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(54) Способ определения активности маннан-связывающих лектин-ассоциированных сериновых протеаз
в тесте коагуляции фибриногена
(57) Реферат:

Изобретение относится к клинической
иммунологии и гемостазиологии и касается
определения активности маннан-связывающих
лектин-ассоциированных сериновых протеаз-1 и
2 (МАСП-1,2) в тесте коагуляции фибриногена.
Способ определения активности маннан-
связывающих лектин-ассоциированных
сериновых протеаз-1 и 2 (МАСП-1 иМАСП-2) в
тесте коагуляции фибриногена, включающий
использование ЭДТА-плазмы в качестве
источника фибриногена МАСП-1 и МАСП-2, а

в качестве активатора лектинового пути системы
комплемента используют дрожжевой маннан,
реакцию активации МАСП запускают
добавлением 25 мкл 10% раствора CaCl2
разведенного (1:31) к 25 мкл пулированной
ЭДТА-плазмыкрови здоровых доноров и 50мкл
трис-имидазолового буфера, рН7,4, затем степень
коагуляции фибриногена определяют как
разность изменения мутности пробы при 450 нм
после 45 минутной инкубации при 37°С, степень
коагуляции оценивают относительно пробы,
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содержащей человеческий тромбин вместо
исследуемой плазмы крови человека,
максимальную абсорбциюфибринового сгустка,
полученного с тромбином, при 450 нмпринимают
за 100% коагуляцию фибриногена, при этом
коагуляцию до 25% считают низкой активностью
МАСП-1 и МАСП-2 в тесте коагуляции
фибриногена, от 26% до 49% - как среднюю
активность МАСП-1 и МАСП-2 и выше 50% -

как высокую активность МАСП-1 и МАСП-2 в
тесте коагуляции фибриногена. Изобретение
обеспечивает расширение арсеналалабораторных
скрининг-тестов для диагностики
гиперкоагуляции и угрозы тромбоза,
обусловленных высокой функциональной
активностью МАСП-1,2 в тесте коагуляции
фибриногена. 4 табл., 2 пр.
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(54) METHOD FOR DETERMINING ACTIVITY OF MANNAN-BINDING LECTIN-ASSOCIATED SERINE
PROTEASES IN A FIBRINOGEN COAGULATION TEST
(57) Abstract:

FIELD: clinical immunology; haemostasiology.
SUBSTANCE: invention relates to determining the

activity of mannan-binding lectin-associated serine
proteases-1 and 2 (MASP-1,2) in a fibrinogen
coagulation test. A method for determining activity of
mannan-binding lectin-associated serine proteases-1
and 2 (MASP-1 and MASP-2) in a fibrinogen
coagulation test, involving the use of EDTA plasma as
a source of fibrinogen MASP-1 and MASP-2, and as
the activator of the lectin pathway of the complement
system used is yeast mannan, activation of MASP
activation is started by adding 25 mcl of 10 % CaCl2
diluted (1:31) solution to 25 mcl of the fused EDTA-
blood plasma of healthy donors and 50 mcl of tris-
imidazole buffer, pH 7.4, then degree of fibrinogen
coagulation is determined as difference of change of

turbidity of sample at 450 nm after 45 minute
incubation at 37 °C, degree of coagulation is evaluated
relative to sample, containing human thrombin in place
of human blood plasma analyzed, maximum absorption
of fibrin clot obtained with thrombin at 450 nm is taken
as 100 % coagulation of fibrinogen, wherein
coagulation to 25 % is considered low activity of
MASP-1 and MASP-2 in fibrinogen coagulation test,
from 26 % to 49 % as average activity of MASP-1
and MASP-2 and higher than 50 % as high activity of
MASP-1 and MASP-2 in fibrinogen coagulation test.

EFFECT: invention provides extending the range
of laboratory screening tests for diagnosing
hypercoagulation and thrombosis threat caused by high
functional activity of MASP-1,2 in fibrinogen
coagulation test.

1 cl, 4 tbl, 2 ex
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Изобретение относится к клинической иммунологии и гемостазиологии и касается
определения активности маннан-связывающий лектин-ассоциированных сериновых
протеаз-1 и 2 (МАСП-1,2) в тесте коагуляции фибриногена.

Система комплемента представляет собоймеханизмраннего реагирования, служащий
для инициации и усиления воспалительной реакции в ответ на микробную инфекцию и
другие острые повреждения [1].

Несмотря на то, что активация комплемента обеспечивает весьма эффективную
первичную защиту от потенциальных патогенов, активность комплемента, которая
вызывает защитную воспалительную реакцию, может также представлять
потенциальную угрозу для организма хозяина [2,3]

