitjuk a ,,fel-
vivd sablont”, majd a lemezt az elektroforézis cellaba he-
helyezziik. /A cellat el6zéleg pufferrel fel kell télteni !/

4. Az elektroforézis ideje kb. 18 - 20 perc. A fesziiltség 100 V, az
aramerosség stabilizalt. /Beckman redszeri elektroforézises
rendszer hasznalata estén. A lemezre 10 minta vihetd fel./

5. Az elektroforézis befejezédése utan a lemezt tartokeretbe he-
lyezziik, majd 3 percre fixalas céljabol ecetsav-etanol-viz
elegybe helyezziik. / 600 ml viz, 1200 m! abs. alkohol,

200 ml 99%-os ecetsav /.

6. A fixalas utan 90 C fokon szaritjuk a lemezt.

7. A lemezt festék oldatba helyezziik. /1 csomag Beckman ,,PARA-
GON BLUE ,, festéket 1000 m! 5 %-0s 99 %-os ecetsavban
oldunk/.

8. Festédés utan 2 percre 5 %-os ecetsav oldatba helyezziik a
lemezt.

9. Ezutan Gjra ecetsav-etanol-viz elegy kévetkezik 2 percig.
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10. Végiil ismét 5 %-os ecetsav oldatba keriil a lemez.

11. Szaritas kovetkezik 90 C fokon.

m Kiértékelés:
Beckman Appraise Densitometerrel 600 nm hullamhosszon.
A referencia értékek:
Albumin: 56 - 68 %
Alpha-1- globulin 2,5-4,5%
Alpha-2- globulin 9-14%
Béta-globulin 8-12%
Gamma-globulin 10-18 %

Alkalikus-foszfataz /AP/ izoenzim elektroforézises vizsqalata

Cellulozacetat - folian

A szérummintakat az 6sszaktivitasuknak megfeleléen vissziik fel a memb-
ranra a perforaciotol kb. 2,5 cm-re. A felvitt mennyiség 3 - 10 ul. A memb-
rant el6z6leg ,,athtazzuk ,, a futtaté pufferben.

Futtato puffer:

2,45 g barbitursav
9,81 g Na-barbiturat
5,75 g TRIS
feloldasra keriil 1000 ml deszt. vizben. / pH: 8,8 /

Futtatas: 190V, 3 -5 mA mellett 35 percig /SARTORIUS késziilékben /

Substrat: 1,6 g 2-amino-2-methyl-1-propandiol /SIGMA/

20 mg Magnéziumkiorid
2 %-os agargélt féziink deszt. vizben, melyet 4 ml-ként szétosztunk vérvé-
teli vagy centrifugacsovekbe. Ezeket jégszekrényben taroljuk.



15

ElGhivo substrat: 3 ml substratot + 4 ml 2 %-os agargélt + 3 mg Indoxyl-
phosphatot 6sszekeveriink és gyorsan liveglapra ontjiik a futtatas-
nak megfelelé szélességben.

A cellulézacetat - elektroforézis utan a membrant ,,arccal” a gélre fektetjiik
buborékmentesen és 1 6ra hosszat inkubaljuk 45 C fokon sététben. Majd
a membrant megszaritjuk.

Az AP - izoenzim elektroforézise soran a membranra minden szérum mellé
annak hékezelt parjatis felvissziik.

Az 56 C fokon_ torténd hdokezelés:
A szérumbdl lezarhato Eppendorf cs6be mériink 100 ul szérumot és
56 C fokon 1o percig inkubaljuk.

A cellulézacetat membranra minden szérumminta mellé felvissziik a héke-
zelt ,parjat” is, mert a hokezelés kdvetkeztében a csont eredetii AP-izoen-
zim eltlinik és csak a majered{i AP izoenzim marad meg.

Alkalikus-foszataz /AP/ izoenzim elektroforézise

Agarézgélen

Puffer: 100 ml deszt. vizben oldunk 53,3 g TRIS-t + 3 g bérsavat /pH: 9,2/

Futtatds: a szérumfehérjék elektroforéziséhez hasznalt lemezt 1 6ra hosz-
szat aztatjuk pH = 9,6 -os Beckman féle equlilibralé oldatban. a
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Substrat: a celleulézacetat membranon térténé AP izoenzimelektro-
forézishez hasznalt substrat 2,5 ml-éhez adjunk 3,0 mg Indoxyl-
phosphatot. Oldédas utan a gélre 6ntjiik 6vatosan olyan médon,
hogy a lemezt beboritsa. S6tétben 45 C fokon inkubaljuk 1 6ra hosz-
szat, majd fixaljuk és differencialjuk 5 %-os ecetsavoldatban. A le-

mezt 90 C fokon szaritjuk. /1,2/.

Ertékelés: Beckman Appraise Densitometerrel

Laktatdehidrogenaz/L DH/-izoenzim elektroforézise

Agardzgél elektroforézis

Futtatd gél: 1 %-os agaroz a szérumfehérjék elektroforézise pufferében
Egy lemezre kb. 6,0 ml puffert 6ntiink. A szérumminta felvitelének
helye a a lemez ,,A” jelii helye. A felvitt szérumminta mennyisége: 5 ul.

Puffer: 750 ml deszt. vizben oldunk
2,76 g Barbitursavat
+ 15,4 g Na-barbituratot
| Az e moédszernél alkalmazott puffer koncentracidja duplaja a szé-

rumfehérjék elektroforézisénél alkalmazott puffernél. /15/

Futtatasi ido: 20 perc
Inkubalasi id6: 3o perc 45 C fokon a megfelel6 substrattal
Substrat: 2,5 ml deszt. vizben az alabbiakat kell oldani:
8,0 mg NAD
5,0 mg p-nitro-tetrazélium-kék
0,12 mg N-Methylphenazonium methosulphate

Amilaz-izoenzim agarézqél elektroforézise

Futatas: a szérumfehérjék elektroforéziséhez hasznalt gélben és pufferben
Futtatasi id6: 35 perc /fesziiltség: 100 V /

Substrat: 3 db Phadebas tablettat 5,0 ml deszt. vizben oldunk
Inkubalasi id6: 1 6ra 45 C fokon

A lemez deszt. vizzel torténo lemosasa utan szaritas 9o C fokon
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VIZELET ELEKTROFOREZISE AGAROZALAPU GELEN

A ,normalis” vizelet nagyon kis fehérjetartalma miatt ajanlatos annak
»bekoncentralasa” 50 x vagy még nagyobb mértékben!
Az elektroforézist ugyanazon a gélrétegen végezziik, mint amit a

szérumfehérjék elektroforézisénél hasznaltunk /3,8,9/

CEREBROSPINAL FLUID /CSF/ ELEKTROFOREZISE AGAROZALAPU GELEN

Az agyi-gerincvel6i folyadék /CSF/ agarozgélen torténé elektroforézise el6tt
a mintakat altalaban 80 x bekoncetralas utan vissziik fel a lemezre.
A szérumfehérjék elektroforéziséhez hasznalt lemezeket alkalmazzuk a

mintafelvitelhez. /6/

Il. A SZERUMLIPOPROTEINEK VIZSGALATA

A szérumlipoproteinek elektroforézissel torténé elvalasztasa

Agardézalapu gél-elektroforézis

W Sziikséges anyagok

Futtatashoz hasznalt puffer: Veronal puffer /pH=8,6 ioner6sség=0,05/

Fixalo oldat: 450 ml deszt. viz
+ 450 ml abs. alkohol
+ 100 ml ecetsav /99%-os/
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Festék oldat: 165 ml abs. alkohol
+ 3 ml Paragon Lipo festék / Sudan Red 7B./
+ 135 ml deszt. viz / dsszekeverjiik kb. 5 percet/
A hasznalat el6tt 30 perccel készitjiik.

Szintelenito oldat: 600 ml abs. alkohol
+ 400 ml deszt. viz

B Munkafolyamat

1. Az agaréz alapi gélréteget sziirépapirral leitatjuk és rahelyezziik
a felviv sablont.

2. A szérum-mintabél 3 -5 ul-t felvisziink az agarézrétegre. Bedif-
fundalédas utan behelyezziik az elektroforézises cellaba.

3. Az elektroforézis 100 V mellett 25 percig tart.

4. A cellabdl kivéve a lemezt miianyagkeretbe helyezziik és fixaljuk

5 percet.

5. Ezutan szaritjuk 90 C fokon.

6. Festjilkk 10 percet.

7. Szintelenitjiik és differencialjuk 10 - 10 percet.

8. Szaritjuk 90 C fokon

B Kiértékelés
Densitometerrel 520 nm hullamhosszon
Referenciatartomany:
Chylomicronok 0 - 2%
Béta-lipoprotein 39 - 65 %
Pre-béta-lipoprotein 3 -30 %
Alpha-lipoprotein 17-46 %

LIPOPROTEIN + LP/a/ elektroforézis agarose gélen

Sziikséges anyagok:
1. Puffer: 7,20 g/L TRIS + 1,84 g/L Barbitursav + 10,83 g/l Na-
barbiturat + 0,10 g Na-azid
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2. Festék oldat: 6 %-os Sudan black /W/V/
3. Elektroforézis ideje: 90 perc, Fesziiltség 50 V, Aram-

eré6sség 30 mA

4. Szintelenité oldat: 45 %-os ethanol

B Munkafolyamat:
1. Aszérumminta 3 -5 ul-ét felvissziik ,felvivé” sablon
segitségével. A bediffundalas utan betessziik a lemezt a cellaba.
2. Az elektroforézis befejez6dés utan 80 C fokon szaritjuk.
3. Festjiik, fixaljuk: 160 ml ethanol + 2 ml Sudan black + 140 ml
deszt. viz elegyében.
4. Szintelenitjiik: legalabb 5 perc idGtartamig
B Kiértékelés
Densitometerrel 580 nm hullamhosszon
Referenciaértékek:
Beta-Lipoprotein 47-71 %
Pre-Beta-Lipoprotein  0-27 %
Alpha-Lipoprotein 22-46 %
Lp/a/ kimutatasi hatara: 0,15 - 0,20 g/l kozott

Laboratoriumunkban tortéenik a fenti modszereken kiviil enzimes
modszerrel térténd osszkoleszterin meghatarozas. / Kolorimetrias, végpont
meghatarozassal: Cholesterol esterase, Cholesterol oxidase, Peroxidase

enzimek segitségével, 500 nm hullamhosszon térténé leolvasassal./



20

LDL-CHOLESTERIN + HDL-CHOLESTERIN MEGHATAROZAS

Sziikséges anyagok:
1. NaCl: 0,876 g NaCl-ot oldunk 100 ml deszt. vizben /0,15 mélos/
2. Na-laurilszulfat oldat: 10 g Na-laurilszulfatot 100 ml 0,15 molos
NaCl oldatban oldunk, pH =9 -es értékre allitjuk be

Kivitel:

200 ul szérumhoz 15 ul Na-laurilszulfatot adunk, s keverémotorral jol
osszekeverjiik. 2 orara 35 C fokos vizfiirdobe tessziik. Ezutan 10 percet
centrifugaljuk 10000 g -vel. A VLDL kicsapoddik hartya alakjaban feliil. Ez aldl
szivunk ki 20 ul-t és hozzaadunk 2,0 ml CHOLESTEROL /Liquid/
["DIAPACK/ reagens oldatot. Allasidé : 20 perc. Fotometralas : 500 nm-en
vakkal szemben /11,14/

Szamolas: Extinkcié x 16 = mmol/l koleszterin
Total-Koleszterin - /HDL + LDL/ =VLDL
/LDL + HDL/ - HDL = LDL

HDL /2-3/ KOLESZTERIN MEGHATAROZAS

Sziikséges anyagok:

1. Dinatrium-hidrogén-fosztat: ebbdl 0,1 mélos oldatot készitiink
2. PEG 2000
Oldatok készitése:
A.l 9,5 %-os PEG 20000 oldat:
0,1 mélos dinatrium-hidrogén-foszfat oldatban oldjuk,
beallitjuk pH =6,5 -re
B./ 15 %-0s PEG 20000 oldat u.a. mint az el6z6,de pH=7,5
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Kivitel:

500 ul szérumhoz 1000 ul ,,A” oldatot adunk, 500 ul szérumhoz 1000 ul
,B” oldatot adunk. Az oldatokat jol osszekeverjilkk, 10 percig
szobahémeérsékleten allni hagyjuk, majd centrifugaljuk 15 percet 6000 g-vel.

A felllisz6bol kivesziink 200 ul-t és hozzaadunk 2000 ul CHOLESTEROL
ILiquid /’Diapack” reagenst. 15 perc elteltével 500 nm-es hullamhosszon
fotometraljuk.

Szamitas: Extinkciéo x 5,3 = mmol/l koleszterin

Az ,A” oldat kicsapja az LDL + VLDL-t, igy a feliiluszoban a Total-HDL-
Koleszterin. A ,,B” oldat kicsapja az LDL + VLDL + HDL-2-t, igy a feliilliszéban
csak a HDL-3 - Koleszterin marad. Total-HDL - HDL-3 = HDL-2-Koleszterin

Foszfolipidek enzimatikus meghatarozdsa

Elv: A foszfolipideket /Lecitin, Lizolecitin, Sfingomielin/ foszfolipaz - D
enzimmel hidrolizaljuk. A szabadda valé Kolint TRINDER reakcioval
hatarozzuk meg.
Reagensek:
1. Puffer: TRIS pH=7,8 20 mmoll/l, feliileti aktivator 3 mmol/l,
fenol 10 mmol/l
2. Enzimek: Cholinoxydase 2000 U/l, Phospholipase D 600 U/l
Peroxdase 1000 U/l, Amino-4-Antipyrin 0,5 mmol/l
Mérés: 505 nm-en, inkubalas : 37 C fokon 10 percig
Szamolas: Extinkcid /minta/ : Extikcio /Standard/ x n, mmolll: n=4
Reagens Standard = 4 mmol/l Phospholipid /= 3,1 g/l/

A hasznalt teszt: Phospholipides enzymatiques PAP 150 /bioMérieux/
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APOLIPOPROTEIN A-l MEGHATAROZASA TURBIDIMETRIAS MODSZERREL

Reagensek: /ORION Diagnostica/

1. Apo A-l puffer: 3o ml
2. Apo A-l vak puffer: 3o ml
3.1 fiola Apo A-l antiserum reagens 500 ul
4. 1 fiola lyophilizalt calibrator 1,0 ml
5. 1 magneses kartya
Munka oldatok:

1. Antiszérum-puffer oldat: 500 ul antiszérum + Apo A-l puffer

2. Vak-puffer: hasznalati utasitas alapjan
3. Calibrator: higitjuk 0,9 %-os NaCl-dal 1: 51 aranyban
Munkamenet:

A kiivettakba az alabbi sorrendben mérjiik be az anyagokat
a./ 3oul minta-vak + 30 ul minta-test /minta/
b./ 3o ul calibrator-vak + 3o ul calibrator-test /calibrator/
c./ 500 ul calibrator-vak + 500 ul minta-vak /vak-puffer/
d./ 500 ul calibrator-test + 500 ul minta-test / antiszérum + puffer/

A kiivettak tartalmat jol 6sszekeverjiik, szobahémérsékleten all 30 percet.

A mérést: TURBOX /ORION DIAGNOSTICA/ késziiléken végezziik.
A mérési tartomany : 0,3 -0,35 g/l

Az APOLIPOPROTEIN B MERESE

Az Apolipoprotein A-l méréséhez hasonldan torténik.
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. GYOGYSZERSZINTMERES

A gydgyszerhatastan a kémiai anyagok / a gyogyszerek / és az emberi szerve-
zet kolcsonhatasaval foglalkozik. E kélcsénhatasok két nagy csoportja:
farmakodinamias, a gydgyszer hatasa a szervezetre és a farmakokinetikai,

a szervezet id6beni hatasa a gyogyszerre / azaz felszivédas -abszorpcié -,
megoszlas -disztriblcio-, metabolizmus és kivalasztas - exkrécio-./

Bizonyos gyogyszerek /pl. altalanos érzésteleniték, ozmoétikus diuretikumok/
fiziko-kémiai tulajdonsaguk révén hatnak, és ezt nem-specifikus
gyogyszerhatasnak nevezziik. Masok bizonyos transzportrendszerek vagy
enzimek hibas szubsztratjaikent, ill. gatloszereikéent fejtik ki hatasukat. A
legtobb gyogyszer azonban specifikus -rendszerint a  sejtmembranban
elhelyezkedé - fehérjemolekulakon keresztiil hat. Ezeket a fehérjéket
receptoroknak nevezziik, és fiziolégias korilmények kozott a szervezet
endogén anyagaira reagalnak. Az endogén kémiai anyagok szinaptikus
transzmitterek, vagy hormonok lehetnek. llyen transzmitter pl. a motoros
idegvégzodésekbdl felszabadulé acetil-kolin , amely a vazizomban lévé
receptorokat aktivalva izomésszehuzédast eredményez. Azokat a vegyiileteket
Ipl. acetil-kolin/, vagy gyogyszereket, amelyek a receptort aktivalva hozzak létre
a valaszt, agonistaknak nevezziik. Azokat a gyogyszermolekulakat, amelyek
kapcsolédnak ugyan a receptorhoz, de nem aktivaljak azt, antagonistaknak
hivjuk. Az antagonistak csdkkentik a transzmitterek /vagy mas agonistak/

receptorkotodési esélyeit, és ezzel csdkkentik vagy meggatoljak azok hatasat.
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A gyogyszerfelszivodast befolyasolo tényezék: formulalas, stabilitas savval
és enzimmel szemben, bélmotilitas, taplalékmennyiség a gyomorban, a first-
pass metabolizmus mértéke, lipid oldékonysag /jelentés mértékben fiigg a
gyogyszer pH-jatol és a kdrnyezet pH-jatél. A nem ionos gyogyszerek sokkal
lipidoldékonyabbak, mint a protonaltak /4,5/

A gyogyszer megoszlasa a szervezetben a keringésbe jutassal kezdddik.

