LT 7049 B

voee ay LT 7049 B

(19) § seoenene ® (51) Int. Cl. (2024.01): GO1N 33/483
[

12 PATENTO APRASYMAS

(21) Paraiskos numeris: 2022 522 (73) Patento savininkas:

(22) Paraiskos padavimo  2022-06-03 Vilniaus Universitetas, Universiteto g. 3, 01513
data: Vilnius, LT

(41) ParaiSkos 2023-12-11 (72) 1sradéjas:

paskelbimo data:

(45) S;ltt::nto paskelbimo  2024-02-26 é?(ljllﬁ?Rélzlgg\lllEgENLET LT
leva SAKINYTE, LT

Dalius VITKUS, LT

Aisté KIELAITE-GULLA, LT

Kestutis STRUPAS, LT

(74) Patentinis patikétinis/atstovas:

Otilija KLIMAITIENE, 35, AAA Law, A. Gostauto g.
40B, Verslo centras ,,Dvyniai“, LT-03163 Vilnius, LT

(54) Pavadinimas:

Uminio pankreatito eigos sunkumo jvertinimo biidas

(57) Referatas:

Sis iSradimas atskleidZia diagnostinj kriterijy DC, leidZiantj greitai numatyti Gminio pankreatito sunkumo eigg pacientams
pirmosiomis ligos dienomis (1, 2 arba 3 dieng). Ankstyvos prognozés esmeé yra apskaiCiuota skaitiné diagnostinio kriterijaus DC
verté, parodanti, ar pacientui gresia sunki Gminio pankreatito eiga, turinti Zenklig mirtinos baigties tikimybe. Diagnostinis kriterijus
DC yra Slapimo karbamido Cine urea ir kraujo karbamido Cserum urea Santykio verté. Jeigu Sis diagnostinio kriterijaus DC santykis yra
reikSmiy intervale nuo 60 iki 15, tokiu atveju, prognozuojama lengva ar vidutinio sunkumo Gminio pankreatito eiga. Jeigu DC
santykio reikSmé yra gauta mazesné nei 15, tuomet tokiam pacientui prognozuojama Uminio pankreatito sunki arba net mirtina
baigtis. Sis diagnostinis kriterijus DC — tai greita ir paprasta priemoné, medikams padedanti Gminio pankreatito ankstyvoje stadijoje
nustatyti tuos pacientus, kuriems gresia sunki eiga ar mirtina baigtis, ir atitinkamai parinkti tokiam Ominio pankreatito atvejui
individualig gydymo taktika.
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ISRADIMO SRITIS

ISradimas yra susijes su Uminio pankreatito eigos prognozavimu, naudojant
biologinius zymenis Slapime. Jame atskleidziamas AP eigos sunkumo jvertinimo
metodas, naudojant specialy vertinimo kriterijy, pagal kurj galima jvertinti Gminio
pankreatito (angl. acute pancreatitis, AP) eigos sunkumg, nustacius Slapimo

karbamido ir kraujo karbamido koncentracijy santyk|.