Например, протеолитические продукты С3 и С5 мобилизуют и активируют
полиморфноядерные нейтрофилы. Эти активированные клетки являются
неспецифичными при выработке разрушающих ферментов и могут привести к
поражению собственных органов. Кроме того, активация комплемента может привести
к накоплению цитолитического комплекса, терминальных компонентов комплемента,
как на микробных клетках-мишенях, так и на соседних клетках организма хозяина, что
приводит к лизису клеток организма хозяина. Система комплемента принимает участие
в патогенезе многочисленных острых и хронических заболеваний, включая: инфаркт
миокарда, реваскуляризация вследствие нарушения мозгового кровообращения,
респираторный дистресс-синдром у взрослых, поражение вследствие реперфузии,
септическийшок, капиллярное кровотечение вследствие термическогоожога, воспаление
вследствие кардио-легочногошунтирования, отторжение трансплантата, ревматоидный
артрит, рассеянный склероз, прогрессирующая миастения, и болезнь Альцгеймера.
Почти во всех перечисленных случаях комплемент не является непосредственной
причиной данных заболеваниях, но представляет собой один из серьезных факторов,
вовлеченных в патогенез. Тем не менее, активация комплемента может быть главным
патологическим механизмом и представлять собой эффективный показатель для
клинического контроля примногих указанных выше заболеваниях. Растущее признание
важности комплемент-опосредованных поражений тканей при множестве болезней
подчеркивает необходимость создания эффективныхмедикаментов для ингибирования
комплемента. В настоящее время не существует официально одобренных для
использования человеком медикаментов, которые бы имели специфическую
нацеленность и ингибировали бы активацию комплемента.

Известно, что система комплемента может быть активирована тремя различными
путями: классическим, лектиновым и альтернативным. Классический путь активации
системы комплемента инициируется при связывании антитела с инородной частицей
(т.е., антигеном) и, таким образом, требует предварительного воздействия данного
антигена для генерации специфического антитела. Поскольку активация классического
пути связана с развитием иммунной реакции, классический путь активации является
частью приобретенной иммунной системы. В отличие от этого, лектиновый и
альтернативный пути не зависят от клонального иммунитета и являются частью
врожденной иммунной системы.

Первымшагомв активации классическогопути является прикрепление специфической
молекулы распознавания, C1q, к антигенно-нагруженным элементам IgG и IgM.
Результатом активации системы комплемента является последовательная активация
зимогенов сериновой протеазы. C1q связан с проферментами сериновой протеазы C1r
и C1s в комплексе, известном как компонент C1, при связывании C1q с иммунным
комплексом, аутопротеолитическое расщепление участка Arg-Ile субкомпонента C1r
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сопровождается активацией C1s, которая необходима для расщепления компонентов
С4 и С2. Расщепление С4 на два фрагмента, обозначенных соответственно С4а и C4b,
позволяет фрагментам C4b сформировать ковалентные связи с примыкающим
гидроксильными или амино-группами на поверхности патогена посредством
нековалентного взаимодействия с фрагментом C4b компонента С2, расщепления под
действием С1sи последующей генерацией конвертазы С3 (C4b2а).

С3-конвертаза (C4b2а) активирует компонент С3, который вызывает генерациюС5-
конвертазы (C4b2а3b) и формирование мембрано-атакующего комплекса (C5b-9), что
может спровоцировать микробный лизис. Активированные формыС3 и С4 (C3b и C4b)
ковалентно связываются на чужеродных поверхностях и опсонизируют их для
распознавания рецепторами комплемента-1 (CR-1) на фагоцитах.

Первым шагом в активации системы комплемента по лектиновому пути также
является прикрепление специфической молекулы распознавания, за которым следует
активация ассоциированных сериновых протеаз. Однако более верным, чем
прикрепление к иммунным комплексам при помощи C1q, является то, что молекулы
распознавания в лектиновом пути активации представляют собой белки, связывающие
углеводы (маннан-связывающий лектин (MСЛ),Н-фиколин,М-фиколин, и L- фиколин)
[4-6]. Икеда и соавторы первыми продемонстрировали, что подобно молекуле C1q,
MСЛ может активировать систему комплемента С4-зависимым путем, прикрепляясь
к эритроцитам, покрытыми маннанами дрожжей [7]. MСЛ, член семейства
коллектиновых белков, представляет собой кальций-зависимый лектин, который
связывает углеводы с гидроксильными группами в 3 и 4 положении, ориентированными
в экваториальной плоскости пиранозного кольца. Главными лигандами для MСЛ
являются, таким образом, D-манноза и N-ацетил-D-глюкозамин, в то время как для
углеводов, не соответствующих подобному стерическому требованию, афинность по
отношению к MСЛ не выявлена [8]. Взаимодействие между MСЛ и моновалентными
сахарами является чрезвычайно слабым, с типичнымиконстантамидиссоциациипорядка
2 ммоль. MСЛ достигает стойкого специфичного связывания с полисахаридными
лигандами в процессе одновременного взаимодействия с множественными остатками
моносахаридов [9].MСЛраспознает углеводные структуры, которыеобычнопокрывают
микроорганизмы, такие как бактерии, дрожжи, паразиты и некоторые вирусы. Однако
MСЛ не распознает D-галактозу и сиаловую кислоту, которые обычно покрывают
«зрелый» гликоконъюгатный комплекс гликопротеинов, присутствующих в плазме
млекопитающих и находящихся на поверхности их клеток. Данная специфичность
связывания может помочь в защите от самопроизвольной активации. Однако MBL не
образует высокоаффинных связей со скоплениями высокоразветвленныхманнозных
предшественников гликанов на N-связанных гликопротеинах и гликолипидах,
находящихся в эндоплазмическомретикулуме и звездчатых невроцитах (Гольджи)
клеток млекопитающих [10]. Следовательно, поврежденные клетки являются
потенциальными мишенями для лектинового пути активации посредством MBL-
связывания.