A t 1/2 /felezési id6/ az az id6, amely alatt a gyogyszer koncentracidja a
vérben a kiindulasi érték felére csokken.

A megoszlasi térfogat az a latszélagos térfogat, amelyben a gyogyszer
megoszlik. A megoszlasi térfogatértéket felhasznalhatjuk a gyogyszer
clearance-ének kiszamitasara. Ez az a vér- vagy plazmatérfogat, amelybdl
idéegység alatt a gyogyszer eltiinik. A clearance-értéket felhasznalhatjuk az
adagolasi rend kialakitasara. Idealis gyodgyszereléshez, az ismert terapias
tartomanyon beliil, egyensiilyi /steady-state/ plazmakoncentracié sziikséges.
Az egyensuly akkor érheté el, ha gyégyszer szisztémas keringésbe jutasanak
sebessége /adagolasi sebesség/ megegyezik az eliminacié sebességével.

A gydégyszer t1/2 értékét eredményesen hasznalhatjuk ahhoz, hogy olyan
adagolasi intervellumot valasszunk, amely esetén nem jon létre tilsagosan

magas csucskoncentracio /toxikus szint/, és talsagosan alacsony minimalis

koncentracio /hatastalan szint/./10/

A Gyogyszerszintmérési Laboratorium létrehozasaval azt az elsédleges célt
tliztiik ki magunk elé, hogy lehetéséget teremtsiink a szérumban kialakult
gyogyszerszintek mérésére.

A mérésekre High Performance Liquid Chromatographic /HPLC/ /ilsco, USA/

késziilékkel kerdiilt sor.



25

VOLTAREN /DICLOFENAC/ MEGHATAROZASA

Sziikséges anyagok:

1. Foszfat puffer: 0,2mol/l , pH=7

2. Foszforsav: 0,83 molll,

3. Hexan - izopropilalkohol: 90 :10
4. Elualé oldat: Methanol : foszfat puffer = 60 :40
5. Standard: Voltaren /Geigy/ 75 mg /3 ml i.m. inj.-bol

Mintael6készités:

1 ml szérumot + 2 ml 0,83 mol/l foszforsavat + 4 ml hexan-
izopropilalkoholt elegyitiink, 3 percet razzuk, centrifugaljuk. A szerves fazist

atszivjuk és szarazra paroljuk. A maradékot 300 ul elualéoldatba felvessziik.

Vortex-szel keverjiik. 100 ul -t injektalunk az oszlopra . /12/

Mérés: HPLC-vel /lsco/
Oszlop: Nucleosil C-18, 10u, 25cm x 4,6 mm
Erzékenyséq: 0,002
Nyomas: 6,8 PSI
Atfolyasi sebesséq: 1,3 ml/perc
Hurok: 100 ul

Hullamhossz: 282 nm

Belsé standard: 2-/p-cyclohexen-1-yl-phenyl/ propionic acid

Retencids idé: 8 perc 10 mp
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METHOTREXAT MEGHATAROZAS

Sziikséges reagensek:

1. 10 %-0s Trikiér-ecetsav

2. 0,1 mélos TRIS

3. Methanol

4. Eluens: Methanol: 01 M TRIS = 300 : 700

5. Standard: Toérzsoldat: 2,5 mg/ml, hasznalati: 5uM /1000 x /

Eldkészités: 1 ml standard vagy szérum + 0,3 10 %-os TCA. Vortex-szel
keverjiik, majd centrifugaljuk. Feliilisz6bol 100 ul-t visziink fel az oszlopra,

IBelsé standard: 2-hydroxyfolic acid / 7/

Mérés:
Oszlop: Nucleosil C18, 5 u, 25cm x 4,6 mm
Erzékenyséq: 0,01

Nyomas: 17,6 MPa
Atfolyasi sebesséq: 1,0 mliperc
Hurok: 100 ul

Hullamhossz: 280 nm

Retenciés id6: 8 perc

ANTIEPILEPTIKUMOK  /PHENOBARBITAL, DIPHEDAN, CARBAMAZEPIN,
ETHOSUXIMID / MEGHATAROZASA

Sziikséges anyaqgok:

1. Foszfat puffer: pH= 6,0
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2, cc. HCI:

3. lzopropil-alkohol

4. Ethanol

5. PBS: 0,2 mdlos

6. Methanol

7. Tetrahidrofuran:

8. Standard: 25 ml methanolban oldunk: 25 mg diphedant és 25 mg

Ethosuximidet és 25 mg phenobarbitalt

Munkastandard: a torzsoldatbdél 2 mi-t 50 %-0s methanollal 100 ml -re

higitunk

9. Extrakcios elegy: 200 ml-es lombikba mériink 14 ml ethanolt + 14 ml

izopropilalkoholt, majd kloroformmal feltoltjiik. Ebbe tesziink
2 mg hexobarbitalt belsé standardként
Elékészités: 200 ml szérum vagy standard
+ 200 ml foszfat puffer / pH = 6/
+ 1,6 ml extrakcios elegy
Vortex-szel 30 mp-ig razzuk, majd centrifugaljuk. Az alsé fazisb6l 1 mi-t
szarazra parolunk. Az oszlopra vitel el6tt 100 ul elticiés elegyben oldjuk
Méres:
Oszlop: Nucleosil C18,10u, 25cm x 4,6 mm
Erzékenység: 0,002
Atfolyasi sebesséq: 1,0 mi/perc

Nyomas: 4,5 PSI

Hurok: 10 ul

Hullamhossz: 254 nm

Eluens: Methanol :viz : THF = 75 : 15 : 10

Retencios ido:

phenobarbital: 4 perc 35 mp, diphedan: 6 perc 20 mp

carbamazepin: 21 perc 10 mp, ethosuximid: 4 perc 55 mp
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THEOPHILLIN, COFFEIN MEGHATAROZASA

Sziikséges anyagok

1.

. Foszforsav

A A~ WN

6.

Acetonitril

. lzo-propil-alkohol

. Kloroform

. Extrakcios elegy: 95 % kloroform és 5 %-os izo-propil-alkohol

Standard: torzs: 50 mg/100 ml methanol, hasznalati: 15 ug/m

Elékészités: 200 ul std. Vagy szérum + 1,7 ml extrakciés oldat, Vortex, centri-

fugalas, az also fazisbol 1 ml-t beparolunk, majd kézvetlen injektalas elétt

100 ul

Méreés:

eluensben oldjuk /13/

Oszlop: Nucleosil C18 ,10u, 25cm x 4,6 mm
Erzékenység: 0,01

Nyomas: 7,7 MPa

Hurok: 10 ul

Atfolyasi sebesséq: 2,0 ml/perc

Eluens: bi.deszt.viz :ACN: Foszforsav = 860 : 140 : 2

Retencids idS: Theophillin: 3 perc, Coffein: 4 perc 35 mp

Hullamhossz: 280 nm

GENTAMYCIN MEGHATAROZASA

Sziikséges anyagok:

1. Acetonitril
2. Ecetsav
3. TRIS puffer
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4. 1-fluor-2,4-dinitro-benzol /FDNB/
5. Reagens: 2 %-os TRIS /vizes oldata/ + ACN, + 17 %-os ACN és FDNB
/20 mi-t készitlink: 3,4 g FDNB + 16,6 ml ACN/

El6készités: 0,5 ml std. vagy szérum vagy vizelet + 0,5 ml 2 %-os TRIS + 2 ml
ACN, vortex, centrifuga / 5 percl/. A fel(iliszébol 1 ml-t zart iivegbe mériink +
0,1 ml 17 %-os ACN és FDNB. 1 érat 70 fokos vizfiirdébe tessziik

Mérés:
Oszlop: Nucleosil C18, 5u, 25cm x 4,6 mm
Erzékenység: 0,01
Nyomas: 7,5 PSI
Atfolyasi sebesséqg: 1,6 ml/ perc

Hurok: 10 ul

Hullamhossz: 360 nm

Eluens: acetonitril : bi.deszt. viz : ecetsav = 800 : 200 : 5

Retencids id6: 5 - 6 perc kdzott / az anyag kettds csuicsot ad !/

PYRIDINOLINE /PYD/ , DEOXYPYRIDINOLINE /DPD/ MEGHATAROZAS

Sziikséges anyaqgok:

1. Acetonitril

2.12N HCI

3. CROSSLINKS Standard: Pyridinolin, Deoxypyridinolin
4. CROSSLINKS KONTROLLE

ElSkészités: a reggeli els6 vizeletet kiontjiikk. A meghatarozashoz a 7 ératél

10 oraig terjedd idoszak alatti vizeletet gyiijtjiik ossze.
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Mindenegyes - a vizsgalatba bevont - vizeletmintabol , CROSSLINKS
STANDARDBOL és a CROSSLINKS KONTROLLBOL 150 ul-t kimériink és
elegyititk 12 N HCl-lel, majd s6tétben 16 6ra id6tartamig 100 C fokon
hydrolizaljuk.

Minden mintat eléoszlopon tisztitjuk. / 2,5 ml Reagens ,1” /Bio-rad/
eleggyel mossuk, majd a még egyszer megismételjilk a miiveletet. Ezutan az
oszlopot 0,75 ml Regens ,,2” /Bio-rad/ eleggyel mossuk. A kapott eluatumot
vortex-szel keverjilkk 24 o6rat sététben alini  hagyjuk 4 C fokon. A HPLC
oszlopra 100 ul mintat injektalunk.

Oszlop: Nucleosil C18,5u, 25cm x 4,6 mm
Nyomas: 16,2 MPa

Atfolyasi sebesséq: 1,0 mi/perc
Erzékenység: nagy

Detector: Fluorescence /Shimadzu, RF-535/

Hullamhossz: Ex: 295 nm , Em: 400 nm

Retencids idé: Pyridinolin: 9 - 11 perc , Deoxypyridinolin : 13-16 perc
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EREDMENYEK

. SZERUMFEHERJEK ELEKTROFOREZISE

1. Az agarozgél elektroforézishez hasznalt _agarézalapu lemezek ontési

e ras

kiilbnb6z6 Osszetételi réteg kiprobalasa utan - _beallitottam.

2. Az agarézgél elektroforézis modszerének beallitasa utan 6sszeallitottam
egy TABLAZATOT, amelyben a kiilonb6z6 fehérjeanyagcsere zavarral jaré
betegséghez hozzarendeltem az elektroforézis képe alapjan az altalam kapott

osszfehérje /T.P./, albumin /ALB./, alpha-1-globulin_/Alph.-1-glob./, alpha-2-

globulin _ /Alph.-2-glob./, béta-globulin / Béta-glob./, gamma-globulin_/

Gamma-glob ./ értékeket. A hasznalt jelélések: N =normal, T = emelkedett,

= csOkkent. / A TABLAZAT a kévetkezd oldalon talalhaté /6/.

3. Megoldottam az Alkalikus-foszfataz-izoenzimek agarézgélrétegen torténd

elektroforetikus elvalasztasat. Ez magaban foglalja az agarozgélréteg

Osszetételének kidolgozasat és az elektroforézises eljaras koriilményeinek
beallitasat. Az anéd -tél a katéd iranyaban az alabbi sorrendben jelennek meg
az AP-izoenzimek: ,fastliver,, maj-, csont-, intestinalis izoenzimek.

IAz AP-izoenzim elektroforetikus elvalasztasanak , képe” a MELLEKLETBEN
talalhaté meg./
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A _szérumfehérjék osztalyozasa elektroforézises /agaréz/ modszer alapjan

Az anyagcserezavar_neve T.P. Alb. Aplha-1- Alpha-2- Béta- Gamma-glob.
HYPOPROTEINEMIA

A. Hianyos taplalkozas Y ¢ N1 N-T 2 TN

B. Fehérjevesztés Inon select/ | | 0 N-1T 2 N-T

Exudativ Dermatopath.

Burn VS S N-l 2 {-N
Exudativ Pulmonary D. y 1 N-T N N-T
Essential Hypoproteineam. | | N-T N-T N-T N-T

!\ 1 N N-T 4N
\2

0 N t N

Gastroenteropathia 2

Blood loss, plasmaphoresis |

SELECTIV PROTEIN LOSS
Nephrotic Syndrome ! | N-T N-T N-T I-N
DIFFUSE, ACUT HEPATO-

DEGENERATIV PATTERN

| Severe Hepatic/ {-N I-N |-N 2 I-N N-T
CIRRHOTIC PATTERN  I.N-T | N " \ 0
ACUT INFLAMMATORY,
PHYSIOLOGICALSTRESS N | 1 0 N
CHRONIC INFLAMMATORY N I 1 T N T
ANEMIA

iron Deficiency N N N N T

In vivo Hemolysis N N

POLYCLONAL GAMMOP. N-t | N N N T
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Az _anyagcserezavar neve T.P. Alb. Alpha-1- Alpha-2- Béta- Gamma-Glob.
MONOCLONAL GAMMOP.
Norm. Imm.Glob. Conc. N-T N N N N-T N-T
Decreased Imm.Glob.Conc. T I-N N N N-T T

Hypogammaglob. with mono-

clonal Urine Protein /Light

Chain Disease/ N N N N N
HYPERLIPIDEMIC PATT. N N N-T 0 N N
PREGNANCY PATTERN | | N N 0 N-1
DEFECT DYSPROTEINEM.

Analbuminemia NN N N-T N N

Alloalbuminemia N N-T N N N N

Hypo Alpha-1-Antitrypsin,

Alpha-1-Globulinemia N N 2 N N N

Atransferrinemia N N N N 2 N

Analpha-2-béta-Lipoprotein. N N N ) N N

Afibrinogenemia /Plasma/ N N N N N No Fibrinog

or decreas.

PRESENCE OF FIBRINOG. N N N N N T
HYPOGAMMAGLOBULIN. N N N N N {
HEMOCONCENTRATION T 1 ) T T T
ACOMPLEMENTEMIA N N N N {-N N
AHAPTOGLOBULINEMIA N N N N-{ N N

Jelolések: normal szint

N
T = emelkedett szint
J

= csdkkent szint
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4. Megoldottam a_Laktatdehidrogenaz-izoenzim agarézgélen torténé

elektroforézissel torténdé elvalasztasat. Intézetemben fejlesztettem ki

s saz

meinek minéségi és mennyiségi Osszetételét kidolgoztam. Az emberi
szervezet szovetei o6t /LDL-1, LDL-2, LDL-3, LDL-4, LDL-5/ elektroforé-

zises csikot adnak.

LDH-1 és LDH-2 frakciéoban /,gyors,, frakcié , katoéd oldalan/

jelennek meg:
a SZiVIiZOM, a VESE, az AGYVELO, az ERYTHROCYTAK altal

»termelt” izoenzim,

LDH-3 frakcioban jelenik meg:
a PAJZSMIRIGY-b6I-, a MELLEKVESEBOL-, a NYIROKCSOMO-b6l-
a HASNYALMIRIGY-bél, a TIMUSZ-bél-, a LEP-b6l és a LEUKOCY-

TAK-bél kiszabadulé izoenzim.
LDH-4 és az LDH-5 frakcidban jelenik meg / ,lassu” frakcid, anddnal/
a MAJ-bdl és a VAZIZOM-b6!l eredd izoenzim .

Az LDH-izoenzim elektroforetikus képéta MELLEKLET-ben mutatom be.

5. Megoldottam az amilaz-izoenzim _ cellulézacetat- és agar6z hordozéanya-

gon torténd elektroforézises elvalasztasat. A gyakorlatban még gyakrabban
hasznalatos a cellulézacetaton torténé elvalasztas, bar az agarézgélen
térténd elvalas jobb és denzitométerrel is értékethetd.

Az anédtol a katod iranyaba haladva az alabbi a megjelenési sorrend:

»fast” liver, liver, os, intestinalis, /”’gyors” maj, maj, csont, béleredet(/

Az amilaz-izoenzim elektroforézises képéta MELLEKLET tartalmazza.
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Il. SZERUMLIPOPROTEINEK VIZSGALATA

1. Beallitottam a szérumlipoproteinek agardzgélen torténd elektroforézises

elvalasztasat. Sajat 6ntésii, magam altal kikisérletezett 6sszetételi agaréz-

gélréteget hasznalunk.
A negativ pélustol a pozitiv polus iranyaban az alabbi sorrendben jelennek
meg a lipoproteinek: Chylomicronok / ezek a felcseppentés helyén marad-
nak, Béta-Lipoprotein /LDL/, Pre-Béta-Lipoprotein /VLDL/, Alpha-Lipopro-
tein /HDL/.
A Lipoproteinek agarézgélen torténé elektroforézises képét a MELLEKLET
tartalmazza.