TECHNIKOS LYGIS

Uminis pankreatitas (angl. Acute pancreatitis AP) yra viena labiausiai
paplitusiy virS8kinamojo trakto ligy, kurig lydi didelé emociné, fiziné ir finansiné nasta.
AP sukelia staigig kasos Igsteliy mirtj, o agresyvis kasos fermentai pazeidzia pacig
kasg ir patenka | kraujg, paveikdami ne tik kasg, bet ir visg organizmg. Pavyzdziui,
pazeistos kraujagysliy sienelés gali sukelti kraujavimg. Uminj pankreatitg lydincios
organy pazaidos gali sukelti pacientui ne tik sunkias komplikacijas, bet ir mirting baigt;.
FaktiSkai, AP sgsaja su pacienty sergamumu ir jy mirtingumu siekian€iu 20%,
priklauso nuo AP eigos sunkumo. Siekiant iSvengti mirtiny baigCiy (angl. lethal
outcome, LO) ir komplikacijy dél sunkios (severe, S) AP eigos butina laiku diagnozuoti,
prognozuoti eigg ir taikyti atitinkama gydyma. Siuo metu AP (Harisson) sunkumui
klasifikacijos apibrézia 3 AP sunkumo laipsnius: lengvg (angl. mild, M); vidutinio
sunkumo (angl. moderately severe, MS) ir sunky (angl. severe, S) AP, kur lygio
nustatymas pagrjstas nuolatinio organy nepakankamumo ir vietiniy bei sisteminiy
komplikacijy buvimu ir (arba) nebuvimu [1]. |prastai, AP diagnozojuomas praéjus 3-7
dienoms nuo simptomy atsiradimo. Si diagnozé atliekama remiantis ne tik kraujo
tyrimu ir klinikiniais duomenimis, bet ir radiologine charakteristika, o eiga dar
patvirtinama ir kompiuterine tomografija. TaCiau per §j laikotarpj jau gali bati jsigaléjusi
vélyvoji AP stadija, sukélusi ne tik sudétingas komplikacijas, bet ir mirting baigtj (LO).
Tuo tarpu toks metodas naudojamas klinikinéje praktikoje, nes néra paprasty, greity
testy, leidzian€iy numatyti AP eigos sunkumg. Greita ir ankstyva sunkios AP eigos
prognozeé leisty pasirinkti suplanuotg tinkamg terapijg ir iSvengti rimty ligos

komplikacijy ar net mirties.

Siuolaikingje literatiroje yra apradyta keletas AP diagnostikos priemoniy,
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taCiau beveik visos jos remiasi tyrimais atliekamais vélyvose AP stadijose, kai
organuose jau atsiranda komplikacijos. Rusijos Federacijos patentiniame dokumente
RU0002508549 apraSytas Uminj pankreatitg lydinCio absceso susidarymo trukmes
prognozavimo metodas. Jis pasizymi prognozes tikslumu, taCiau, kadangi juo yra
tiriamas jau absceso susidarymas, todél Sis metodas nebetinka ankstyvai AP eigos
prognozei. Metodas sudétingas, nes apima Uminio pankreatito sekvestracijos faze,
apimancig periferinio veninio kraujo DNR atkdrimg, +250 A/G Lta polimorfizmo analize,
o stebint +250 GG arba +250 AG Lta genotipus, ankstyvo absceso susidarymo rizika,

lydin€ig Gminio pankreatito sekvestracijos faze [2].

Kitame patentiniame dokumente RU02338195 apraSomas Uminio pankreatito
palankios ar nepalankios iSeities. Jis gali bati naudojamas Uminio pankreatito baigciai
prognozuoti. Metodas realizuojamas sekancia eiga. Patekes | ligoning, pacientas
tiriamas dél askorbato kiekio kraujo serume. Jeigu Sis kiekis didesnis nei 0,94+0,09
mmol/l, tokiu atveju AP iSeities prognozé yra laikoma palankia. Mazesnis nei 0,45+0,06
mmol/l kiekis rodo nepalankig (letaling) AP iSeities prognoze. Taciau, Sis metodas
gerai neprognozuoja AP eigos, o taip pat, tarpiné askorbato kiekio verté (intervale

0,45-0,94) rodo neaiskig prognoze [3].

Dar viename patentiniame dokumente RU0002470309 aprasSytas Uminio
pankreatito prognozavimo metodas, kuris gali bati taikomas kaip vienas i$ diagnostiniy
kriterijy vertinant dminiu pankreatitu serganciy pacienty sunkumo laipsnj ir prognoze.
Metodas paremtas eritrocity lipidy sudéties indekso chaotropiSkumo i$ bendro lipidy
kiekio nustatymu pagal formule, kurioje turi bati jvertinti sekantys parametrai: Cl -
chaotropiSkumo indeksas, vienetai LPL - lizofosfolipidy kiekis i§ bendro lipidy kiekio,
%; FFA - iSraiSka laisvyjy riebaliniy rag&c€iy iS bendro lipidy kiekio, %; TPL - fosfolipidai
esantys bendrame lipidy turinyje, %. ChaotropiSkumo vertés indeksas Zemesnis nei
1,7 atitinka norma, nuo 1,8 iki 2,5 ir yra indikatorius tminio edeminio pankreatito su
besimptomine ligos eiga, nuo 2,6 iki 4,4 - Uminis destruktyvus pankreatitas su
progresuojancia eiga. ISradimas suteikia galimybe padidinti ankstyvg diagnozeés

tikslumg Uminio pankreatito ligos eigos nustatymui [4].