Фиколины обладают отличным от MBL типом лектинового домена, известным как
фибриноген-подобный домен.Фиколины связывают остатки сахараСа2+-независимым
образом. У людей идентифицировано три типа фиколинов: L-фиколин, М-фиколин и
Н-фиколин. Два сывороточных фиколина, L-фиколин и Н-фиколин имеют общность
в специфичности к N-ацетил-D-глюкозамину; однако Н-фиколин также связывается с
N-ацетил-D-галактозамином. Специфичность по отношению к различным сахарам у
L-фиколина, Н-фиколина и MBL означает, что различные лектины могут быть
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комплементарны различным, хотя и частично перекрывающимся гликоконъюгатам.
Данная концепция поддерживается недавним сообщением о том, что среди известных
лектинов, принимающих участие в лектиновом пути активации, только L-фиколин
специфическим образом связывается с липотейхоевой кислотой, гликоконъюгатом
клеточной стенки, обнаруженным во всех грамм-положительных бактериях [11].

Коллектины, то есть, MBL и фиколины, не имеют значительного сходства в
аминокислотной последовательности. Однако эти две группы белков имеют схожие
организации доменов и, подобно Clq, собираются в олигомерные структуры, которые
максимально увеличивают возможность многосайтового связывания. У здоровых
людей концентрацияMBL в сыворотке сильно варьирует в популяциях, и он генетически
контролируется полиморфизмом или мутациями как в промоторе, так и в кодирующей
области генаMBL. Так как белокMBL является белком остройфазы, то его дальнейшая
экспрессия регулируется во время воспалительного процесса. L-фиколин присутствует
в сыворотке в такой же концентрации, как и MBL. Поэтому, роль L-фиколина в
лектиновом пути активации по значимости потенциально сравнима с рольюMBL.MBL
ификолинымогут также выступать в роли опсонинов, которые требуют взаимодействия
между данными белками и рецепторами фагоцитов [12,13]. Однако идентичность
рецептора (ов) на клетках-фагоцитах не была установлена. MBL человека при помощи
своего коллагено-подобного домена осуществляет высокоаффинное специфичное
взаимодействие с уникальнымиClr/Cls-подобными сериновымипротеазами, названными
MBL-ассоциированными сериновыми протеазами (MAСП). К настоящему времени
описано три типаMAСП.Сначала одиночныйфермент «MAСП»был идентифицирован
и охарактеризован как фермент, отвечающий за инициацию классического пути
активации комплемента (т.е., расщепление С2 иС4) [14]. Позже выяснилось, чтоMAСП
на самом деле представляет собой комбинацию двух протеаз: MAСП-1 иMAСП-2 [15].
Однако было продемонстрировано, что комплекс MBL-MASP-2 сам по себе является
достаточным для активации комплемента [16]. Кроме того, толькоMASP-2 расщеплял
С2 иС4 с высокой эффективностью [17].Поэтому,MASP-2 представляет собой протеазу,
ответственную за активацию С4 и С2 для генерации С3-конвертазы, C4b2а. В этом
заключается его значительное отличие от комплекса С1, где скоординированная
активность двух специфичных сериновых протеаз (C1r и C1s) приводит к активации
системы комплемента. Недавно была выделена третья новая протеаза, MASP-3 [18].

MASP-1 иMASP-3 представляют собой продукты одного и тогоже гена, полученные
в результате альтернативного сплайсинга. Их биологические функции до сих пор
остаются невыясненными.MASPs имеютодинаковуюдоменнуюорганизацию с белками
C1r иC1s, ферментными субкомпонентами комплексаС1, классического пути активации
системы комплемента [19]. Как в протеазах С1, активация MASP-2 протекает при
расщеплении связи Arg-Ile, примыкающей к домену сериновой протеазы, это приводит
к расщеплению фермента на связанные дисульфидными связями цепочки А и В,
последняя из которых состоит из домена сериновой протеазы. Генетически
обусловленная неполноценностьMASP-2 была описана в недавних исследованиях [20].
Мутация одного нуклеотида приводит к заменеАsр в домене CUB1, что в своюочередь
лишает MASP-2 способности связываться с MBL. MBL также связывается с
неферментным белком, обозначаемым какMBL-связанный белок 19 кДА (МАр19) [21]
или малым MBL-связанным белком (sMAP) [22]. МАр19 формируется при
альтернативном сплайсинге продукта гена MASP-2 и содержит два первых домена
MASP-2, за которыми следует дополнительная последовательность четырех уникальных
аминокислот. ГеныMASP-1 иMASP-2 расположенына хромосомах 3 и 1, соответственно
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[23]. Ряд данных указывают на то, что существуют различные комплексыMBL-MASPs,
a также на то, что значительная часть находящихся в сыворотке MASPs не связана с
MBL [24]. Н- и L-фиколин также связываются с MASP и активируют лектиновый путь
также, как MBL [25].