2. Megoldottam az atherogén jellegii Lpl/a/ agarozgélen torténd elvalasz-
elvalasztasat. Az Lp/al két modon fejtheti ki karos hatasat: még az LDL-

nél is intenzivebben kotédik az érfali glycosaminoglycanokhoz és a plazmi-
nogénnel valé immunkémiai hasonlésag miatt mérsékli a fibrinolitikus
rendszer aktivitasat. Az Lp/a/ szint diétas vagy gyogyszeres kezeléssel
nem nagyon befolyasolhaté.
Az elektroforetikus elvalasztas soran a Pre-Béta-Lipoprotein /VLDL/ és az
Alpha-Lipoprotein /HDL/ csikja kozott jelenik meg. Az elektroforetikus kép
a MELLEKLETBEN talalhato.

3. Osszeallitottam egy TABLAZATOT, amely tartalmazza a Fredrickson-féle

Ifenotipus alapl/ zsiranyagcsere zavarokhoz tartozo elektroforetogram ké-
pét, a normal értéktdl vald eltérést és ajanlatot tartalmaz a gyogyszerva-
lasztast illetsen. A TABLAZAT a MELLEKLET-ben talalhato.
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4. Ajanlast fogalmaztam meq arra vonatkozéan, hogy kiknél sziikséges a

szérum koleszterin, triglicerid, és HDL-,LDL-koleszterinszint meghatéaro-

zasa. Ezek az iranyelvek az alabbiak:

a./ Fiatalkori /50 év alatti/ érbetegekben, kiilonos tekintettel a corona-
riakra,

b./ Azokban az esetekben, ahol csaladi anamnesisben infarctus myocar-
dii vagy hyperlipoproteinnaemia szerepel,

c./ Olyan egyéneknél, akiknek xanthomajuk vagy xanthelesmajuk van,

d./ Azoknal, akiknek széruma lJipaemias vagy ismétiodé acut pancre-
atitisiik van.

5. Ajanlast allitottam 6ssze a primer_hyperkoleszterinaemiak diétas kezelésé-

nek indikacidirdl, melynek lényege:

a./ Ha még nincs szivbetegség és mas rizikéfaktor jelen, akkor
6,2 mmol/l koleszterin érték felett-,

b./ Ha legalabb ketté rizikofator jelen van, akkor mar
5,2 mmol/l koleszterinszint felett-,

c./ Ha mar kimutatott szivbetegség all fenn, akkor mar
4,0 - 4,5 mmol/l feletti koleszterin-szinteknél

indokolt a diétas kezelés megkezdése!

6. A hyperlipidaemiak gyoégyszeres kezelését illetéen az alabbiakat ajanlom:

Amennyiben a 3 -6 honapos diétas kezelés nem hozza meq a kivant

eredményt, akkor a _diéta mellett gyogyszeres kezelés indokolt !

a./ ISZB, atherosclerosis obliterans, fiatalkori cerebrosclerosis esetén
5,2 mmol/l koleszterin érték felett is gyoégyszeres kezelés indokolt.
| Az LDL-koleszterin -szintet 2,6 mmol/l koriili értékre-, a kolesz-
terin-szintet 4,0 - 4,5 mmol/l ala kell csdékkenteni ahhoz, hogy

regresszio is bekévetkezzen !/
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b./ Atheroscleroticus megbetegedés hianyaban a primer prevencio

keretében nem adunk gyoégyszert.

c.! Ha legalabb két rizikofaktor vagy familiaris hyperkolesterinaemia
bizonyitott, akkor mar 6,5 mmol/l koleszterin-szint felett is indokolt
a gyogyszer adasa.
d./ Tiinetmentes, mas rizik6faktorral nem terhelt hyperkolesterinaemia
esetén masképpen jarunk el férfiak és nok esetén:
Férfiaknal:
7,8 mmol/l feletti koleszterinértéknél /asymptomikus hyper-
koleszterinaemia esetén/ _indokolt a gyogyszeres kezelés,
N6knél:

csak akkor, ha tial vannak mar a valtozas koran, amikor mar

nem védi 6ket az oestrogen hatasra emelkedettebb HDL-
koleszterin /6sszkoleszterin : HDL-koleszterin nagyobb,
mint5/

Hyperkolesterinaemia esetén - normalis TG esetén - a valasztandd
gyogyszerek elsésorban a HMG-CoA reduktazgatiok, melyekbdl a szokasos
dozis:

ZOCOR 10 mg, MEVACOR 20 mg, LESCOL 20-40 mg
/Sziikség esetén a dozis tovabb emelhetd, vagy Questronnal ill. Coles-
tiddel kombinalhato!/

A hypertrigliceridaemia _kezelési_elveit az_alabbiak szerint _ajanlom:

2,3 mmol/l TG érték alatt nem sziikséges kezelés !

2,3 - 4,5 mmol/l TG érték kézott /atherogen dyslipidaemia, mar kialakult
ISZB esetén a diéta mellett gydgyszeres kezelés is ajanlott!

4,5-11,3 mmol/l TG kozott a gydqgyszeres kezlés elengedhetetien !

Ifamiliaris kombinalt hyperlipidaemia , diabetes jelenlétében/
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A Fredrickson V. tipusban:
11,3 mmol/l feletti TG értéknél /lipaemias savo, chylomicronaemia/
a mikrocirkulaciés zavarhoz vezetdé acut pancreatitis veszélye

miatt gyéqgyszeres kezelés indokolt !

. A valasztandé gyoégyszer valamilyen _fenofibrat: Lipanthyl, Lipidil,
bezafibrat: Bezalip retard, gemfibrozil: Gevilon, Innogem,
acipimox: Olbetam.

A  Hyperlipoproteniaemiak  /HPL/ kezelése altalaban monoterapiaval
megoldhaté. Kombinalt HPL-ben két gyogyszercsoport kombinacidja is

szoba johet., de ilyenkor a mellékhatasokra fokozottan iigyelni kell!
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. GYOGYSZERSZINTMERES

1. Kialakitottam és miik6déképessé tettem a GYOGYSZERSZINTMERESI
LABORATORIUMOT.

2. Gyoqgyszermonitorozasi csoportokat /paneleket/ alakitottam ki az

alabbiak szerint:
ANTIARRHYTHMIKUMOK

Chinidin, Lidocain, Procainamid, Propanolol
ANTIBIOTIKUMOK

Tobramycin, Gentamycin, Amycacin, Chloramphenicol, Vancomycin

ANTIEPILEPTIKUMOK

Carbamazepin, Ethosuximid, Phenobarbital, Phenytoin, Primidon,

Valproinsav

KARDIAKUMOK

Digitoxin, Digoxin

BRONCHOSPASMOLYTIKUMOK
Theofillin, Coffein

PSYCHOPHARMAKONOK

Lithium, Despiramin, Imipramin, Ludiomil

ZYTOSTATIKUMOK
Methotrexat
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ANTIREUMATIKUMOK

STEROIDOK
Prednisone, Prednisolone, Methylprednisolone,
Methylprednisolone-hemisuccinate,
20-alpha - hydroyprednisone
20-beta- hydroxyprednisone

NEM STEROID GYULLADASGATLOK /GYULLADASCSOKKENTOK/

Acetylsalycilsav, Phenylbutazon, Indometacin,

Prolaxin, Donalgin, Voltaren, Ibuprofen, Hotemin,

Biarison

BAZISTERAPIAS SZEREK

Sulphasalazin, Methotrexat

OSTEOPOROSIS VIZSGALATAVAL KAPCSOLATOS ANYAGOK
Pyridinoline /PYD/, Deoxypyridinoline /IDPD/

/ Urinary Crosslinks /

VITAMINOK
Retinol /All Trans/, Retinol palmitat /All Trans/, Retinol acetat,
Cholecaliciferol / D-3 vitamin/, Cholecalciferol sulfate, Ergo-
calciferol / D-2 vitamin/,
Alpha-Tocoferol / E vitamin/, Alpha-Tocopherol-acetat
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a szérumban a terapias tartomanyt megha-

3. A gyoégyszerek tobbségénél
taroztam.

4. Megvizsgaltam, hogy a Diclofenac
be hamarabb a szervezetbe s jelenik meg a szérumban ill. synoviaban.

5. Megallapitottam, hogy a koffein eliminacié vizsgalata alkalmas médszer a

a _maj metabolizalé képességének meghatarozasara.

melyik fizioterapias kezeléssel jut
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OSSZEFOGLALAS

LABORDIAGNOSZTIKAI ELJARASOK

BEVEZETESE A KLINIKAI GYAKORLATBAN

DR. BARISKA JANOS
Orszagos Reumatologiai és Fizioterapias Intézet
H -1525 Budapest 114. Pf. 54.

A Kklinikai kémia korébdl harom nagyobb teriilet emelheté ki, amelybe
beillesztheté az elmult két évtized elméleti /oktatéi és eléadéi/ és gyakorlati

munkam.

. SZERUMFEHERJEK ELEKTROFOREZISE

Az 198o-as évektdl kezdddéen kozel 3oo ezer szérumelektroforézis
vizsgalatot végeztem. Ebbdl:

Papirelektroforézis kb. 500,

Cellulézacetat elektroforézis kb. 50 ezer,

Agaroz-agar elektroforézis kb. 250 ezer
Az agaréz-agar elektroforézishez hasznalt agaréz-agar -gél Osszetételét-,
valamint a gélontési technologiat magam dolgoztam ki 1988-ban.

Munkahelyem e moédszert ujitaskent elfogadta.
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A klinikus orvosok diagnosztikai munkajanak segitése érdekében az 1990-es
évek elején kidolgoztam és bevezettem harom izoenzim elektroforézises
modszerrel valé elvalasztasat. Ezek:

Alkalikus foszfataz-izoenzimek,

Laktatdehidrogenaz-izoenzimek,

Amilaz-izoenzimek.

Ezzel parhuzamosan megoldottuk a vizeletfehérjék elektroforézissel valé
vizsgalatat és elkészitettem egy szérumelektroforézis értékelé lapot, amely a

fé betegségcsoportokban jelzi a normal értéktdl valé eltérést.
Il. SZERUMLIPOPROTEINEK VIZSGALATA

Beallitottuk a szérumokbdl torténd elektroforézises vizsgalatot, amellyel
megoldottuk a Chylomicron, a Low Density Lipoprotein-, a High Density
Lipoprotein- és a Very Low Density Lipoprotein, valamint a Lp/a/
elvalasztasat.

Precipitaciés médszerrel valasztjuk szét, majd fotometriasan hatarozzuk meg
az osszkoleszterint, a HDL-koleszterint, az LDL-koleszterint, a VLDL-
koleszterint, a phospholipideket.

Turbidimetrias meghatarozast végziink az apo-A- és az apo-B fehérjék
vonatkozasaban.

A klinikus orvosok munkajanak megsegitése érdekében megszerkesztettiink
egy TABLAZATOT, amely a zsiranyagcsere-betegségeket csoportositja
IFredrickson beosztas alapjan/ s jeloli a normalis értékektdl valé eltérés

elektroforetogram képét és ajanlatot tartalmaz a gydgyszervalasztast illetéen.
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. GYOGYSZERSZINTMERES

Az 1990-es évek elején megszerveztem egy 6nallé GYOGYSZERSZINTMERESI
LABORATORIUMOT. Megfeleld vizsgalati eljarassal IHPLC = HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY / lehetévé kivantam tenni az
optimalis, individualizalt gyogyszeres terapia bevezetését. Célként tiztem ki,
hogy csokkenjen a talzott gyogyszerhasznalat. / Az alkalmazott kis doézisu
gyoégyszeradas nem vezet megfelelé klinikai hatashoz, a tlladagolas nem

kivant karos tiineteket, esetleg toxikézist valthat ki./

Gyogyszermonitorozasi panelek  beallitasaval a hatékonyabb terapiat
kivantam megalapozni s egyuttal csokkenteni a gyoégyszerfelhasznalast,

amelynek anyagi vonzata sem hanyagolhaté el.

A javasolt gyogyszrmonitorozasi penelek:

ANTIARRHYTHMIKUMOK: Chinidin, Lidocain, Propanolol

ANTIBIOTIKUMOK: Gentamycin, Tobramycin, Vancomycin

KARDIAKUMOK: Digoxin, Digitoxin

ANTIEPILEPTIKUMOK: Carbamazepin, Ethosuximid, Phenobarbi-
tal, Phenytoin, Valproinsav,

BRONCHOSPASMOLYTIKUMOK: Theophillin, Coffein

ZYTOSTATIKUMOK: Methotrexat

ANTIREUMATIKUMOK:
STEROIDOK: Prednisone, Prednisolone, Methylpredniso.
NEM STEROID GYULLADASGATLOK: Acetylsalycilsav,

Phenylbutasone, Indometacin, Voltaren ,Ibuprofen

BAZISTERAPIAS SZEREK: Sulphasalazin
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VITAMINOK: Retinol, Retinol palmitat, Retinol acetat
Cholecalciferol, -sulfat, Ergocalciferol

Alpha-Tocoferol, Alpha-Tocoferol-acetat

Az OSTEOPOROZIS rizikdjelzdjeként bevezettiik a vizeletb6l torténé
PYRIDINOLINE és a DEOXYPYRIDINOLINE meghatarozast.

A HPLC késziilékkel vizsgalhaté mintak: szérum, vizelet, synovia, nyal

INTRODUCTION OF LABORATORY DIAGNOSTIC
METHODS IN THE CLINICAL PRACTICE

DR. JANOS BARISKA
National Institute of Rheumatology and Physiotherapy
Budapest 114. P.O.Box 54, Hungary H-1525

Three larger areas of the clinical chemistry can be named with would
accomodate my theoretical work /education and public presentations/ and

practical activities.

. ELECTROPHORESIS OF SERUM PROTEINS

As from the early ‘80s, | carried out almost 300 thousand electrophoretic
serum test. They included:

Some 500 paper electrophoreses,

Some 50 thousand cellulose acetate electrophoreses, and

Some 250 thousand agarose-agar electrophoreses.
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The composition as well as the preparatory technique of agarose-agar gel as
needed in the agarose-agar gel electrophoresis, | have worked out with my co-

workers in 1988. My employer recognised this technique s a innovation.
In order to support the diagnostic work of clinical physicians, we developed

and introduced the electrophoretic separation method for three iso-enzymes
in the early 190s. They are:

Alkaline-phosphatase iso-enzymes,

Lactate dehydrogenase iso-enzymes, and

Amylase iso-enzymes.
Simultaneously, we developed the testing procedure for urine proteins using
electrophoresis, and generated a master table for the evalution of serum
electrophoresis indicating the deviations from norm values in the main

sickness categories.
Il. TESTING SERUM LIPOPROTEINS

We have established the electrophoretic serums testing procedure by wich we
were able to separate Chylomicron,, the Low Density Lipoprotein, the High
Density Lipoprotein and the Very Low Density Lipoprotein as well as Lp/al.

The total cholesterol, the HDL cholesterol, the LDL cholesterol, the VLDL
cholesterol and the phospholipids were separated by the precipitation
method, and were subsequently identified by photometry.

Apo-A and apo-B proteins we identified the help of turbidimetry.

In order to further the work of clinical physicians we put together a TABLE
wick groups the fat metabolism sicknesses /based on Fredrickson

classification/ , indicates the deviations from norm values, depicted in an elec-
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trophoretogram image, and makes recommendations towards the choice of

medicine.

lll. MEASURING THE MEDICAMENT LEVEL

At the beginning of the ‘90s, | built up an independent MEDICAMENT
LEVELMEASURING LABORATORY. My wish had been to possibly optimise the
medication therapy, suited to the individual patient, with the help of a proper
monitoring procedure / HPLC = HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY/. Thereby, my goal had to avoid the application of
excessive medicament doses. /In the case of a too low dose of medicament,
the expected clinical response would fail to materialise, and in the case of a
too high dosage, undesired side-effects - including toxicose - might occur./ By
working out a set of medicament monitoring agents, | intended to lay the
foundation ti a more effective therapy, and also to reduce unnecessary
medicine intake with the according economic benefit.
The suggested medicament monitoring agents are:
ANTIARRHYTMICS: Chinidin, Lidocain, Propanol
ANTIBIOTICS: Gentamycin, Tobramycin, Amykacyn, Vancomycin
CARDIACUMS: Digoxin, Digitoxin
ANTIEPILEPTICS: Carbamazepin, Ethosuximid, Phenobarbital, Phenytoin,
Valproin acid
BRONCHOSPASMOLYTICS: Theophyllin, Coffein
CYTOSTATICS: Methotrexat
ANTIRHEUMATICS:
STEROIDS: Prednisone, Prednisolone, Methylprednisolone
NON-STEROID INFLAMMATION: Acetylsalicylic acid, Phenylbutasone,
Indometacin, Voltaren, Ibuprofen, Hotemin
BASIC THERAPY MEDICAMENTS: Sulphasalazin
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VITAMINS: Retinol, Retinol palmitate, Retinol acetate
Choleclciferol, Cholecalciferol sulfate,

Alpha-Tocoferol, Alpha-Tocoferol acetate

As an indicator for a possible risk of OSTEOPOROSIS, we introduced the
determination of PYRIDINOLINE and DEOXYPYRIDINOLINE in urine

samples.