Dar viename Rusijos Federacijos patentiniame dokumente RU0002679123
aprasomas sunkaus Uminio nekrozuojancio pankreatito prognozavimo metodas, kaip
priemoné nuspéti sunky Uminj nekrozinj pankreatitg, nustatant Zymens koncentracijg

veninio kraujo serume. Metodas pasizymi tuo, kad transtiretino koncentracija veninio
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kraujo serume yra naudojamas kaip Zzymuo. Veninis kraujas imamas 5-7-tg dieng nuo
ligos pasirodymo momento. Tada, pagal transtiretino koncentracijg veninio kraujo
serume, prognozuojamas ligos tipas. Pagal transtiretino koncentracijos <14 mg/dl
verte, prognozuojama sunkaus Uminio nekrozuojancio pankreatito iSsivystymas.

ISradimas leidzia greitai ir tiksliai prognozuoti sunky Gminj nekrozinj pankreatitg [5].

Europos patente EP0258995B1 apraSytas sudétingas ir brangus AP ligos
diagnozavimo, sunkumo prognozavimo ir monitoringo metodas, atliekant imunologinj
kasos zimogeny aktyvinimo laisvyjy peptidy tyrimg. Kasos liga gali bati diagnozuojama
panaudojant paciento biologinius skyscCius, t.y. serumg ar Slapimg, tiriant kasos
zimogeny aktyvacijos peptidus specifiSkai gautus po aktyvacijos proteolizés metu,
(PAP), pvz. peptidus turinCius D4K seka, kuomet lizinas yra karboksi grupés gale. Kai
yra atliekamas PAP, tai suteikia galimybe atskirti nekrotizuojantj Gminj pankreatitg nuo
edeminio Uminio pankreatito, padeda diagnozuoti létinj pankreatitg esant ligos
palméjimams ir monitoruoja ligos sunkumo progresg. Taip pat, aprasyti antiknai,
pasizymintys specifiSkumu kasos aktyvinimo peptidams, taip pat tokie peptidai ir
antikdinai, kurie yra pazenklinti Zzymenimis ir (arba) imobilizuoti ant kiety matricy, ir jy

naudojimas diagnostiniy tyrimy rinkiniuose [6].

Rusijos Federacijos patentinis dokumentas RU0002485509 atskleidzia timinio
destrukcinio pankreatito klinikinés eigos prognozavimo metodg. Sis metodas
jgyvendinamas nesudeétingai, tadiau jj jvykdyti uztrunka daug laiko. Metodo esme:
nustatomas trombocity skaicius ir vidutinis tadris; cirkuliuojanciy trombocity funkciné
masé apskaiciuojama kaip trombocity skaiciaus ir vidutinio trombocity tlrio sandauga.
Pagal cirkuliuojanciy trombocity funkcinés masés padidéjimg per maziausiai 10 dienuy,
numatoma palanki klinikiné ligos eiga, o trombocity masés sumaZzéjimas reiskia

nepalankig klinikine eigg [7].