Оба - лектиновый и классический, - пути активации комплементаформируют общую
С3-конвертазу (C4b2а) и оба пути активации сходятся в этом пункте. Считается, что
лектиновому пути активации комплемента принадлежит ведущая роль в иммунной
защите организма против инфекции. Доказательства вовлеченности MBL в иммунную
реакцию были получены в результате наблюдений за субъектами, имеющими
пониженный уровень функционального MBL в сыворотке [26]. Такие субъекты
демонстрируют восприимчивость к рецидивирующим бактериальным и грибковым
инфекциям. Данные симптомы обычно проявляются в раннем возрасте, во время
определенного промежутка времени, когда титр производных от материнских антител
снижается, а собственные антитела еще не вырабатываются в полном объеме. Данный
синдром часто является следствием мутаций некоторых сайтов в коллагеновой части
MBL, которая препятствует непосредственному образованию олигомеров MBL. MBL
способенфункционировать в качестве независимого от комплемента опсонина, остается
невыясненным, до какого предела повышенная восприимчивость к инфекции
обусловлена нарушениями в активации комплемента. Несмотря на исчерпывающие
доказательства участия всех путей активации классического и альтернативных - в
патогенезе неинфекционных человеческих заболеваний, роль лектинового пути
активации только начинают оценивать.Недавние исследования показали, что активация
лектинового пути может провоцировать активацию комплемента и воспаление,
связанное с реперфузионным повреждением после ишемии. Коллард и соавт. (2000)
показали, что культивируемые эндотелиальные клетки, подвергнутые окислительному
стрессу, связываются с MBL и демонстрируют отложение С3b в присутствии
человеческой сыворотки [27]. Кроме того, обработка человеческой сыворотки
блокирующими анти-MBLмоноклональными антителами ингибирует связываниеMBL
и активацию комплемента. Данные открытия были проверены опытным путем на
лабораторных крысах с ишемией-реперфузией миокарда, в процессе чего у крыс,
подвергшихся лечению с использованием блокирующих крысиных моноклональных
антител кMBL, наблюдали значительноменьше случаев поражениямиокарда вследствие
закупорки коронарной артерии, чем у крыс, подвергнутых лечению контрольными
антителами [28].

Все три пути активации (т.е., классический, лектиновый и альтернативный) сходятся
на компоненте С5, который расщепляется на С5а и С5b. С5а является самым сильным
анафилатоксином, индуцирующим изменения как в гладкой мускулатуре и сосудистом
тонусе, так и в проницаемости сосудов. Он также представляет собой эффективный
хемотаксин и активатор как нейтрофилов, так и моноцитов. С5а-опосредованная
клеточная активация может значительнымобразом усиливать воспалительные реакции
путем индуцирования секреции дополнительных воспалительныхмедиаторов, включая
цитокины, гидролитическиеферменты, метаболиты арахидоновой кислоты и активные
формы кислорода. Расщепленный С5b приводит к формированию C5b-9, также
известного как мембрано-атакующий комплекс (MAК). В настоящее время имеются
веские доказательства того, что сублитическое отложение MAК может играть важную
роль в воспалительномпроцессе в дополнение к роли литического, поро-формирующего
комплекса при активации системы комплемента.

В дополнение к клеточным и сосудистым эффектам вышеописанного
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активированного компонента комплемента, который может объяснить связь между
травмой и ДВС, появляются новые данные, которые подтверждают прямые
молекулярные взаимодействия между системами комплемента и коагуляции.
Экспериментальные данные были получены при исследованиях на мышах нокаутных
по компоненту С3 комплемента. Поскольку С3 является общим компонентом для всех
трех путей активации комплемента, у мышей с дефицитом компонента С3 нарушена
функция комплемента. Однакомыши сС3-дефицитоммогут превосходно активировать
терминальные компоненты комплемента [29]. Детальные исследования выявили, что
С3-независимая активация терминальных компонентов комплемента опосредована
тромбином, ключевым ферментом коагуляционного каскада [30]. Молекулярные
компоненты, опосредующие активацию тромбина после начальной активации
комплемента, остались пока невыясненными. Авторы показали молекулярную основу
связимежду комплементом и коагуляционными каскадами и идентифицировалиMASP-2
в качестве центральной молекулы, связывающей две системы. Биохимические
исследования о субстратной специфичности MASP-2 идентифицировали протромбин в
качестве возможного субстрата в дополнение кшироко известнымбелкам комплемента
С2 иС4.MASP-2 специфически расщепляет протромбин, генерируя тромбин, ключевой
фермент, регулирующий скорость коагуляционногокаскадаплазмыкрови [31]. Тромбин,
генерированный MASP-2, стимулировал отложение фибрина в условиях in vitro,
демонстрируя специфичность расщепления протромбина MASP-2 [32]. Авторы
подтвердили физиологическую значимость данного открытия in vivo посредством
определения активации тромбина в нормальной сыворотке грызунов после активации
лектинового пути, а также продемонстрировали, что данный процесс блокируется
нейтрализующимиMASP-2моноклональными антителами.MASP-2может представлять
центральную точку разветвления в лектиновом пути, способную стимулировать
активацию как системы комплемента, так и коагуляцию плазмы. Поскольку активация
лектинового пути представляет собой физиологическую реакцию на многие виды
травматических повреждений, авторы полагают, что сопутствующее системное
воспаление (опосредованное компонентами комплемента) и диссеминированное
внутрисосудистое свертывание (ДВС) (опосредованное через коагуляционный путь)
можно объяснить способностью MASP-2 активировать оба пути. Данный факт
подтверждает роль MASP-2 в развитии ДВС синдрома и терапевтическую
целесообразность ингибирования MASP-2 при лечении или предупреждении ДВС
синдрома. MASP-2 может обеспечить молекулярную связь между комплементом и
коагуляционной системой, и активация лектинового пути, возникающая при разных
травмах, может непосредственно инициировать активацию коагуляционной системы
через ось «MASP-2-тромбин», обеспечивая механизм связи между травмой и ДВС.