The possible samples which can be tested by HPLC are:

serum, urine, synovia and saliva.



49

IRODALOM

1. Aguzzi,F.,S. Jayakar,G. Merlini, and C. Petrini, Electrophoresis: Cellulose
Acetate vs. Agarose Gel, Visual Inspection vs Denssitometry
Clin. Chem. 27.:/1981/

2. Alpers,D.H., Secretion of hepatic and intestinal alkaline phosphatases simi-
larities and differences. Cin. Chem. Acta, 186. 211-224 /1989/

3. Barteling,S.J., A Sample Method for the Preparation of Agarose.

Clin. Chem. 15.: 1002 /1969/

4. Kabra, P.M. Tsai LL., Marton L.J. Improved liquid-chromatografic method
for determination of serum cortisol.
Clin.Chem. 25.: 1293-6 /1988/

5. Kane,J.P.,et al.: Normalization of low density lipoprotein levels in heterozy-
gous familial hypercholesterolemia with combined drug regimen.
N.England J.Med. 304.:251-258 /1981/

6. Killingsworth, L.M., Clinical Interpretation of Protein Patterns in Cerebro-
spinal , Urine, and Other Biological Fluids. In Laboratory Medicine G.J.
Race, Ed. Harper and Row. inc. Hagerstown, MD 1.-14. 1980.

7. Kovanen, P. et. al., Am.J. Card. 57, 31G-34G /1986/

8. Kyle,R.A. and P.R. Greipp, The Laboratory Investigation of Monoclonal
Gammopathies, Mayo Clinic Proc. 50. :719 /1978/.

9. Laurell, C.B, Electrophoretic and Electroimmunochemical Analysis of

Proteins. Scand.J. Clin. and Lab. Invest. 29. /Suppl.124//1972/
10. Neal, M.J, Medical Pharmacology at a Glance second edition Oxford
Blackwell Scientitic Publication 1992.



50

11. Romics,L. és mtsai : The effects of Probucol on systolic time intervals in
man. Int.J. Cardiol 19. 303. /1988/

12. Rose,J.Q, Jusko K.J. Corticosteroid analysis in biological fluids by high-
performance liquid chromatography.
J. Chromatogr. 162.: 262 - 273 /1979/.

13. Said,S.A. and Sharaf AA,
Arzneim. - Forsch. 31. 2089 /1981/.

14. The Scandinavin Simvastatin Survial Study Group: Randomised trial of
cholesterol lowering in 4444 patients with coronary health disease
The Scandinavin Simvastatin Survial Stady /4S/.
Lancet 344. /8934/:1383 - 1389//1994/

15. Trocha,P.J., Lactate Dehydrogenase Isoenzymes Linked Beta-lipoprote-
ins and Immunglobulin A.
Clin.Chem. 23. 1780 /1997/.



51

PUBLIKACIOK

1. Bariska J., Schorm J., Juhasz P.:
Fehérje elektroforézisre alkalmas agarézalapu gélréteg osszeté-
tasa.
ORFI Ujitasi Tanusitvany /Naplészam: 3/1988/. Bp.1988.0kt.12.

2. Bariska J., Schorm J., Juhasz P.:
Szérumfehérjék agarézgél elektroforézise ORWO ET 100 hordo-
z6folia felhasznalasaval.
Laboratériumi Diagnosztikai Tarsasag 38. Nagygylilése Kiadva-
nya, Sopron, 1988.0kt.20-22.

3. J. Bariska.:
Modified Lipoproteins. /Radicals, ions and tissue damage.
Matkovics,B., Karmazsin,L. and Kalasz,H. eds./ Bpest. Akadémia
Kiadé 29-33./1990/.

4. J.Bariska., T.Bender.:
Determination of Diclofenac / Voltaren / concentrations in
human serum and synovial fluid by High Performance Liquid
Choromatography Lab. Diagn. 174. 3. /1990/



52

5. T.Bender., J.Bariska., Erzsébet Szabé., Judit Kelemen, Andrea Rigé.,
llona Hetesi., and Andras Zimmerman:

Diclofenac-Absorption from Voltaren Emuigel through lontopho-
resis and Phonophoresis

European Journal of Physical Medicine and Rehabilitation 130-
132. 174 /1992/.

6. Darnét Gabor dr., Nemesanszky Elemér dr., és Bariska Janos dr.:

A koffein eliminacié vizsgalatanak diagnosztikus értéke a kroéni-
kus majbetegségekben

Orvosi Hetilap 927-931. 18./1995/

7. Bariska J.:

Biokémia tankdnyv /Szoévettani asszisztensi szakosito tanfolyam
tananyagal/ Szocialis és Egészségligyi Minisztérium Kiadvanya
Budapest, 1989.

8. Bariska J., Schorm J.:
Alkalikus foszfataz izoenzimek szétvalasztasa ORWO ET 100
hordozoéfélian
Laboratériumi Diagnosztikai Tarsasag 41. Nagygy(ilése Kiad-
vanya Szombathely, 1991.



583

ELOADASOK, POSZTEREK

1. Bariska J., Zaka J.:

HDL-koleszterin és a Miokardialis Infarctus

ORFI Tudomanyos Ulés 1984. Marcius 13.

2. Bariska J.:

A szérum fehérjék elektroforézisének értékelése a reumas betegségek
titkkrében

Beckman Instruments /Ausztrial Tudomanyos Ulés Bp. 1984.Dec. 06.

3. Bariska J., Romics.L., Szollar L.:

Lipidanyagcsere és a laboratériumi diagnosztikaja
ORFI Tudomanyos Ulés 1986. Februar 24.

4. Bariska J., Judak A., Poér Gy., Mituszova M.:
Lipoproteinek vizsgalata koszvényes betegeken

MRE Vandorgyiilés Gyula, 1986. Oktdober 27-29.

5. J.Bariska., M. Mituszova:

Investigation of lipid metabolism in Gout.

Joint Symposium on Microcirculation and Gout
Moscow, 19-26. November 1986



54

6. J.Bariska:
Labordiagnostik der Fettstoffwechselstérungen
Minisymposium in Piestany 21-23. November 1988.

7. J.Bariska, A.Judak:
Investigation of lipid metabolism in Gout

Joint Symosium on Microcirculation and Gout. Bp. 28-29.Marc. 1987.

8. Bariska J.:
Az alkalikus foszfataz izoenzimek és a laktatdehidrogenaz izoenzimek
elektroforetikus szétvalasztasanak technikaja

Zala Megyei Kérhaz Tudomanyos Ulés, Zalaegerszeg 1991.oktéber 11.

9. Bariska J.:
Lipidanyagcsere és a reumas betegségek

Hévizi Gyégyfiirdékorhaz Tudomanyos Ulés, Héviz 1992.Szeptember 11.

10. Barika J.:
Gyoégyszermonitorozasi lehetéségek az ORFI-ban
ORFI Tudomanyos Ulés Bpest, 1992. Januar 13.

11. Bariska J., Bender T.:
Diclofenac / Voltaren / koncentracié meghatarozasa emberi szérumbol
és synovialis folyadékbdl HPLC-vel
MLDT 42. Nagygyililés Veszprém 1992. Szeptember 24-26.



55

12. Bariska J.:
A lipidanyagcsere zavarok laboratériumi diagnosztikaja

Allami Szanatérium Tudomanyos Ulése Sopron 1992. November 14.

13. Bariska J.:
Szabad gyokoék hatasa a synovialis folyadék biokémiai paramétereire
Rheumatoid Arthritishen és Osteoarthrosisban
Allami Kérhat Tudomanyos Ulés Balatonfiired 1993. Julius 13.

14. J. Bariska:
High Resolution Protein Electrophoresis

Electrophoresis Symposium Issy-les Moulineaux ,Paris 3-5 Nov. 1993.

15. Bariska J.:
A lipidanyagcsere zavarok Laboratoriumi diagnosztikaja

Budai Gyermekkérhaz Tudomanyos Ulése 1995. Februar 13.

16. Bariska J.:
Lipidanyagcsere betegségek és az alapellatas

Dunakeszi Rendeldintézet 1996. Marcius 13.

17. Bariska J.:
Biokémia-, Altalanos laboratériumi ismeretek-, Szervetien kémia-,
Szerves kémia oktatasa
Laboratériumi asszisztensi-, szovettani szakasszisztensi képzés

Févarosi Onkormanyzat Egészségiigyi Szakiskolaja 1980-1998.



56

MELLEKLET



UJITASTI LEIRAELS

FEHERJIE sSLEKTROFORLZISRL ALKAILIAS
AGAIUZ sLAFU GoLROTSG JISSZBIETLLE-
NEK KIDSLGU%ASA £5 A GELRETEG N L

B TICILOLUCIAIANAK BuALLITASA

RS LRI AR R alli A A ~."A(‘
U1 . BANTGHA Jiadas
¥id ST
Tn J\}L‘LN

D r o JUHA3SZ PITER

ORFI KoUzponti iLaboraidoiiums



A Xlinikei kémiai laboratdériwsi eljdardsok kdzott e szérum
fehérjék elektroforézises vizsgdlata mdr rutin mddszernek szi-
mit. 4ttd6l fiiggben, hogy a szérum felvitele milyen hordozé
anyegre torténik, az elektroforézissel elérhetd felbontdképes-
ség - amely a kapott fehérjezdéndk szdmbeli ndvekedését jelenti
- eltérb. Az érzékenység fokozdsival az eljdrdas jelentlsége
egyre sokrétiibb.

Kordbban hordozdanyagként megfeleld mindségi szilirdpapirt
/papirelektroforézis/ hasznialtak. Az utébbi évtizedben azonban
féleg a celluldzacetdt félia- /celluldzacetdtelektroforézis/ ill.
az agardéz-agar réteg /agardzelektroforézis/ terjedt el. A hirom
horddézdanyag kizil a legutébbi haszndlata adja a legtsbb infor-
macidét a fehérje elektrofordézis vizsgdlata sorin.

iagyarorszégon az agardz alapi Beckman PARAGON" elektro-
forézis rendszerb8l - ilyen taldlhatd az JORFI KSzponti Labora-
tériumdban is - jéndéhdny ndr lUzemel. K5z8s gond azonban az,
kogy a gyors, flexibilis technika a Beckman dltal gydrilag gydr-
tott agardzlemezek magas dra miatt - loo vizsgdlathoz sziikss-
ges kész agardzlemez dra 54.- Dolldr - nem 811 korldtlanul

rendelkezésre.



A szekirodalombdél [/ Z. med. Lab. diagn. 28 /1987/, Heft 1.
1l3. Von P. LINNEKE und G. XJABE ; ORWOANALYT-Tragerfolien
BT loo zur Gelelektrophorrese / é&rtesiiltink arrdl, hogy a
wolfeni /HDK/ JORWO gydr 1985 6ta jomindségii polietilénterefta~
14t kotdrétegii poliészter hordozdfdlidt /ORWOANALYT-Tragerfo-
lie T loo / fejlesztett ki, amely alkalmas arra, hogy agardz
gélrétegat vigylink fel rd. /4 Magyarorszigon kaphatd kildnbo-

z8 £61idk e célnak vizsgialataink alapjdn nenm feleltek meg./

Lz NDX Hagykovetségének Lereskedelempolitikai Osztdlya
/Bpe. XI7, Mépstadion ut lol-lo3/ képviseldjén - Dipl.-Phys.
HARALD HEILS.T - keresztiul 1987. nyaran hozzd jutottuak e
fdlidhoz.

Ujitésunk célje az volt, hogy e f£élidra - amelynek magyar-~
orszdgl forgalmazdsara illetékes helyeken a kelld 1lépéseket meg-
tettiik /ennek aldtdmasztdséra 1. sz. mellékletként csatoljuk
az #XADINP.X 1988.c4.11-én kelt levelét / -« nagunk Ontsiil ki

az asgardz-egar gélréteget s ezzel teremtsilk meg annak a lehetl-

0

égét, hogy ne legylnk a Deckman edg gydrilag gydrtott drigs
kész lemezeité utalva. shhez a gélrétep uszetételének megfele~

18 kidolgozasdra, valamnint a gélonitdsi iechnoldgia bedllitdsdra
s 8 g

volt szilksége.



AZ UJITAS LEIRASA

felhaszndl#t anyagok

l./ ORWOANALYT - Triigerfolie ET loo

Méret; 24 x 30 cm, Vastagsdg; 0,18 nm

Az elektroforézishez hasznalt lapméret; 75 x loo mm

2./ Az agarbz-agar gélréteg Usszetétele

0,7 % agardéz, 0,3 % agar, 1,2 ¢ barbitalpuffer,

0,1 ¢ natriumazid, 0,1 % kalciumlaktit

3./ Barbitalpuffer /pH 8,6 ; ionerdsség 0,05/ Usszetétele

1500 ml bidesztillalt vizben feloldunk

2,76 g 5,5 dietil-barbitursavat

15,40 g 5,5 dietil-barbitursavas-natriumsdt

AGAROZ gédlrédtecg 5ntési

technoldgidjdnak leirdsa

1./ 500 ml 1,2 {=0s Barbitdlpufferbe beletesziink 3,5 g
agaréz, 1,5 g agart, 0,5 g kdlciumlaktitot és
0,5 g natriumazidot.

2./ Az oldatot forrdsig melegitjik, majd kb. 30 percen &t

forrasban tartjuke.



3./ A még forrdsban 1évi agardzoldatot ot egyenlld résare
- loo-loo nl térfogatokrs - szétontjik s a lombiko=~
kat lefedjiik. /Az oldat lehiilés hatdsdra megdermed,

gélesedik./

4o/ 4 lemezre vald oatés el8tt loo ml agardzoldatot ujra

forrdasig melegitjik.

5¢/ &4 méretre vdgott ORWO lemezre -melyet eldzbleg viz-
gzintezd asztalra helyeztik - a forrdsban 1évd agardz-
0ldatbdl kb. 5,5 ml gélt rétegeziluk egyenleteden, majd
2-3 percig hagyjuk hilni a nmegdermedésig.

/ A loo nl oldatbdl 1& lap onthetd egymdis utdn. A gél-
oldatnak a lapontések ideje alatt d4llanddan forrés-
ban kell lennie!/

6e/ A kivntitt, s a lehilés utdn megdermedt agardz-gélré-
teget tartalmazd félidkat - a megfeleld gélszerkezet
kialekuldsdig - minimum 2-3 napra nedves kamrdba
tesszik,

Te./ A szérumok felvitele eldtt az agardz lenmezeket kivesz-
szilit a nedves kanrdbol és Whatman 4 -es sziirdpapirral
dvatosan a gélfeliletet leitatjuk. /Vigydzni kell a
gélrétey épségére, mert a leitatdsndl kinnyen sériilhet,

vagy & szirdpapirhoz ragadnat !/

Az elektroforézis tovédbbi lépései negegyeznek a midr ismert

agardoz-gélelektroforézis technikdkkal.
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A2 41l taluak készitett agardzgélit tartelma-
z6 fdlidkat alkelmazva az é1Jmunke rafordités lemezenként -
e Beckman kész lemezeihez xépest - kbe. 12 %-kel ndtt. /Viszo-
nyitdsi zlapul az elektrsfordézichet saiiksiges teljes munkaiddt
t

vettiik. Szédmitdsainkat a 2. szimd mellékle

Az agardzgél Hntése kb. lowr selejttel jar, tehdt minden

kidatsitt 1o lemezbdl kxilenc hasznalnatd.

A gyédri lemezek és az dltalunk ontdétt agardzgélréteg
felbontdképességében nincs kiildonbség. / 3. szémi melléklet-
ként csatoltuk az eredeti ill. &z &ltalunk Zntdtt lemezeket./
Szaxmailag legaldbb annyi informicidt szolgdltat az 4j nddszer-
rel készitatt gélréteg. Zmellett lehetdséget ad avrra is, hogy
tovdbbi, az orvosi gyakorlatban jelentds paramdéterek neghatd-
rozdsdnal is alkalmazhassuk. /ple IDH-~, alkalikus foszfatds
izoenzimek stb./ Természetesen ehhez az agardzgél Ssszetéte-

lének megvaltoztatdsa szikséges! Ilyea irdnyban tovddb dolgo-

zunic.
Az ORPI Kozponii Laboratdriumdban 1982, 6ta haszndljuk a
Beckiman elekxirofoirdsises rendszert. Ehhez eddid arra kénysze-

’

riultink, hogy megvdséroljuk a gydrilag készitett lemeczeket.

Zanek évi Usszege kb. lo.400 dolldr, ami o ma érvényben 1év{
kereskedelmi 40l1ldr-: dtszémitdsi gyakoriztot figyelenbevéve

/ 1 dollar kb. To &t / T28B.000 Fi~nak felel meg.



A napi dtlagosan 7o db elektroforézis / ez a szém
évek Ota csak novekszik !/ elvégzéséhez 7 lemezre van
sziikség. Ennek az dra 37,8 dolldrnak felel meg, ami
2646 .~ Fi~0t jelent. A mi dltalunk gydrtott agardzgél
lemez vegyszer ill., f£6lia dra - ugyancsak 1 napi igényre,
tehdt 7 lemezre szdmitva -~ 33,30 fte Az uj eljdrds

tehdt 8o-szor olcsdébb, s egyben devizdt takarit meg!