МАСП-1 похожа с тромбином в том, что она расщепляет фактор XIII, фибриноген
и тромбин-активируемый ингибитор фибринолиза (ТАИФ), в то время как МАСП-2
расщепляет только протромбин [33-35]

Гулла и соавт. (2010) показали, что MСЛ-MAСП и L-фиколин-МАСП комплексы
активируюткоагуляционнуюсистемупри связывании к их соответствующимилигандами
с образованиемфибринового сгустка. Образовавшийся фибриновый сгустокфиксирует
микробы и ингибирует их распространение [36].

Также как тромбин, МАСП-1 способен активировать протеазо-активируемый
рецептор 4, который является медиатором тромбоцитарной активации и воспаления
[37]. МАСП-3 расщепляет инсулино-подобный ростовой фактор-связывающий белок
5 (ИПРФСБ-5), который связывает к инсулино-подобному фактору роста (ИПФР) и
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модулирует его действие на клеточную пролиферацию, дифференциацию, выживание
[38]. ИПРФСБ-5 также регулирует эти клеточные события через ИПФР-независимые
механизмы. Недавно было показано, что дефицит МАСП-3 у человека обусловлен
мутацией гена МАСП-1 и связан с нарушениями эмбрионального развития, одним из
синдромов которого является лицевая расщелина - «волчья пасть». Данный факт
предполагает, что МАСП-3 выполняет критическую роль в эмбриональном развитии
плода [39].

Такимобразом, в настоящее время не существует доступных тест-систем определения
функциональной активности МАСП в тесте коагуляции фибриногена для рутинных
исследований.

Из уровня техники известен способ определения активностиМСЛ-ассоциированных
сериновых протеаз-2 (MAСП-2) по коагуляциифибриногена. Для этого предварительно
96-ти луночные иммунологические планшеты сорбируют маннаном в течение 18 часов
при 4°С, отмывают активирующим буфером. Параллельно в другой 96-ти луночной
планшете собирают тестовую систему, включающую крысиные рекомбинантные
маннан-связывающий лектин (рМСЛ) и рекомбинантный МАСП-2 (рМАСП-2),
инкубируют их в течение 1 часа при 4°С и переносят в первую планшету с
иммобилизованным маннаном. Повторно инкубируют собранную систему из двух
очищенныхбелков в течение ночи при 4°Сдля того, чтобыкомплексырМСЛ/рМАСП-2
связались с маннаном. На следующий день после отмывки добавляют очищенные из
плазмы протромбин и фибриноген в соответствующих количествах. Далее пробы
инкубируют при 37°С и фотометрируют при длине волны 405 нм для определения
полимеризации фибрина. За 100% коагуляцию фибриногена при данной концентрации
принимают максимальную абсорбцию фибринового сгустка, которая была получена
при инкубации фибриногена с активным человеческим тромбином [32].

Недостаткомизвестного способаопределения активностиМАСП-2 в тесте коагуляции
фибриногена с одной стороны является использование очищенных белков из плазмы
крови человека (протромбина и фибриногена) и рекомбинантных белков (рМСЛ и
рМАСП-2), что делает тест не доступным для рутинных исследований.

Задачей настоящего изобретения является создание скриниг-теста для определения
активности маннан-связывающий лектин-ассоциированных сериновых протеаз в тесте
коагуляции фибриногена для диагностики гиперкоагуляции и угрозы тромбоза,
обусловленных высокой функциональной активностью лектинового пути системы
комплемента.

Техническим результатом предлагаемого способа является расширение арсенала
лабораторных скрининг-тестов для диагностики гиперкоагуляции и угрозы тромбоза,
обусловленных высокой функциональной активностьюМАСП-1,2 в тесте коагуляции
фибриногена.

Указанный результат достигается тем, что определение функциональной активности
МАСП в тесте коагуляции фибриногена проводят с использованием ЭДТА-плазмы в
качестве источника фибриногена и МАСП-1,2, а в качестве активатора лектинового
пути системы комплемента используют дрожжевойманнан. Реакцию активацииМАСП
запускают добавлением оптимальной концентрации кальция. Степень коагуляции
фибриногена определяют как разность изменения мутности пробы при 450 нм после
45 минутной инкубации при 37°С. Степень коагуляции оценивают относительно пробы,
содержащей человеческий тромбин вместо исследуемой плазмы крови человека.
Максимальную абсорбцию фибринового сгустка, полученного с тромбином, при 450
нм принимают за 100% коагуляцию фибриногена. Коагуляция до 25% считают низкой
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активностью МАСП-1/2 в тесте коагуляции фибриногена, от 26% до 49% - средняя
активность МАСП-1/2 и выше 50% - как высокую активность МАСП-1/2 в тесте
коагуляции фибриногена.

Способ осуществляют следующим образом. Проводят забор крови в вакутейнер,
содержащий ЭДТА, готовят тромбоцит обедненную плазму. Проведение теста
коагуляции фибриногена с использованием ЭДТА-плазмы, маннана в качестве
активатора лектинового пути системы комплемента, и СaCl2 для рекальцификации
ЭДТА-плазмы. Время проведения теста составляет 60 мин.

Определение оптимальной концентрации хлорида кальция для запуска коагуляции
ЭДТА-плазмы. С этой целью предварительно в 96-ти луночных плоскодонных
планшетах 25мкл 10%раствор хлорида кальция былпрогрессивно раститрован начиная
со второй лунки по восьмую лунку. После добавляют по 50 мкл трис-имидазолового
буфера, рН 7,4 и 25 мкл пулированнойЭДТА-плазмы относительно здоровых доноров.
Тщательно перемешивают и измеряют поглощение в пробах при 450 нм на фотометре
дляИФАанализа (0 мин), далее ставят на 60-минутнуюинкубациюпри 37°С.Измерение
поглощения проб для контроля коагуляции проводят каждые 10 мин инкубации (10,
20, и 30 мин). Полученные данные представлены в таблице 1.

Как видно из данных, представленных в таблице 1, максимальная коагуляция ЭДТА-
плазмы наблюдается при добавлении 25 мкл 10% раствора CaCl2, разведенного (1:31),
к 25 мкл пулированной ЭДТА-плазмы крови здоровых доноров и 50 мкл трис-
имидазолового буфера, рН 7,4.

Таблица 1
Влияние концентрации 0,25 М раствора хлорида кальция на коагуляцию 25%

пулированной ЭДТА-плазмы доноров

0,1950,390,781,563,1256,2512,525
10%СаСl2, мкл в 100 мкл 25%

ЭДТА-плазмы
0,1030,1020,1000,1000,1030,1010,1070,1050 мин

А450
0,1040,1020,1010,1010,1030,1030,1150,11610 мин
0,1030,1010,1870,1010,1020,1010,1190,1220 мин
0,1030,1000,3830,3820,1020,1050,1220,12530 мин

Определение коагуляции ЭДТА-плазмы при рекальцификации. К 25 мкл ЭДТА-
плазмы добавляли 50 мкл трис-имидазолового буфера, рН 7,4 и 25 мкл 10% раствора
СаCl2, разведенного (1:31). Пробы тщательно перемешивали и измеряли оптическую
плотность проб при длине волны 450 нм (0 мин). Затем пробы инкубировали в течение
45 и 60минпри 37°С. В качестве контроля 100%коагуляцииЭДТА-плазмыиспользовали
пробы с тромбином (к 25 мкл ЭДТА-плазмы добавляли 65 мкл трис-имидазолового
буфера и 10мкл тромбина с активностью10NIH).Полученные результатыпредставлены
в таблице 2.

Как видно из данных, представленных в таблице 2, в ЭДТА-плазмах при
рекальцификации и последующей 60-ти минутной инкубации коагулируют фибриноген
от 0 до 54,7%. При рекальцификации цитратных плазм в отличие от ЭДТА-плазмы и
инкубации в течение 30 мин наблюдается коагуляция 100% фибриногена. Отсутствие
коагуляции в некоторых ЭДТА-плазмах при рекальцификации, возможно, связано с
ингибированиемпротромбиназного комплекса, вследствии чего не образуется активный
тромбин и не коагулирует фибриноген. В 9 пробахЭДТА-плазмыпри рекальцификации
наблюдается коагуляция от 14,4 до 54,7%. В остальных же 15 пробах ЭДТА-плазмы
коагуляция фибриногена либо полностью отсутствует, либо не превышает 10% от

Стр.: 10

RU 2 739 113 C1

5

10

15

20

25

30

35

40

45



фибриногена в этих пробах.
Таким образом, 45 минутная инкубация нами выбрана как оптимальная для

определения активности мананан-связывающий лектин-ассоциированных сериновых
протеаз (МАСП) в тесте коагуляции фибриногена, а в качестве специфического
активатора лектинового пути системы комплемента нами использован маннан из
Saccharomyces cerevisiae (Sigma).