Az uj médszert 1988. februidr 1 6ta alkalmazzuk.
Tapasztalataink szerint jol bevalt. /A koltség szdmi-

tdst a 4. szdmu melldklet tartalmazza./

Az intézetben vald ujdonsdga mellett jelentdségét
az is noveli, hogy ezen eljdrdast az dsszes - Beckman
elektroforézises rendszert hasznilé - 1labor dtveheti,
Ilyen médon nem kis Ssszegi valuta megtakaritdsdra van

lehetdség.

Munkdnkat bejelentettilk a Magyar Laboratdriumi Diag-
nosztikai Tdrsasdg 38, Nagygyiilésére Sopronba, amelyre
1988, oktdéber 20-22, kozott keriil sor.

tmellett folyamatban van mind hazai, mind kiilfsldi

nédszedtani szakfolydiratban térténd lekszlése is.
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2.324m0 melléklet.

AZ ELSOMUNK A RAPORDITAS szdmitédsa

Az agardzgél lemezre helyezziik a mintafelvivd sablont és pipet-

tédval felvisziink az 1l:4 ardnyben higitott szérumbdl 5 ul-t:

- a szérum bediffunddldsi ideje az agardz-

gélbe 15 perc

- az elektroforézis futdsi ideje 20 perc
- a fixdlds /etanol-viz-ecetsav=

=600:300: 100 elegyben/ 3 perc

- szdritds /90 ¢°-on szdritdban/ 20 perc

- féstés /1% amidofekete lo B
5 %-0s8 ecetsavban

- differencidlds _ 12 perc
- 5 %~-0s ecetsavban
- etanol-viz-ecetsav=600:300:100 elegyben
- 5 %=-0s ecetsavban

- gzarités 20 perc

Az elektroforézis osszideje: 90 perc

Az agardzgél ontésdhez szilkkséges iddb:

- az anyagok bemérése, az agardz oldat

forraldsa és szétontése egyitt 90 perc
- az uvujra felforralds és a gélontés egylitt 60 perc
15 lemezre torténd agardzontéshez az Ssszidl: 150 perc

tehdt egy lemez ontésére lo perc szikséges &tlagban

Mivel a teljes elektroforézishez szilkséges id8 9o perc, igy:

egy lemez gélrétegének ontéséhez kb, 12 % plusz é18munke rdfordi-

tds sziikséges.




4., s8zami melléklet.

AZ AGAROZGELRETHEGHEZ SZUKSLGES VEGYSZEREK ARA

/A REANAL Kataldgus 1986/87. évi kaaddsa/

a
A

. réteg Osszedllitasdnoz:o,

o ot

i % agardz

2,7 % ager
% kAlciumlaktat

0,1
2,1 % natriumazid szikaéges.

Bz azt jelenti, hogy egy napi lemezigénylinket figyelembevéve

/napi 7o szérumminta elextroforézisével szdmolva/ 7 lemez ontésé-

hez agardzbdl 0,35 g, agarbdl 0,15 g, kdlciumlektdtbdl o,005 g,

valamint a nédtriumezidbdél 0,05 g kell.

Bzek drai:

agardzbdl 25 g dra 906 i, alkor o,35 g 4ra 12,68 @t
agarbSél 454 g dra 4340 it, akkor 0,15 g dra 1,43 it
kdlciumlakt.looo g ara 191 ft, tehdt 0,05 g &ra 0,009 it

ndtriumazid loo g dra 269 it, tehdit 0,005 g dra o,13 it

Az egy napra esl vegyszerigény Jsszara:
14,249
Az ORVWO fdlia dra : Xb. 19,000 Ft

/A hasonld negysdgu OR%0 rintgen lemez
area alapjdn

[l

Az ezy napi vegyszer igény + fdliiaigény : 33,30 It
=

Az egy napra szixséges gydrilag gyartott

Beckman lemez dra: 37,8 Dollar, mely R-ban:

37,8 x To = 2646 .~
/loo vizsgidlathoz szilkséges kész lap e ——
dra ugyanis 54.- Dollar, ez 1988, mirci-
usi Becman k5zlés - csatolva az 5.melléklet/

2646:33,3 = 79,45

Az 4dltalunk gyartott gél 4ra kb. 8o-szor olcsébb !
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BECKMAN Ak

¥

Netional Institute of Rheumatclogy and Physiotherapy
Central Leboratory

Att.: Dr.Janos Bariska

Frankel Leo 17-19
H-1027 Budapest

PROFORMA INVOICE NO: 4847 VALIDITY: 90 days
DATE: 5.3.1988 TERMS : 30 deys netit
YOUR REF: DELIVERY-TIME: 3~4 months
OUR REF: HA/WA/H COUNTRY OF ORIGIN: USA
B e e o e e e e o i srom s e e
~ ITM QTY DESCRIPTION } PART NO UNIT PRICE TOTAL PRICE

i
1 ;> PARAGON ELECTROPHORESIS SYSTEM

- Agarose gel

~ stability of kits 18 months

- no loss of moisture or gel integrity

- high sensitivity and resolution

~ easy to handle :

Consists of power supply 240V, 23pells,
dryer, incubator, wet processor, press
dryver, applicator tips, mesnual, test

cell, timer, thermometer, workstation. 655 801 2.120,——

Start up package (for approx. 1 yegr)

2 10 Serum Protein kit (100 tests) } 655 900 . 54 v 540, ~~

3 2 SPE-IT (liquor} kit (80 teets) A41 760 105, ~— 210y

4 5 Lipoprotein kit (100 tests} i 655 4910 54, = 270~
5 1 CK-Iscenzyme kit {100 tests) 855 230 188, w=
6 1 Hemoglobin kit (100 tests} , A4l TE0 100, —

7 1 LDH-1soenzyme kit {100 tests) ; 655 G40 118, —-

8 5 B-2 Buffer (1C bottles, 15 liters) 3 65% 780 108, ——

Q 1 SPE Control serum I.D.ZONE normal . 667 600 201, ~-
10 1 SPE Control serum I.D.ZONE abpormal 3 667 4380 221, -
11 10  Immunofixation {10 profiles] L 444 920 200, —— 2,000, ——
g2 3 Pipet tips (1000C) NBS6652 880 44, — 132 o
13 1 Wet’station cupe (5) i BBE 990 87 ==

PRICE FREE AUSTRIAN BORDER TOTAL US &
&

*For additicnal parts please see our
price list!

Diagnostic/Systems Group

p el

Reckman Instruments Ces.m.b.H. Austria



SZERUMFEHERJEK AGAROGZGEL ELEKTROFOREZISE

ORWO ET loo HORDOZOFOLIA HASZNALATAVAL

Dr, Bariske Jénos, Dr.Beriskdné Schorm Jolén

Dr. Juhdsz Péter

ORFI Kozponti Laboratdriums, Budapest

A szakirodalombol /Zemed.Lab.diagn. 28 /1987/,
Heft le., 113/ értesiiltink arrdél, hogy & wolfeni
/NDK/ ORWO gyér 1985 6ta gyért jémindségi poli-
észter hordozdféliét /ORVWOANALYT - Triégerfolie
ET loo /, amely polietiléintereftaldt tartalméndl
fogva alkalmas agerdz gélréteg felvitelére.

Célunk ez volt, hogy dllitsunk 8ssze a szérumfe-
hérjék elektroforézisére alkalmes, e fenti lemez-
re Onthetd sgardz alapi gélréteget, ill., dolgozzuki
ki a megfeleld ontési technoldgidt.

1987 Jsze d%ta haszndljuk ezen agardzlapokat.
Ertékelhetdsége nem rosszabb, mint ez addig hasz-
nédlt Beckmen PARAGON lemezek, azcenban kbe 8Bo-szor
olesébb és devizdt vdlt ki,



A7 AGAROZALAPU GELRETEG ONTESLHEZ
FRELHASZNALT  ANYAGOK

le/ ORVOAVAILYT « Triagerfolie ET loc

léret: 24 x 30 cm, Vestagsédg: 0,18 mm

Az elektroforézishez haszndlt lepméret: 75 x loo mm

2./ Lz sgardz-agar gélrétez osszetétele

0,7 % agerdz, 0,3 % ager, 1,2 % barbitalpuffer,
0,1 % ndtriumazid, o0,1% kelciumlaktdt.

3./ Barbitalpuffer /pH 8,6; ionerdsség 0,05/ Usszetétele

1500 ml bi.deszt. vizben feloldunk

2,76 & 5,5 dietil-barbitursavat
15,40 g 5,5 dietil-barbitursavas-ndtriunsdét



AZ AGAROZALAPU GELRETEG ONTESI TECHNOLOGIAJANAK
LEIRASA

L./ 500 ml 1,2 %-0s Barbitalpufferbe beletesziink
3,5 g segardézt, 1,5 g agart, 0,5 g kilcium-

laktédtot ée 0,5 g nédtriumnazidot.

2./ Az oldatot forrédsig melegitjiik, majd kbe 30
percen &t forrdsban tartjuk.

3./ 4 még forrdsban 1lév8 agardzoldatot 5 egyenld
részre /loo~lco mi-es térfogatokra/ szétont-
jik s & lombikokat lefedjiik. Az cldet lehiilés
hetdsdra megdermed, gélesedik/.

4./ A lemezre vald dntés eldtt a loo ml térfegatd
egerdzoldatot djra forrdsig melegitjiike

5¢/ A méretre védgott ORVWVO lemezre - melyet elézlleg
szintezd asztalre helyeztiink - a forrdsban 1évé
agerdzoldetbdl kbe. 5,5 ml gélt rétegeziink egyen-
letesen. 2-3 percig ghagyjuk hilnd.
/ & loo ml oldatbdél 18 lap onthetd. A géloldatnak

a lapontés ideje alatt forrdsban kell lennie!/

6o/ A kitntdtt /s a lehiilés alatt megdermedt/ sgardz-
alepu gélréteget tartalmagéd £6lidkat minirmum 2-3
napra nedves kemrdbe helyezsziikk., /Ezalatt & megfe-
leld gélszerkezet kislakult/

Te/ Az agardz tertalmu lemezeket kivesszilk a nedves
kamrdbdl s & szérumok felvitele eldtt Vhatman 4-
es szirdpapirral a gélfeliiletet dvatosan leitatjuk.



OSSZEFOGLALAS

FEUERJE ELEXTROPOREZISRE ALKAIMAS AGAROZ ALAPU GELRETEG
OSSZETETELENEK KIDOLGOZASA ES A GELRETEG ONTESI TECH&

NOLOGIAJANAX BEALLITASA  ET -~ loo hordozdéfélidn

Bariska Jénos , Schorm Joldn , Juhdsz Péter

ORFI Kdzponti laboratdriume  Budapest

A szekirodalombdl / Z.med.leb. diesgn. 28 /1987/, Heft 1.,113 /
értesiiltiink arrdél, hogy a wolfeni /NDK/ ORWO gydr 1985 dta

jomindségii poliédszter hordozdéfdlidt /ORWOANALYT - Trigerfolie

BT loo/ - melyet polietiléntereftaldttal vontak be =~ fejlesz-
tett ki. Zz alkelmas arra, hogy agardz gélréteget vigylink fel
ré.

ilost arrdél szdmolunk be, hogy sikeriilt a fenti félidra j6é mind-
gégli gélréteget felvinniink. Célunk az volt: dolgozzuk ki a
megfeleld gél Gsszetételét és dllitsunk be hozzéd egy alkalmas
ontési technoldgidt. 1987 Gsze Sta Kozponti Laboratdriumunkban
az dltalunk kidolgozott eljdrds szerinti agardzgél lapokat hasz-
ndljuk a szérumok elektroforézisese vizsgdlata sordn.

A lep mindsége semmivel nem rosszabb az addig j haszndlt Beckman
PARAGON lemezeivel szemben. El8nye viszont, hogy elddlliitdsa

kb, 8o-szor olcsébb és egyuttal devizdt v4lt ki,



Akadémiai Kiado Radicals, ions and tissue damage
Budapest, 1990 Matkoviecs,B., Karmazsin,L. and Kaldsz,H. eds

MODIFIED LIPOPROTEINS
BARISKA, J.

National Ir
Budapest, Hungary

THE SIGNIFICANCE OF MODIFIED LIPOPROTEINS

Modified lipoproteins are relevant to the early stages of athero-
genesis. It is well known that the fatty streak lesions of atherosclerosis
contain foam cells. These cells are rich in cholesteryl ester and are
thought to be formed from tissue macrophages (derived from circulating
monocytes) by uptake of the major carrier of cholesteryl ester in the
plasma low density lipoprotein (LDL). However, there are two major lines of
evidence indicating that this uptake does not occur via the LDL receptor:

1. Patients with homozygous familial hypercholesterolaemia (FH) and

Watanabe heritable hyperlipidaemic (WHHL) rabbits, although both
lack LDL receptors, still develop lesions containing foam cells.

2. Incubation of monocytes or macrophages with native LDL in vitro

does not result in foam cell formation.

It has therefore been suggested that some form of modified LOL may be
responsible for the cellular accumulation of cholesteryl ester via a route
other than the native LDL (B/E) receptor. Two such modifications are oxi-
dised LOL and acetyl LDL, which are taken up by specific "scavenger"
receptors on macrophages, leading to foam cell formation in vitro.

Other forms of modification which have been found to increase LDL up-
take into macrophages include glycolysation, complexes of LDOL with macro-
molecules such as proteoglycans, and self-aggregates of LDL.

Interestingly, unmodified beta-very low density lipoprotein (beta-
VLDL) can also be taken up by macrophages to form foam cells, and this
occurs via the B/E receptor. Beta-VLOL is found physiologically in chol-
esterol-fed animals, but the only modified lipoprotein for which there is
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Fig. 1. Possible effects of oxidised LDL as related to atherogenesis.
1. Stimulation of monocyte chemotaxis.
2. Inhibition of macrophage mobility.
3. Endothelial cell toxicity.
4. Foam cell formation.

evidence of natural occurrence is oxidised LOL. This fact, together with
other features which would favour atherogenesis (Fig. 1), suggests that

oxidised LDL is certainly important in the initiation and progression of
atherosclercsis.

MECHANISMS OF OXIDATIVE MODIFICATION

In the opinion of Parthasarathy, lipoxygenase may be important in the
oxidative modification of LDL by cells.

A number of cells, including endothelial and smooth muscle cells,
monocytes, macrophages and even fibroblasts, have been shown to oxidise LDL
in vitro. It has been suggested that this effect is mediated by superoxide
radicals, but Parthasarathy has found that superoxide dismutase, which
engulfs these radicals, does not inhibit the effect. In addition, when
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superoxide radicals are generated by way of xanthine oxidase, this does not
increase oxidation of the lipoprotein. Furthermore, the action of the super-
oxide radicals would be expected to be non-selective and yet high density
lipoprotein (HDL) is not oxidised by endothelial cells.

However, inhibitors of lipoxygenase such as piriprost eicosatetranoic
acid have been found to inhibit the cell-mediated oxidation of LOL. Lipoxy-
genase is thought to generate lecithin, which is converted to lysolecithin
and oxidised fatty acids by phospholipase A2. It is these oxidised fatty
acids which are believed to cause oxidative modificationof LDL. Despite
these findings, Parthasarathy warns that this may not be the end of the
superoxide story, since oxygen radicals are thought to be generated during
the lipoxygenase reaction itself.

AUTO-OXIDATION AND CELL INJURY

Sevanian presented what he claimed was a "slightly different view" of
the mechanism of atherogenesis, focusing on the cytotoxicity of cholesterol
oxides and the mechanisms by which cholesterol becomes oxidised via free
radicals.

Cholesterol is often regarded as a chemically inert material, but
while this may be so in vitro, it appears not to be the case in vivo. Chol-
esterol oxides are known to exhibit a variety of effects on cell membranes
and to interfere with cholesterol synthesis. Sevanian's evidence of their
cytotoxic effects suggests that it is the level of cholesterol oxidation
rather than cholesterol itself which is important in atherogenesis, par-
ticularly a- and B-cholesterol epoxides and cholestanetriol.

Free radical formation produces cholesterol epoxides and a series of
ketone and alcohol derivatives based around carbon-7. Cholestanetriol
appears to be particularly toxic. At levels as low as lo uM, it can cause
retraction of confluent endothelial cells with loss of their communication
and metabolic cooperation.

Experiments on New Zealand white rabbits made either hypertensive,
hyperlipidaemic (by cholesterol feeding) or both, show that the severity of
hypertension and hyperlipidaemia in rabbits exposed to these conditions was
better correlated with the proportion of cholestercl oxides in serum cho-
lesterol than with cholesterol itself, and that even in hyperlipidaemic/
normotensive rabbits there was a marked increase in levels of cholesterol
oxides in the serum and in the aortic arch lipid, while the cholesterol
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levels stayed within normal limits. Cholesterol, epoxides and cholestane-
triol were particularly elevated.

L.OL MODIFICATION BY MALONDIALDEHYDE

There is evidence that LDL modification by the lipid peroxidation
product malondialdehyde occurs in vivo.