Таблица 2
Влияние рекальцификации ЭДТА-плазмы на коагуляцию фибриногена

ΔА450тромбин/ (100%коагуля-
% коагуляции (60 мин)ΔА450 (60 мин)60 мин А45045 мин А4500 мин А450№ пробы

ции)
0,5370,60,0030,1250,1240,1221
0,29539,00,1150,2220,110,1072
0,35850,30,180,3470,2160,1673
0,471,70,0080,140,1330,1324
0,31343,80,1370,2360,1070,0995
0,4944,90,220,3260,1060,1066
0,4773,60,0170,1230,1080,1067
0,4060,20,0010,0970,0970,0968
0,3688,20,030,1660,1380,1369
0,5004,80,0240,1370,1160,11310
0,54814,40,0790,1780,1010,09911
0,4769,90,0470,160,1150,11312
0,4960,20,0010,1370,1330,13613
0,39743,80,1740,2850,1140,11114
0,5273,00,0160,1030,0880,08715
0,4740,60,0030,1050,1030,10216
0,3820,80,0030,1020,1010,09917
0,52838,30,2020,3150,1660,11318
0,4940-0,0030,1010,1010,10419
0,52000,0970,0980,09720
0,4540,20,0010,1120,1120,11121
0,44454,70,2430,3370,3170,09422
0,45845,90,210,3110,1020,10123
0,6540-0,0010,110,1090,11124

Пример осуществления изобретения.
Пример 1.
Определения активности маннан-связывающий лектин-ассоциированных сериновых

протеаз в тесте коагуляции фибриногена.
К 25 мкл ЭДТА-плазмы добавляли 40 мкл трис-имидазолового буфера, рН 7,4 и 10

мкл препарата маннана из Saccharomyces cerevisiae (Sigma-Aldrich) с концентрацией 10
мг/мл. Реакцию активации лектинового пути системы комплемента запускали
добавлением 25 мкл 10% раствора СаCl2, разведенного (1:31). Пробы тщательно
перемешивали и измеряли оптическуюплотность проб при длине волны 450 нм (0 мин).
Затем пробы инкубировали в течение 45 при 37°С. В качестве контроля на остаточную
коагуляцию использовали пробы ЭДТА-плазмы без маннана, контроль на полную
коагуляцию фибриногена в ЭДТА-плазме представлял собой пробы с избытком
тромбина c активностью 10 NIH в пробе (25 мкл ЭДТА-плазмы, 65 мкл трис-
имидазолового буфера и 10 мкл тромбина). Полученные результаты представлены в
таблице 3.

Таблица 3
Активность МАСП в тесте коагуляции фибриногена
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ΔА450 (тромбин)Активность МАСП в %
относит. коагуляцииОпыт % коагулКонтр % коагулОпыт ΔА450Контр ΔА450№ пробы

100% коагуляциятромбином
0,5370,91,30,40,0070,0021
0,29533,634,61,00,1020,0032
0,35814,227,913,70,10,0493
0,471,11,30,20,0060,0014
0,31330,633,22,60,1040,0085
0,490,60,600,00306
0,47724,324,70,40,1180,0027
0,40614,815,00,20,0610,0018
0,3680,91,40,50,0050,0029
0,500000-0,0010,00310
0,54800,20,40,0010,00211
0,4760,20,60,40,0030,00212
0,4962,02,000,01-0,00313
0,39700,80,80,030,00314
0,52733,20,20,0170,00115
0,47413,313,50,20,0640,00116
0,3820,30,80,50,0030,00217
0,52810,520,510,00,1080,05318
0,4940000-0,00319
0,520,81,00,20,0050,00120

0,4540,20,40,20,0020,00121
0,4448,158,350,20,2590,22322
0,458000,2-0,0010,00123
0,47776,881,64,80,3890,02324

Как видно из данных, представленных в таблице 3, рекальцификация ЭДТА-плазмы
в присутствии 1 мг/мл препарата маннана вызывает активацию лектинового пути
системы комплемента, который приводит к большей степени коагуляции фибриногена
при инкубации в течение 45 мин по сравнению с контрольной пробой (без маннана).
Как было показано выше, инкубация проб в течение 45 мин не вызывает существенной
коагуляции ЭДТА-плазмы при рекальцификации (фоновая коагуляция контрольной
пробы). Только в двух контрольных пробах (без маннана) (пробы№3 и 22) фибриноген
коагулировал более 10%.

Таким образом, при рекальцификации ЭДТА-плазмы в присутствии маннана,
активируется лектиновый путь системы комплемента, который вызывает коагуляции
фибриногена.

Пример 2.
Сравнительные исследования активности лектинового пути системы комплемента

методами иммуноферментного анализа, теста коагуляции фибриногена и содержание
С-реактивного белка (высокочувствительный иммуноферментный анализ).

Проведены сравнительные исследования функциональной активности лектинового
пути системы комплемента предлагаемым методом и методом иммуноферментного
анализа (ИФА) с использованием набора «EuroDiagnostica» (Швеция). Тест определения
функциональной активности лектинового пути комплемента проводили как описано
выше. Тест ИФА проводили согласно инструкции, прилагаемой к набору WIESLAB
Complement systemLectin pathway. ВИФАтесте используютсямеченныемоноклональные
антитела к неоантигену (С5b-9), появляющемуся при активации системы комплемента
по лектиновому пути. Количество неоантигена пропорционально функциональной
активности системы комплемента. В качестве активатора лектинового пути системы
комплемента служит иммобилизованный маннан из Saccharomyces cerevisiae (Sigma-
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Aldrich) на подложках 96-ти луночных плоскодонных иммунологических планшет. На
первом этапе разведенная 1:99 сыворотка инкубируется в течение 60 мин при 37°С.
После инкубации планшета отмывается 4 раза промывочным буфером и повторно
инкубируются с конъюгатоммоноклональных антител к неоантигенуС5b-9 сщелочной
фосфататазой. Повторно инкубируют в течение 30 мин и промывают планшету 4 раза.
После, на 3 этапе, добавляют субстратный буфер и инкубируют в течение 30 мин при
комнатной температуре. Результаты теста измеряют при 405 нм на фотометре для
ИФА. Рассчитывают функциональную активность лектинового пути системы
комплемента относительно контрольной сыворотки в процентах. Нормальным
значениемфункциональной активности лектинового пути комплемента производителем
предлагается величина относительной функциональной активности комплемента
иммуноферментнымметодом на уровне 50%при колебании от 0 до 125% (n=120). Также
определяли маркер воспалительной реакции, СРБ, с использованием набора реагентов
(АО «Вектор-Бест», Россия) для высокочувствительного (вч) иммуноферментного
определения СРБ в сыворотке крови лиц с абдоминальным ожирением. Полученные
результаты представлены в таблице 4.