Haberland and her colleagues, using monoclonal antibodies raised
against both the LOL-receptor binding site on apolipoprotein B-100 (ApoB-
100) and the malondialdehyde-linked lysines on modified LDL, have demon-
strated that there is focal deposition of malondialdehyde-modified protein
in both early and late atheromatous lesicns in the thoracic aorta of the
Watanabe heritable hyperlipidaemic (WHHL) rabbit, the animal model for
familial hypercholesterolaemia (FH).

The two antibodies appear to bind to the same regions of the intima,
although the technique uses adjacent arterial sections. Specifically, they
appear in the elastic lamina and the smooth muscle layers. This is evidence
that LDL bound to endothelium can become modified. There is nod etectable
amount of malondialdehyde-modified LOL in the plasma in these animals,
suggesting that the release of malondialdehyde in vivo may be restricted to
the arterial wall.

Similar experiments on normglipidaemic white rabbits demonstrated only
slight aortic staining for malondialdehyd protein or ApoB-100. Since
Watanabe rabbits lack the LDL receptor, the suggestion is that the endo-
thelium-bound LOL can become modified by a physiological product of lipid
peroxidation and later produces cholesteryl ester deposition in macrophage-
derived foam cells of the atherosclerotic lesion.

Haberland's monoclonal antibody preparation against malondialdehyde-
modified LOL appears to be specific for the cross-linked lysines, as there
is cross-reactivity between modified LDL (or other proteins) and native or
otherwise oxidised LDOL, HDL, albumin or gamma-globulin.
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DETERMINATION OF DICLOFENAC /VOLTAREN/ CONCENTRATIONS
IN HUMAN- SERUM AND SYNOVIAL FLUID BY HIGH-PERFORMANCE

LIQUID CHROMATOGRAPHY

Je BARISKA, T.B ENDER

Central Laboratory and "A" Department of Rheumatology,
National Institute of Rheumatology and Physiotherepy,
Budapest, Hungary

Topical application of non-steroidal anti-inflammatory
drugs of late years came to the front., Elimination of
systematic side-effects and obtaining of real local
influence put into practice., Abroad for many years put
in circulation gel and cream of ketoprofen, ibuprofen
and diclofenac., Appearance of diclofenac-gél /Voltaren
Emulgel/ is in every respect advantageous., Penetration

of gel or cream may but accelerate with several physico-
therapeutical method. The practical application of ionto-
phoresis method: drug administer witsa el&Cciile cuswent
end for administration of sonophoresis: influx with
ultrasonic treatment. Dissotiated drug molecule ingest
with penetration of anions or cations into percutaneous
and mainly has topically effect.

Diclofenac sodium /Voltaren/ is non-steroidel enti-inflam-
matory drug used in the treatment of rheumatic disease.
The lecture gives sensitive and selective high-performance
liquid chromatography /HPLC/ assays for diclofenac in
biological fluids. Above lumbar region and knee put into
practice ultrasonic treatment and two kind electric currentL

The proposed reverse-phase HPIC assay provides a simple

and sensitive means of determining concentretions of
diclofenac in biological fluids /in human serum and syno-

vial fluids/.
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From the National Institute of Rheumatology and Physiotherapy (Head: @. Balint, M.D.), Department A, Budapest,

Hungary

Diclofenac-Absorption from Voltaren Emulgel through
lontophoresis and Phonophoresis

T. Bender, J. Bariska, Erzsebet Szabo, Judit Kelemen, Andrea Rigo, Illona Hetesi. and A. Zimmerman

Key-words: Voltaren emulgel — penetration — iontophoresis — phonophoresis.

and phonophoretic treatments.

Summary: The authors report their experience with Voltaren emulgel treatment combined with ionto or
sonophoresis. As early as after the first application of Voltaren emulgel and ultrasonic treatment of the lumbar spine,
diclofenac appears in serum. There is no cumulative effect, not even after 5 treatments. Diadynamic or galvanic
currents cause higher drug levels in serum. Treatment of the knee joint with Voltaren emulgel and iontophoresis
resulted in higher drug levels than with sonophoresis: diclofenac was found in the synovial membrane, as well as in
the bone. Voltaren emulgel penetrates the skin well and has proven to be efficient both in the case of iontophoretic

(Eur. j. phys. med. rehabil 1995;5:130-132)

Introduction

In the past few years several publications appeared on the
local use of non-steroid, antiphlogistic drugs (NSAIDS).
Due to the frequent gastric side-effects of oral NSAIDS
(non-steroid antiphlogistic drugs). more and more people
tend to use percutaneously absorbed medicines. The vari-
ous gels, ointments and sprays that are locally absorbed
can be used by themselves or in combination with
physiotherapeutical procedures. Indomethacin, Kketo-
profen, diclofenac and salicylate are among the locally
efficacious NSAIDS that are known to be well absorbed-

Much has been written on iontophoresis and sono-
phoresis, although the literature gives varying figures on
drug absorption. The absorption of non-steroid drugs com-
bined with iontophoresis has had much poorer coverage.-
Medicine has made use of Voltaren for over 15 years: its lo-
cal variant too has been in use for years (1). The primary
aim of a NSAIDS ointment or gel is to achieve a local effect.
It is a realistic demand that the percutaneously used sub-
stance should penetrate the skin, the adjacent connecting
tissue, as well as the joint fluids where it is to generate a lo-
cal antiphlogistic effect (2, 3). Based on the proven, effect
producing mechanisms of iontophoresis and phonophore-
sis, the various kinds of electric current and ultrasound
can improve drug penetration (4). In this paper, we try to
find an answer to the questions of which type of current
should be used in the treatment of the lumbar spine in or-
der to achieve a most distinct drug absorption, and wheth-
er the drug appears in the synovium if used in the knee
joint. The study was done with Voltaren emulgel (Ciba-
Geigy).

Subjects and methods

In the first part of the study, we had 20 participants suffer-
ing from spondylosis lumbalis. 6 patients received paral-

Corresponding address: T. BENDER, M.D.,

National Institute of Rheumatology and Physiotherapy,
Department A, Frankel Leo Street 25-27,

54 Postbox, H-1520 Budapest.

umbar ultrasound treatment (Sonopuls, intensity
0.5 W/cm?, duration 5 min), 9 patients were treated with
diadynamic current (Stimat 200 LP current, 20 min treat-
ment duration, longitudinal treatment procedure with 150
x 150 cm? electrode), and 5 patients were treated with gal-
vanic current (20 min treatment duration with 150 x
150 cm? electrode). Current sensitivity varied between an
average of 10 and 20 mA according to the individual endur-
ance. Between the emulgel layer and the sponge. we placed
a conductor foil. Blood samples were taken half an hour al-
ter the first treatment and half an hour after the fifth treat-
ment. Each time we placed 100 mg of Voltaren emulgel un-
der the electrode.

14 patients with clinically diagnosed knee synovitis partic-
ipated in the second part of the study (11 acute arthroses,
2 rheumatoid arthroses, 1 spondylarhritis ankylopoetica).
5 patients received 6-minutes of peripatellar sonophoretic
treatment at an intensity of 0.5 W/cm? on 5 consecutive
days, while 9 patients received a 20-minute iontophoretic
treatment in the knee joint. Blood was sampled and arth-
rocentesis done after 5 days. Only those patients who had
not been taking diclofenac in the preceding 2 weeks and
had zero-levels of diclofenac in serum participated in the
study.

5 patients suffering from arthrosis genu received treatment
with Voltaren emulgel and a 20-minute iontophoresis (gal-
vanic current) for 4 days before they underwent surgery at
the Orthopaedics Department of our hospital. During the
operation the synovial membrane and bone were removed
and the diclofenac level was measured in the removed ana-
tomic structures. Serum, synovia and synovial membrane
were defined by HPLC (Isco USA, column: Nucleosil C18,
250 x 4.6 mm, globule size 10 micron).

Results

The drug appeared in serum but did not cumulate not even
after the fifth treatment when applied in the paralumbar
region and combined with ultrasound (Tables 4, 5, and 6).
(There was no significant difference measured between the
first and the fifth day.). Diadynamic currents caused high-
er serum levels than ultrasound, yet the most definite
change occured with galvanic currents. After percuta-
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neous applicatioh to the knee joint, the value measured in
the synovium was higher than that in serum (Tables 2 and
3). The difference between the 2 groups was significant in
the synovium (p < 0.05), whereas in serum it was not. After
iontophoresis, diclofenac appeared in the synovial mem-
brane and in the bone as well (Table 1).

Table 1. Diclofenac level in the synovial membrane and in
the bone (ng/ml) (using galvanic current) (n = 5).

Discussion

The use of local, antiphlogistic drugs in combination with
physiotherapeutic treatments is still a matter of discussion
in the literature on physiotherapy. In their paper on steroid
iontophoresis and sonophoresis, Chantraine and Bender

Table 4. The diclofenac level in serum following 1 and 5
consecutive iontophoreses (ng/ml).

synovial membrane bone Diadynamic current (n = 9)
3.820 32.760 First day Fifth day
12.460 117.700 3:750 306.000
18.720 17.140 30.000 37.500
10,200 no data 0.000 20400
10.700 no data LIS 5.350
0.000 192.000
Average :
0.000 297.000
11.180 I | 55.867
0.000 3.160
Standard deviation
I - 0.000 6.250
5.335 54.116 0.000 4.250
Average
Table 2. Changes in the diclofenac concentration in serum 3.7920 L I 97.879
and synovial fluid after 5 consecutive phonophoreses of the P
knee joint (ng/ml). ancarcceviaton
9.922 l 129.833
synovia serum
21.500 3.500
13.000 0.000 Table 5. The diclofenac level in serum following 1 and 5 con-
secutive ph horese. /ml).
17.000 10280 secutive phonophoreses (ng/ml)
12.740 8.100 Ultrasound (n= G)
232.000 79.000 First day Fifth day
Average 3.000 6.600
59.248 | [20.176 3.300 13.750
3.300 9.000
Standard deviation
5.000 6.600
96.637 ] [ 33.125
1.100 1.600
10.000 21.000
Table 3. Changes in the serum and synovial diclofenac Average
oncentration afte > uti > joint i 2Ses
concentration after 5 consecutive knee joint iontophoreses 4.283 l l 9.758
(ng/ml).
Standard deviation
alvanic current (n = 9) 3.063 [ 6.773
synovia serum
1050.000 701.000
> "he diclofe ol in se i 5
240.000 4,800 Table 6. .7 hL‘ diclofenac level in serum following 1 and 5
consecutive iontophoreses (ng/ml).
1078 338.500
21.000 5.000 Galvanic current (n = 5)
First day Fifth day
28.500 30.00
i— 28.400 90.500
. 26.900
41.370 540,500
99. :
399.900 6.700 13.600 120.000
o =
75000 L8750 0.000 14.400
60.000 193.750 4.680 114.000
Average Average
424.933 | | 147.278 17.610 | ] 175.880
Standard deviation Standard deviation
451.089 I 237.270 17.134 ] 208.126
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did not succeed in demonstrating an efficient drug penetra-
tion (5. 6, 7). Gobelet found a minor absorption in the syno-
vium only after 45 minutes of iontophoresis (8) In the case
of salicyl phonophoresis, Dietze found increased salicyl
values in serum (9).

Pratzel demonstrated a significant increase in the serum
concentration of indomethacin with Amuno gel ionto-
phoresis (10) (note that the electrode had a large surface
and the duration of the treatment was 1 hour). It seems ev-
ident, according to figures from the literature, that drug
concentrations in serum and synovia are dose dependent
bothin the case of iontophoresis and phonophoresis. In the
case of current, concentrations depend on the duration of
treatment and on the surface of the electrode, and in the
case of ultrasound on sound intensity. Benson et al. found
gels to transmit ultrasound better than ointments (11).
Radenmacher et al. compared the application of diclofenac
ointment to the knee joint with placebo. They attributed the
increase of synovial drug levels to circulation factors rather
than to direct penetration (12).Vogte et al. studied keto-
profen in the fascia lata and in the muscle as well (13). Bol-
ten obtained rather high standard deviations in the case of
Felbinac gel (14). From our own results with diclofenac.
which no doubt have shown high standard deviations too,
we can deduce that the systemic absorption can play an
important role in drug absorption but current or ultra-
sound can accelerate direct penetration. When using
Voltaren emulgel in the knee joint we have always to con-
sider the anatomic variations e.g. obesity of the patient.
quantity of fluid removed in artrocentesis, basic disease. The
high synovial drug level and the appearance of diclofenac in
the synovial membrane prove the effect on the target organ al-
though there are still many questions waiting to be answered.

Literature Review

Brief literature extracts
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J. Triano, M. McGregor, A. Hondras, C. Brennan: Manipulative Ther-
apy Versus Education Programs in Chronic Low Back Pain. Spine
1995:20:948-955.

Published meta-analyses suggest clinical benefit from manipula-
tion for acute patients. Data are, however, inconclusive for patients
having symptoms for longer than 1 month. A randomised trial was
conducted on a representative sample of patients with untreated
low back pain lasting 7 weeks or longer, or having more than 6 ep-
isodes in 12 months. Its aim was to contrast the effectiveness of
manipulation, a manipulation mimic, and a back education pro-
gramme. Methodological criticisms of earlier studies were ad-
dressed. A total of 1267 consecutive patients were screened. Block
randomisation was used to assign 209 qualifying patients to treat-
ment groups. Self-reported pain and activity tolerance served as
primary outcome measures. Patients were assessed at enrollment,
after 2 weeks of treatment and again after 2 weeks without treat-
ment. Multiple teams conducted recruitment, randomisation, as-
sessment, treatment and data analysis independently without
sharing information. Treatments were carefully described, moni-

tored and balanced for physician attention and physical contact ef-
fects. A total of 81.3% of subjects completed the study. Confound-
ing factors and missing data were identified in approximately 20%
of those completing the final follow-up. Analysis of the remaining
data was carried out. A strong time effect under treatment was ob-
served. Greater improvement was noted in pain and activity toler-
ance in the manipulation group. Immediate benefit from pain relief
continued to accrue after manipulation, even for the last encounter
at the end of the 2-week treatment interval. The authors conclude
that treatment according to a defined plan using manipulation is
effective even in low back pain exceeding 7 weeks’ duration. This
conclusion may well be correct. The majority of published evidence
does support the notion that manipulation works both for acute
and chronic cases. Yet we need more studies like this one to be
sure. Chronic LBP is an expensive condition. Any therapy that is
cost-effective would be more than welcome. We also need to know
which type of patient does and which type does not respond.

E. Ernst, Exeter
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A koffein elimindcié vizsgalatanak diagnosztikus értéke =

<ronikus majbetegségekben

Darnét Gdbor dr.', Nemesdnszky Elemér dr.' és Bariska Jdnos dr.
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Jrszigos Reumatol6giai ¢s Fizioterdpids Intézet, Budapest, I1. Belgy6gydszati Oszidly

osztélyvezet§ fGorvos: Nemesénszky Elemér dr.)!

(6zponti Kémiai Laboratérium (osztdlyvezet§ fSorvos: Juhdsz Péter dr.)?

Mivel a koffein kizdrélag a méjban metaboliz4lédik, az
utdbbi évek irodalmi adatai arra utalnak, hogy a koffein
clinmindcio, mint mdjfunkciés teszt alkalmazhaté. Errc
vonatkozo sajdt tapaszilalatokat 40 mijbetegen (11 kréni-
kus alkoholos hepatitises, 24 cirrhosisos, 5 egyéb, nem
cirrhosisos mdjbeteg) szereztink. Kontrollként nyolc
lzdlt. A cirrhosisos betegeket a Child—Pugh-
Cszerint csoportositottuk. 0,2 g koffein per os
a clGit és azt kovetGen 3, 6, 9 ¢s 12 6ra malva vet-
tink vért a koffein climinicié meghatirozisihoz. Eh-
gyomri €s beadds utin 12 érdval mért szérum koncentri-

cgyén szo

c16t, szérum clecarance-ct, felezési idGt, csucskoncent-
riciot ¢és megoszlisi (érfogatot hasonlitottunk dssze. A
cirrhosissal nem jiré mdjbetegségek esetében a koffein
Kinctikal paraméierck nem mutattak értékelhetd eltérést
a kontrotlokhoz képest. A cirrhosisos betegek koffein
climindcidja szdmottevéen lassult. Eredménycink a kof-
fein climindcid csokkenése és a Child—Pugh szerinti
sulyossdgi stidiumok kozow osszefuggést igazoliak. A
Koffein beadds utin 12 6rival meghatdrozott szérum kon-
centriacid egyszerd ¢és az clGrehaladott stddiumban levs
cck megitélésében hasznosithaté modszer.

mijbet

ANuldesszavek: mdjcirchosis, Child—Pugh-osztélyozds, mdj-
funkciés teszt, koffein climinécid

hepatoldgiai vonatkozdsid diagnosztikus értékd laboraté-
ami tesztek dltaldban a mdj sokirdnyd makodésének csak

‘lerét jelentik, és nem adnak felvildgositdst
dnak teljes kapacitdsdrol. Inaktv sta-
umban levd cirrhosisban példdul a mdjsejickbdl eredd
¢rum cnzimek aktvitdsai akidr normdlisak is Ichetnek a
nndllo jelentos funkcidesdkkenés cllenére. Idalt mdjbe-
¢aben szenvedok életkilitdsait dontéen a mdj akudlis
Jkodésének ereddje szabja meg. A mdj makodését elso-
rhan az dlala termelt plazma Gsszetevok szintézise, vala-
nt bizonyos anyagok mctabolizmusa és kivdlasztdsa ut-
1 vizsgdlhaguk (20). Ismert farmakokinetikdja exogén
vagot alkalmazva a md) mctaboliziloképességét kvanu-
v maodon jellemezheyik (26). Szamos ilyen médszer
nert (bromszulfalein préba, indocianin-zold-teszt, ga-

y-cgy parameterd

18

vosi tletilap 126, évfolyam 18, szdm

Value of caffeine elimination test in the diagnosis of
chronic liver diseases. Data from the past few years have
shown that as caffcinc mctabolizes solely in the liver,
caffcine climination can scrve as a liver function test. We
have collected data by monitoring 40 persons with liver
discascs (11 chronic alcoholic hepatitis, 24 liver cirrho-
sis, 5 non-cirrhotic liver discase). Eight subjects served
as controls. The patients with liver cirrhosis were classi-
ficd according to the Child—Pugh scoring system. To de-
terminc caffeine elimination blood samples were collect-
cd before and at 3, 6, 9 nd 12 hours after oral
administration of 0.2 g caffcine. Fasting scrum caffcine
concentration and concentration 12 hours after adminis-
tration, scrum clearance, half life, pcak concentration
and wlume of distribution have been compared. The
respective values measured in paticnts with non-cirrhotic
liver discases did not differ significantly from the con-
trols. The disappcarance of caffeinc was significantly
decreased in cirrhotics. Our results demonstrated a good
corrclation between impairment of caffeine elimination
and asscsment of severity of liver discase by the Child—
Pugh classification. Mcasuring scrum levels in samples
taken 12 hours after caffeine administration is a simple
and useful method in the diagnosis of liver discascs at
cirrhotic stage.

Key words: liver cirrhosis, Child—Pugh classification, liver
funtion test, caffeine climination

laktéz terhelési proba, D-glukirsav és mentol glukuronid
kivdlasztds vizsgdlata, aminopirin kilégzési teszt, antipi-
rin, szulfadimidin kinctika ¢és lidokain, illetve hexobarbital
metabolizmus vizsgalata), cltegedésiknek azonban gitat
szab bonyolult kivitclezhetOséguk, specidlis miaszer- és
anyagigényuk, illctve csctenként a tesztanyag nemkivina-
tos mecllékhatdsa i1s (11, 16, 1821, 32).

Desmond és misai 1980-ban a kolfcin climinécié szig-
nifikdns csokkenését mutattak ki mdjcirrhosisos betegek-
ben (5). Ezt kdvetden ismertté valt a koffein climindcios
képesség €s a hepatologiat diagnosztikiban hasznalt rutin-
tesztek szamos Osszefuggése méjbetegségek esetében (10,
11, 21, 27, 28). Az eddigi tapasztalatok arra utalnak, hogy
a koffein clearance alkalmas a md) mikroszomadlis mako-
désénck kyvantitativ jellemzésére (29).



1. t4bldzat: Cirrhosisos betegeink adatai a Child-Pugh szerinti csoportositdshoz

¥ Betegek Betegek Betegek
§ pant szdma - 2 et szdma et szdma
szérum bilirubin (umol/l) <34 7 3451 3 >51 14
sz&érum albumin (g/i) >35 2 28—35 7 <28 15
- . terépidra még alig
el nines ¥ 61 rcagél6 ¢ befolyasolhaté !
tudatéllapot tiszta 11 kodos 10 komatézus 3
prothrombin id6 (%) >70 7 40—70 15 <40 2
Child-Pugh-A 5— 6 pont 3 beteg
Child-Pugh-B 7— 9 pont 5 beteg
Child-Pugh-C 10—15 pont 16 beteg

A koffein tesztanyagként vald alkalmazdsa tobb szem-
pontbdl kedvezd: mint dltaldnosan cltergedt élvezeti szer
alacsony dozisban veszélytelentl adhatd, olesé és kannyen
hozzi{érhetd; per os adva gyors és teljes felszivoddst kove-
tocn a szervezet teljes folyadékterében closzlik, csckély
mértékben kotddik plazmafehérjékhez; szinte kizarblag a
mdjban metabolizdlddik, kitarilését nem befolydsolja sz4-
mottevacn a mdj datiramlds vdltozisa és minimdlis a vize-
lettel 16rténé kozvetlen kitarulése (4, 12, 25, 26).

A szérum koffcin koncentrdcid a gydgyszer szintek mo-
nitorozdsdnak clterjedésével mindinkdbb hozziférhetd
magasnyomdsu folvadékkromatogrifids technika (HPLC)
scgitségével nagy pontossdggal meghatdrozhaté (17, 31). A
koffcin climindcid jeliemzésére a szérum (plazma) clea-
rance (1, 13, 25, 34), a nydl koffcin clearance (13, 28), a vi-
zcleutel Grdlo koffein metabolitok meghatdrozdsa (3) €s
rendszeres kivéfogyasziok ¢hgyomr koffein szingje (21,
22, 27) cgyardnt alkalmas. A koffcin climinécié kinctikai
paramélerei kozul a beadds utdn 12 6rdval mért szérum
koncentrdciét tartjdk az egészséges egyének és a mijbete-
gek elkilonitésére legalkalmasabbnak (21, 29).

Beteganyag és modszer

A koffein-teszt diagnosztikus ériékénck megitélése céljabol vizs-
gélatainkban 40 krdnikus méjbeteaséghen szenvedd ¢s 8 kontroll
cgyént vontunk be. Mcegeldzden végzett komplex vizsgélataink-
kal 24 betegben cirrhosist diagnosztiz4ltunk (B3 ffi, 11 né6, 4tlag-
¢letkor 53 €év), 11 betegnek krénikus alkoholos hepatitise (7 {fi,
4 ng, dtlagdletkor 46 ¢v), 5 betegnek cgyéb, cirrhosissal nem tér-
suld madjbetegsége volt (2 ffi, 3 ng, dilagéictkor 63 ¢v). A 8 kontroll-
ként szerepld, alkoholt rendszeresen nem fogyasztd személynck
cayb, a muij mikaddését nem €rintd betegsége volt (3 fTi, 5 nd, &lag-
¢letkor 62 ¢v). Vizsgdlatinkba olyan cgyéneket vontunk be, akik-
nck eyvaywerfogynszuisdt Stmencetileg fel wdtuk fuggeszteni.

A cirrhosisos betegeket a Child—Pugh-kritériumok szerint
(10, 26) hirom sulyossdgi csoportba soroltuk (1. rdbldzar). A
vizsgdit személyck szokdsos koffein fogyasztdsit nem befolydsol-
va ¢hayomri szérum Koffein szintet ménink, majd 24 6rés kof-
fein absziinencia utdn regeel ¢hgyomorra 0,2 g koffeint (2 X 0,1
g tabletta) adtunk per os. Tovdbbi 12 6rés koffcin absztinencia so-
rdn 3, 6, 9 ¢és 12 6ra muilva vett vérbdl hatdroztuk meg a szérum
koffcin koncentriciot.

A meghatdrozist magasnyomésa  folyadékkromatogréfids
md&dszerrel (ISCO CIS Nucleosil oszlop, 002 érzékenység, 7,3
MPa nyomds, 2 mi/pere dufolydsi scbesség, 10 ul hurok, 280 nm
UV dctektor) végeztiik.

/

A koffcin climincié jellemzésére az ¢hgyomri és a beadds
utdn 12 6réval mén szérum-koncentrdci6k mellett a McdUSA
TM (CheMicro Ltd.) cgy kompartment per os modell scgitségé-
vel szidmitott megoszlési térfogatot, fclezési i1d6t, csicskoncent-
récidt ¢s a koncentrdci6—id6 fuggvény gorbe alatti teriletbdl
(AUC) a dbzis &s a testsuly ismeretében a Cl = D/AUC/testsuly
képlet alapjdn clcarance-ct hatfroztunk meg (11).

A statisztikai feldolgozds sordn szdmtani dtlagot (x) ¢és szdrdst
(SD) szdmitottunk, illctve Mann—Whitney szerinti szignifikan-
cia probdt alkalmaztunk. Szignifikdnsnak tckintettik a p<0,05,
crésen szignifikdnsnak a p<O,X)5 cscteket (14). A paraméierck
kozoui osszefuggést Specarman-féle rangkorreldcié vizsgélatal
clemeztik (r: korrcldcids cgyttthato).

Vizsgélataink az ORFI Etikai Bizoitsdga jévihagydsdval tor-
téntck.

Eredményck

A 2. tdbldzar a Child—Pugh szerinti beosztdsndl figyclem-
be vett Jaboratériumi paramétercken kivil a méjbetegsé-
gek diagnosztikdjaban leggyakrabban haszndlt SGOT,
GGT ¢s ChE aktivitasokat tinteti fel a viszgdlt csoportok
szerint.

A cirrhosisos betegek ¢rickei a kontrollokétdl szigni-
fikinsan kulonboznek. A Child—Pugh-kritériumként sze-
replo laboratériumi Ieletek meliett a kolineszierdz aktivilds
mutat Osszefuggést az 4épiléses mdjbetegség stddiumdval.
A kompenzalt dllapotban levo Child—Puhg-A stidiumd
cirrhosisos betegek laboratériumi értéker nem kilénboz-
nck szamottevéen a cirrhosisos betegekben észleltektol.

Az I. dbra az cgyces belegségesoportok koffein beadds
utdni dtlagos szérum koncentraciéit mutatja az 1dé fuggvé-
ny¢ben. Lathaté, hogy a deckompenzalt cirrhosisos bete-
gekben késabb alakult ki a szérum koffein csucskoncentrd-
ci6ja, mint a kontroll, illctve a cirrhosissal nem jaré
mdjbetegségben szenvedd és a kompenzdlt stddiumban
levo cirrhosisos betegekben. A Child—Pugh-A stadiumi
cirrhosisos betegek koffein koncentracior emelkedetick,
dc a kontrollokhoz, illetve a cirrhiosissal nem jar6 miéjbe-
tegségben szenvedokhoz képest az cliérés statisztikailag
nem szamouevo.

A 3. 1dbldzar a koffcin kinctika jellemzdit urtalmazza;
a cirrhosisos belegek esctében észlelt ¢hgyomri szérum
koffein koncentridcid, csucskoncentricid, a beadds utin 12
4raval mént koncentrdcié ¢s a megoszlasi térfogat maga-



2. tdbldzat: Mdjbetegek €s kontrollok laboratériumi paraméterci

. Vizsgalati Betegek Szérum Albumin SGOT GGT Che Prol}}rombin
csoport szdma bilirubin id6
. (n) (umol/T) (&M un (un (KU/M) (%)
Normél értékek 5—17 35 —45 5—37 5—50 30—-9,0 90 — 100
Koatroll 8 136 36,2#£1,8 232ES 44 126 6,6 1,4 97+L3
IKrénikus
alkoholos 11 1811 31,3 k5,3 89 1+ 66 349 1 2183 49+t 1,6 W0 E7
hepatitis
Cirrhosis
Osszes 24 126 £ 134 27,6 £ 4,9 118 + 80 468 1 475 2.0+ 1,5 64 + 19
Ch-P-A 3 316 30,6 £ 3,2 99 + 10 553 4393 335622 80 + 20
Ch-P-B 5 354 34 28,2 £+ 3,9 79 £ 81 427 £ 480 3,54 1,8 85+ 12
Ch-P-C 16 172 £ 144 25,3 44,3 134 1 84 465 £ 511 1,5 £ 0,9 55#£ 17
Egycéb
mijbeteg- 3 91 %+ 63 30,2+ 1,8 197 £ 101 552 £ 399 322220 866
s€gck

ChE = kolineszteréz; Ch-P-A = Child-Pugh-A; Ch-PB = Child-Pugh-B; Ch-P-C = Child-Pugh-C
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hoz, illetve a cirrhosissal nem jar6 miéjbetegségckben
szenvedGk értékeihez képest, a kilonbség minden esetben
szignifikdnsnak bizonyult.

A vizsgélt koffein-kinctikai paraméterek a megoszlési
térfogat kivételével a cirrhosisos Child—Pugh szerinti sd-
Iyossagéaval szoros korreldciot mutatnak.

A rutinszerden vizsgdlt laboratériumi paraméterck ko-
zil a prothrombin, az albumin és a kolineszterdz értékek
mutattak szignifikdns korreldcidt a koffein elimindcid jel-
lemzaivel.

A kolineszterdz aktivitds és a clearance, valamint a
prothrombin 1d6 s a megoszldsi térfogat kdzot egyenes
ardnyu Osszefuggést a 3/a s 3/b dbra mutatja, a kolinesz-
terdz aktivitds és a csticskoncentricié, valamint a kolinesz-
terdz aktivitas ¢és a felezési 1d6 forditott ardnyd Osszefuggé-
se a 3/c és 3/d dbrdn lithald.

A kroénikus alkoholos hepatitiscs betegek, az cgyéb
mdjbetegségben szenveddk és a kontrollok koffein-kine

Cirrhosts hepotitis

2. &bra: A koffcin beadds utdn 12 érdval mért szérum koffcin
koncentriciék betegségesoportok szerint

tikai paraméterel nem kilonboztek értékelhetden. Kavéfo-
gyasztdssal, dohdnyzissal, korral és ncmmel Gsszefuggd
koffcin climindci6 viltozdst sem a kontrollok, sem a mdj-
betegek kozott nem éEszlelink.

Megbeszélés

Mivel a rutin Klinikai diagnosztikaban alkalmazott labora-
t6ériumi paraméterek statikus jellemzdk, a méj funkciond-
lis allapotdnak megitélését nem teszik Ichetové. Irodalmi
adatok utalnak arra, hogy a koffcin climindci6s préba a
mdjcirrhosis stddiumdnak ¢s kérj6slatdnak megitélésére

8



3. tébldzat: Mdjbetegek 1€s kontroilok koffeine limindciés paramtcrct

- Betegek
Vizsgilati doS}?ﬁé:;;b y Cs Lo Ca i Vi cl
csoport nemdos (mg/1) (mg/l (mg/) (h) (%) (uUmin/kg)
hidnyz6
Kontroll 8 3/5 0,48 £+ 0,62 3,49 £ 1,69 1,35 10,16 5,45+3,4 56,8+ 17,0 1695 = 440
Krénikus
alkoholos 11 6/5 0,89 £ 0,69 290+0,8 1 ,1210,61 6,42 2,98 67,1 £34,9 1193 =+ 509
hepatitis
Cirrhosis
Osszes 24 12/12 6,06+ 7,17 10,56+ 8,76 8,43+t 8,6 18,7 £ 160 31,5t L24,4 282,34+ 260
Ch-P-A 3 2H 0,95 £ 0,88 4,10 1,34 272%0,7 98 58 420+32,9 833 £ 363
Ch-P-B 5 3712 6,6 £ 1,42 997+ 3,79 S5,7114.2 13,7 £ 4,8 20,5+ 13,5 292 =+ 380
Ch-P-C 15 7/9 765z 8,39 13,08 £ 10,2 10.35 £ 9,8 21,91+ 19,0 244+ 17,4 176 =X 2,11
LEgyéb
méjbeteg- 5 213 0,10 £ 0,14 2,71 10,85 1,6811,2 6451 0,33 61,54+21,9 1555 = 657
séack

Co = ¢hgyomri szérum koflcin konc.; Crax = szérum koffcin csGeskoacentréci6; Cpy = a bead4s utdn 12 h-val mért sz&rum koffcin koncent-
ricid; Tin = a koffcin fclezési ideje a szérumban; V4 = a szdmitott koffcin megoszldsi térfogat a testtdomeg %-4ban; Cl = a szérum
koffcin cleamnce (tesstomeg kg); Ch-P-A = Child-Pugh-A; Ch-PB = Child-Pugh-B; Ch-P-C = Child-Pugh-C

) = LIS
. * 1t = -0,L762
r=0.43¢3 - 30+ n= 30
. n= 30 i p<0.05
= p< 0.05 = *
= ol o 0+
2 =
ST o L e .
‘7 3 o . e . . - Lad
| _ . - ~ ® - - " * o -
L ) % B SN R T3 (LN W e,
Pt : | 2 3 a 5 6 2 8
O PPN s [ L ! L ChE KU1
1 L 5 6 7 8
ChE KU1~ 3/c. dbra: A kolincsztcrdz aktivilds €s a csicskoncentricid
osszefuggésc

3/a. dbra: A kolincszterdz akjtivitds ¢s a clcarance
Osszefliggése

A, b)
s B ‘ r =0.5916 :
=, S = 30 .
!‘ 0005 ] i
| o 2 ol - | - B
il . { .
B . c 3 . r= 05019
S0 n= 30
° P p< 005
. B wol
.‘ x . }
c L 4
30+
i {
~ | Ll E
& L] P~ ;'J}“' . .
° ° o | % - .
Hot . . ¢, Pw @
oL 1 ! | i 1 L P . . R
55 60 70 80 90 10 o R g 0 g @ g & i
. i z 3 L 5 5 7 8
Proth. °/. ChE KU1
3/b. dbra: A prothrombin idé és a megoszlési térfogat 3/c. dbra: A kolincszterdz aktivitds és a fclezési id6
Osszefiiggése osszefuggésc
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hasznalt Child—Pugh-bcosztdssal korrcldciét mutat (K0,
25, 26).