Как видно из данных, представленных в таблице 4, повышенная функциональная
активность лектиновогопути системыкомплемента в тесте иммуноферментного анализа
выявлена в 24 пробах, что составляет 55%. В то время как высокая активность
лектинового пути комплемента в тесте коагуляции ФГ только в 12 пробах превышает
50%, в 13 пробах (30%) средняя активность колеблется в пределах от 26 до 49% и в 16
пробах (36%) низкая активность лектинового пути определяется менее 25%. В трех
пробах наблюдается ингибирование фоновой коагуляции контрольной пробы в
присутствии маннана. Данный факт свидетельствует о высоком ингибиторном
(антикоагулянтном) потенциале при рекальцификации ЭДТА плазмы в присутствии
маннана. Определение вчСРБ показало повышенный уровень (более 3МЕ/л) в 21 пробе
(48%). Из них только в 12 пробах (57% от всех проб с высоким уровнем вчСРБ) была
связана с повышенной активностьюлектинового пути, выявленной иммуноферментным
анализом.Повышенный уровень всех трех показателей, представленных в таблице№4,
определяется только в 4 пробах. Наибольшее совпадение наблюдается в 10 пробах
(23%) повышенных активностейфункциональной активности лектинового пути системы
комплемента и вчСРБ.

Таким образом, повышенная активность лектинового пути активации системы
комплемента в тесте коагуляции ФГ не связана с литической активностью ЛПСК и с
маркером системной воспалительной реакции, вчСРБ.Повышенная активностиЛПСК
в тесте коагуляции ФГ свидетельствует о высокой прокоагулянтной активности
комплемента по лектиновомупути активации.Скриниг-тест для определения активности
МАСП-1,2 в тесте коагуляции фибриногена может быть использован для диагностики
гиперкоагуляции и угрозы тромбоза, обусловленных высокой функциональной
активностью лектинового пути системы комплемента.

Таблица 4
Активности лектинового пути системы комплемента (иммуноферментный анализ,

тест коагуляции фибриногена) и содержание СРБ (высокочувствительный тест)

СРБ (вч),
МЕ/л

Активность
ЛПСК (%) в тестеАктивность

ЛПСК, % ИФА№ пробСРБ (вч),
МЕ/л

Активность
ЛПСК (%) в тестеАктивность ЛПСК, %

ИФА№ проб
коагуляции ФГкоагуляции ФГ

6,026672310771161
6,27176240,7576672
104669254,20653
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3,580113264,261264
2,66447273,8831585
6,47545282,9441006
10-22 !!!152295,09257
1,31313301,751258
4,9508310,514659
4,15470320,8324510
2,3-28 !!!9331,632011
1,73021342,3011112
2,92161350,5111113
1,04458365,0451214
7,021157375,648615
3,5- 25 !!!30380,893416
4,1-10391,11510317
2,3680406,663018
1,125118413,2310419
3,82216421,47513820
8,132142432,3623521
2,03963441,41311222
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(57) Формула изобретения
Способ определения активности маннан-связывающих лектин-ассоциированных

сериновых протеаз-1 и 2 (МАСП-1 и МАСП-2) в тесте коагуляции фибриногена,
включающийиспользованиеЭДТА-плазмывкачестве источникафибриногенаМАСП-1
иМАСП-2, а в качестве активатора лектинового пути системыкомплемента используют
дрожжевой маннан, реакцию активации МАСП запускают добавлением 25 мкл 10%
раствора CaCl2 разведенного (1:31) к 25 мкл пулированной ЭДТА-плазмы крови
здоровых доноров и 50 мкл трис-имидазолового буфера, рН 7,4, затем степень
коагуляции фибриногена определяют как разность изменения мутности пробы при 450
нмпосле 45минутной инкубации при 37°С, степень коагуляции оценивают относительно
пробы, содержащей человеческий тромбин вместо исследуемой плазмы крови человека,
максимальную абсорбцию фибринового сгустка, полученного с тромбином, при 450
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нмпринимают за 100%коагуляциюфибриногена, при этом коагуляциюдо 25% считают
низкой активностью МАСП-1 и МАСП-2 в тесте коагуляции фибриногена, от 26% до
49% - как среднюю активность МАСП-1 и МАСП-2 и выше 50% - как высокую
активность МАСП-1 и МАСП-2 в тесте коагуляции фибриногена.
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