A koffein (1,3,7-trimctil-xantin) lebomlés clsG 1épése
sordn cgészségesckben 70—83 %-ban 3-N-demetildcid at-
jdn paraxantin (1,7-dimctil-xantin), 12%-ban tcobromin
(3,7-dimctil-xantin), 4 %-ban tcofillin (I,3-dimctil-xantin),
"iscbb részben cgyéb metabolitok képzadnek (2, 4). ElG-
rchaladott méajbetegségekben clsgsorban a 3-N-demeti-
1416 mértéke csokken (10). Ezt a metabolikus 1épést az an.
policiklikus aromds szénhidrogének 4ltal indukilhaté ci-
tokrom P-450 alcsoport (P-4501A2) katalizélja (I, 3). Ez
az indukdlhatd enzim toxikoldgiai &s farmakolégiai jelen-
10séggel bir, amennyiben fokozott aktivitdsa sszefuggésbe
hozhaté karcinogén ¢s teratogén drtalmakkal (2, 3). A do-
hanyfist t6bb policiklusos aromds szénhidrogén-vegyile-
et tartalmaz ¢s ismert a dohdnyz4s koffcin clcarance—ct
fokozd hatdsa (30). Az cgészségesckben megfigyclt do-
hinyzdssal Osszefliggo koffcin climinécié fokozddés cldre-
halzdott mdjbetegeckben nem igazolhaté (28). A vizelet
paraxantin—teofillin—tcobromin ardnydbol cnnck a poli-
ciklusos aromds szénhidrogének lul indukéihaté cnzim-
nck az akuvitdsdra kovetkezicthetink (3). Enzimindukcids
hatisok, fenotipusbeli kilonbségek (pl. acctildtor fenoti-
pus) ¢s majbetegségek befolydsoljik a gydgyszerek meta-
nolizmusdt ¢s felelasek Ichetnek nem wvdrt, illctve toxikus
hatisok jelentkezéséén (7, 8, 9, 15).

A midjbetegek csOkkentett gydgyszeradagjinak megdl-
lapitisdhoz szimos probdlkozis cllenére a klinikum szé-
miira alkalmas médszer nem &l rendetkezésinkre, a jelen-
{cg haszndlt biokémiai (esztek erre nem alkalmasak (8, 1,
15). Mdjbetegek csokkent koffein climindcids képességé-
bCl a- gydgyszermetabolizdld képesség csokkenésére ko-
vetxeztethetink (21). A vizeletben taldthaté bizonyos kof-
fcin - mctabolitok ardnydb6l az acctilitor fenotipus
fchismerhetd (4). Ismert inzimindukci6t okozd gydgysze-
rck (pszichofarmakonok, anticpileptikumok, anaigetiku-
moX), melyek a mdjfunkcié megitélésében szintén haszné-
latos  hecxobarbital, aminopirin, antipirin  kiGralését
fokozzdk, a koffcin metabolizmusdt nem befolyédsoljak (1,
33). Nem észleliek viltozdst a koffein farmakokinetikdjé-
bun acetildtor fenotipus szerint (9). Cimetidin €s ranitidin
alkalmazdsaker koffein climindcid fokozddist, ordlis anti-
Xoncipicens szedésckor csokkendst figyeltck meg (3, 10).
Roffcin climindcids csGkkenést tapasztaltak intenziv osztd-
Ivon kezelt szivinfarktuson diesett, hasi maiét utdn levo,
widogyulladdsos, gydgyszermérgezett, illetve sokkos bete-
ccknél mdjbetegség fenndlldsa nélkal is (24).

Doppingvizsgilatok sordn derilt ki a fokozott fizikai
aktivitds koffcin clearance-ct csokkentd hatdsa (6). Felbo-
rult anyageseréjd diabetescsckben nem észleltek viltozdst
a Koffein metabolizmusidban (35). Mdijtranszplanticidra
wirok kozott a metabolikus makodést jelzG tesztek szoros
korreldcidt mutattak a rovid tdva progndzissal, dc a
transzplanticid utdn a korat szovddményck észlclésében
nem nyujtottak segitsézet (16, 19). A csdkkent metaboli-
ziloképesség clorchaladott mdjbetegség jele és invaziv
dingnosztikus beavatkozdsok szikségességét veti fel (32).
RKrénikus mdjocetegekben a funkciondlis probédk és a rutin-
szeruen haszndlt biokémiai tesztck kapesolatdt vizsgdlva

csak a szérum albumin szint és az antipirin fclezési id3, va-
lamint a szérum bilirubin ¢s a szuifadimidin felezési idG
értékei kozott igazolédotlt szignifikdns korreldcié (11).

A XofTcin clearance és a prothrombin, albumin és bili-
rubin énékek kozott statisztikailag értékelhetd sszeftggés
mutathaté ki (10).

Vizsgdlatainkkal az irodalmi adatokkal Gsszefuggd
ercdménycket kaptunk, melycket Gsszefoglalva clmond-
hatjuk, hogy a koffcin climinici6 vizsgdlata cgyszerd és
veszélytelen médszer a mdj mcuabolizdloképességének
meghatirozdsira. A Child—Pugh szerinti beosztdsban
szerepl$ Klinikai jellemzdk (ascites, tudatdllapot), vala-
mint laboratériumi lelctck (szérum bilirubin, prothrom-
bin, szérum albumin) mecllett azokkal cgyutt scgiti az dt-
épuléscs mijbetegség stddiumdnak pontosabb meghatd-
rozdsdt. A vizsgalt koffcin Kinctikai paramétcrck minde-
gyike szignifikdns cliérést mutatott a cirrhosisos betegek
és a cirrhosissal nem jard mdjbetegségben szenveddk, il-
letve a kontroilok kozott. A koffcin climindci6 progressziv
csokkenése figyelhetG meg a cirrhosis eldrehaladottabb
formdiban s cz a valtozds a Child—Pugh szerinti sulyos-
ségi stidiumokkal 6sszefUggdst mutat. Az cljdrds a cirrho-
sissal nem jdré mdjbetegségeken beltli finomabb clki-
16nitésére nem alkalmas és nem ad felvildgositist a mdj-
betegség credeténdl €s az aktivitds fokdrél. A felezési 1dg,
clearance, megoszlasi térfogat ¢s csucskoncentréci6 isme-
rctéhez 10bbszon vérvétel és mérdés, valamint farmakoki-
nctikai szamitdsok szukségesck. Tapasztalatunk szerint a
gyakorlat szdmdra joval cgyszerdbb és szintén informutiv
12 érds koncentricié meghatdrozis ajdnloit. Az ugyancsak
cgyszerd ¢hgyomri koffein szint meghatdrozds a rendsze-
res kdvéfogyasztd cgyénck csctében Wjékoziatd informi-
ciét ad. A koffcin-teszt diagnosztikus ért¢ke mellett a mdj-
betegek gydgyszeres teridpidju sordn a do6zis meghatiro-
zdsdban, valamint a krénikus mijbetegségek prognézisé-
nak megilélésében is scgitséget nydjthat.

Koszonctnyilvdnfids: Koszonctinket fcjezzik ki dr. Réna Kiél-
minnak &s dr. Ary Kornélidnak (Hajnal Imrc Egészségtudom4-
nyi Egyctem I. sz. Belklinika Klinikofarmakolégiai részlcg), dr.
Ratk6 Istvdnnak (MTA SZTAKI) & Major Tamdsnak (Gébor D¢-
ncs Mdszaki Informatikai Féiskola) szakmai tanicsaikén, illctve
statisztikat szdmitdsok civégzéséén.

A unulminy a ,,LaboratSriumi vizsgdlatok kutatdsa és alkal-
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Dr.Bariskse Jénos, Schorm Joldn
ORFI Kézponti Laeboratdrium Budapest

Alkdli foszfatdz izoenzimek szétvdlasztdsa

ORWO ET loo hordozd fdlidn

A méretre vdgott ORWO ET loo fdlidra agardz réteget
ontink:

Agardz réteg Osszetétele:

5,5 ml 1%=-o0s agardzt ontink ki a 75 x loo mm nagy-
sdgu OREQ félidra. Az agardzt Barbitdl pufferben old-

juk, amely 1,2 %-os. /pH=8,6, ionerdsség: 0,05/

Az agardz gélre sablon segitségével 5 ul szérumot visziink
fel s hagyjuk bediffunddlni .

Futtatds: ideje 30 perc , loo V mellett

A futtatdshoz haszndlta puffer Ssszetdtele:

50 mnol/1l Trishydroxymethylaminomethan

50 mmol/1l Na-diethylbarbiturdt
14 mmol/1 Barbital
0,1% Triton X / v/v/

FPuttatds utdn a lemezt a szubsztrdt és a festék elegyébe tesz-
szilk , ebben 41l 30 percet szobahdmérsdékleten

Szubsztrdt Ssczetétele: 2 mg Naphthylic-acid-phosphate per m:

Festék: 1 mg Fast Blue BB per ml . ~zeket 60 mmol/l borat-

pufferben oldjuk, amelynek pH=-ja 9,7.
Fixdléds: 5 perc
metanol:ecetsaviviz = 375 : 25 : loo elegyben

, > ’ o—-
Széritds: 9o C ~OH.

MILpq 41, NAGYGYULERE SZOMBATHELY September 26,27,28., 1991,
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.

Albumin ©-1 ©-2 Beta Gamma N

«-2  Beta Gamma

Low Alpha-1 Antitrypsin Acute Inflammatory
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Chronic Inflammatory Nephrotic Syndrome Hypogammaglobulinemia

Albumin 7 Gamma Albumin o-1 o-2 Beta Gamma Albumin o-1 -2 Beta Gamma
Monoclonal Gammopathy Polyclonal Gammopathy Cirrhosis

Albumin «-1 -2 Beta Gamma Albumin -1 -2 Beta Gamma

Protein Losing Malignancy Severe Hepatic
Gastroenteropathy



Normal HRE Pattern

\ \

9 10 11 12

Zones
1. PREALBUMIN ZONE

2. ALBUMIN ZONE

3. ALBUMIN-ALPHA-1 INTERZONE

4. ALPHA-1 ZONE

5. ALPHA-1-ALPHA-2 INTERZONE

6. ALPHA-2 ZONE

7. ALPHA-2-BETA-1 INTERZONE

8. BETA-1 ZONE
9. BETA-1-BETA-2 INTERZONE
10. BETA-2 ZONE

11. GAMMA-1 ZONE

12. GAMMA-2 ZONE

Proteins listed in () are normally found in too low a
concentration to be visible in a normal pattern.

Serum Proteins Found in Zones
- Prealbumin
- Albumin

- Alpha-lipoprotein,

(Alpha-fetoprotein)

- Alpha-1-antitrypsin,

Alpha-1-acid glycoprotein

- Ge-globulin, Inter-alpha-trypsin

inhibitor, Alpha-1-antichymotrypsin

- Alpha-2-macroglobulin, Haptoglobin

- Cold insoluble globulin,

(Hemoglobin)

- Transferrin
- Beta-lipoprotein
-C3

-IgA, (Fibrinogen), IgM

(Monoclonal Ig’s, light chains)

-1gG, (C-reactive protein)

(Monoclonal Ig’s, light chains)




Normal Urine Patterh

Serum Ref.

Urine

T.P. — 10mg/dl

Concentration factor — 100x

Zones

1. PREALBUMIN ZONE

2. ALBUMIN ZONE

3. ALBUMIN-ALPHA-1 INTERZONE

4. ALPHA-1 ZONE

5. ALPHA-1-ALPHA-2 INTERZONE

6. ALPHA-2 ZONE

7. ALPHA-2-BETA-1 INTERZONE
8. BETA-1 ZONE
9. BETA-1-BETA-2 INTERZONE

10. BETA-2 ZONE

11. GAMMA ZONE

Proteins listed in () are normally found in too low a

concentration to be visible in a normal pattern.

Urine Proteins Found in Zones

- Albumin

-(Alpha-1-antitrypsin)

(Alpha-1-acid glycoprotein)

- (Zn-alpha-2-glycoprotein)

-(Alpha-2-microglobulin, seen as

two bands)

-(Transferrin)

- (Beta-2-microglobulin)

-(IgG, IgA, light chains,

lysozyme, gamma trace)




Normal CSF Pattern

Serum Ref. ' * ! I I .
' 1

CSF

T.P. — 44 mg/dl
Concentration factor — 80x

Zones CSF Proteins Found in Zones

1. PREALBUMIN ZONE -Prealbumin

2. ALBUMIN ZONE - Albumin

3. ALBUMIN-ALPHA-1 INTERZONE

4. ALPHA-1 ZONE - Alpha-1-antitrypsin

5. ALPHA-1-ALPHA-2 INTERZONE

6. ALPHA-2 ZONE

7. ALPHA-2-BETA-1 INTERZONE

8. BETA-1 ZONE - Transferrin

9. BETA-1-BETA-2 INTERZONE
10. BETA-2 ZONE - Beta-2-transferrin
11. GAMMA ZONE - IgG (oligoclonal bands)

(Gamma trace seen as a distinct
band at the extreme cathodal end)

Proteins listed in () are normally found in too low a
concentration to be visible in a normal pattern.
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LD Isoenzymes

LD1 LD2 LD3 LD4 LD5 LD1 LD2 LD3 LD4 LD5

Myocardial Infarction Pernicious or
Hemolytic Anemia

At

LD1 LD2 LD3 LD4 LDs LD1 LD2 LD3 LD4 LD5 LD1 LD2 LD3 LD4 LD5

Pulmonary Infarction Active Liver Disease Malignant Tumor-Shock
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Lipoproteins

Alpha Pre-Beta Beta Chylomicrons Alpha Pre-Beta Beta Chylomicrons Pre-Beta Beta Chylomicrons

Typel Type Ila Type IIb

Pre-Beta Beta Chylomicrons Alpha Pre-Beta Beta Chylomicrons Alpha Pre-Beta Beta Chylomicrons

Type I11 Type IV Type V




Alpha Pre-Beta Beta Chylo. ) Chol. Trig.
Patient's Age
% % % mg/dL | mg/dL
100—T— 100~ T 1007 100 T Serum Appearance [J Cilear 500 600
| | | L 0O Turbid
D Cloudy
L - L -
L | L | Normals (%) Patient (%)
500
& - r & TFotal =00 sLwaeEaes 100
75 +— 75 - 75 75 t—
Alpha (28-40) ... ......
- o L L
4
4 L. B - preBety (V2 21) .. un, e 00
i r r N Beta (45-56)  ......... 300
Chylo. (0-2) .. ... ....
50 50 - 50 (— 300
i i i PROBABLE PHENOTYPE:
8 - 200
r B 200
- - o
25 (- 25 | 25 |-
L L - 100
100
L L L
1 i I i B NORMAL RANGES
o (1]

NOTE: These values are typical. Each
laboratory should establish its
own expected ranges.
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HDL Cholesterol

HDL VLDE LDL

Average Risk Increased HDL - Low Risk Decreased HDL - High Risk
Total C/HDL Ratio = 5.0 Total C/HDL Ratio = 3.0 Total C/HDL Ratio = 13.0
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Nyilatkozat

Hozzd jdrulok ahhoz, hogy Dr. Bariska Jdnos - aki

e Jézsef Attila Tudomdnyegyetem Természettudomdnyi Kara
Molekuldris és Sejtbioldgia Doktori /PhD/ programja
keretében Doktori /PhD/ fokozet megszerzéséért for-
dult - beadott disszertdcidjdban az aldbbi publi-

kdcidkat felhaszndlja:

J.Bariska, T.Bender:

Determination of Diclofenac /Voltaren/ concentrations
in human serum and synoviel fluid by HPIC.

Labordiagnosztikei Tédrsesdg Kiadvénya 174 ,3./1990/.
T.Bender.,, J.Bariska et.al.:

Diclofenac-Absorption from Volteren EZmulgel throught
Iontophoresis and Phonophoresis

furopean Journal of Physicel and Rehebilitation

130-132. 174/1992/.
Szeket az eredmenyeket nem haszndltam fel tudomdnyos mindsités

megszerzésére, és nem is kivénom felhasznalnl. .,-Zl_Q\

Bp.1998.,02,16, o~*:é aze 3 10oo*'vos




Nyilatkoza

Alulirott, Dr. Darndt Gé&bor hozzdjérulok shhoz,
hogy Dr. Bariska Jénos & PhD fokozat megszerzése céljd-
bS8l beadott disszertdcidjdben az aldbbi publikdeidt

felhaszndlje:

Darndt Gédbor dr., Nemesdnszky Elemér dr., Bariska Jénos dr.:

A koffein elimindcid vizsgdlatédnek diegnosztikus értéke a

krénikus mdjbetegségekben

Orvosi Hetilap 927-931, 18. /1995/.

A fenti publikdcid eredményeit nem haszndltem fel és nem is

kivdnom felhaszndlni tudomdnyos mindsités nmegszerzésére,

PRRETES s

Bp,1998» o2, 13. Dr., Darndét Gébor