Kasos liga gali bati diagnozuojama naudojant paciento biologinius skyscius
tokius kaip serumas ar Slapimas, juose tiriant kasos aktyvuotus peptidus (PAP)
iSsiskiriancius i$ zimogeny dél proteolitinés aktyvacijos. Ypatingai naudingi yra peptidai
turintys C-gale D.sub.4K sekg. JAV patentinis dokumentas US5356781 [8] apraso
zimogeno aktyvinimo peptidy (ZAP) metoda, kuris remiasi polikloniniais arba
monokloniniais antikiiniais, kurie yra generuojami ir yra specifiSki PAP C-gale , ko

pasekoje testai detektuoja tik laisvus PAP, o ne giminingg zimogeng. Taip pat
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imobilizuoti ant tvirto pagrindo ir jy nauda diagnostiniuose rinkiniuose ir
laboratoriniuose bandymuose. Esant kasos ligoms, diagnostiniai testai gali padéti
atskirti: nekrotizuojantj nuo edeminio Gminio pankreatito bei tminio pankreatito ligos
sunkumui nusakyti, monitoruoti bei diagnozuoti létinj pankreatita esant ligos
paiméjimams. Testai apraSantys laisvus aktyvacijos peptidus iS zimogeny
profosfolipazés A, prokolipazés ir proelastazés, gali bati taikomi ne tik kasos ligoms,
kur Siy zimogeny aktyvacija, panaudoja tg pacig homologine sekg aktyvuojant peptido
C-galo regiong bei randami pankreatiniai izofermentai formuojantys ligos molekuline
patologijg.

Siuo metu klinikinéje praktikoje nepakanka paprasty ir neinvaziniy tyrimy, kurie
tikty AP ankstyvajai diagnozei ar prognozei nustatyti. Todél neskausmingos
diagnostikos priemonés ir badai, tokie, kaip Siame iSradime atskleistas AP eigos

vertinimo badas ir diagnostinis kriterijus (DC), yra perspektyvis klinikinéje praktikoje.

ISRADIMO ESME

Siuo idradimu sukurtas metodas ir diagnostinis kriterijus (DC), leidZiantys
numatyti dminio pankreatito eigos sunkumg po hospitalizavimo pirmosiomis ligos
dienomis. Diagnostinio kriterijaus (DC) esmé yra Slapimo karbamido ir kraujo
karbamido koncentracijy santykio reikSmé, kuri yra AP eigos sunkumo rodiklis.
Hospitalizuotam pacientui nustatomos karbamido molinés koncentracijos (C(mol/l))
tiek kraujo serume, tiek Slapime. Tyrimy rezultaty duomenys aiskiai parodé, jog jei
minétas koncentracijy santykis (DC) Curine urea/Cserum urea - jgyja reik8me is intervalo tarp
60 ir 15, tokiu atveju, tikétina lengva ar vidutinio sunkumo (M/MS) AP eiga. O jei Sio
diagnostinio kriterijaus reikSmé gauta maZesné nei 15, tai tokiam pacientui
prognozuojama sunki (severe, S) AP eiga, galinti baigtis ir mirtimi (lethal outcome, LO).
Sis DC kriterijus yra greita ir efektyvi priemoné medikams, identifikuojant AP ligonius,
kuriems gresia sunki (S) AP eiga ir kiekvienam tokiam ligos atvejui bei pacientui

parinkti individualig gydymo taktika.

Sis diagnostinio kriterijaus (DC) iSradimas leidZia greitai, pirmosiomis ligos
dienomis (1, 2 arba 3 dieng) AP pacientams numatyti sunkumo eigg. Ankstyvos
prognozés esmé yra apskaiCiuota skaitiné diagnostinio kriterijaus (DC) verté,

parodanti, ar pacientui gresia sunki (S) AP eiga (turinti Zenklig mirtinos baigties
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tikimybe). Kadangi diagnostinis kriterijus (DC) yra nustatomas naudojant Slapimo
meéginius ir jprastai atliekamy laboratoriniy kraujo serumo tyrimo duomenis, todél Sis
jvertinimo metodas priskirtinas prie metody kuriuos atliekant pacientas patiria maziau

skausmo.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

ISradimo esminés savybés yra apibréZiamos apibrézZties punktuose. Tuo tarpu,
iSradimas geriausiai iSaiSkintas ir suprantamas pagal iSsamy iSradimo aprasyma,
kuriame atskleisti tinkamiausi iSradimo jgyvendinimo variantai, pateikti iSradimo

apimties neribojanciais pavyzdziais, kartu su pridedamais bréziniais:

1 pav. atvaizduoja pastovios sroves (l) priklausomybe, kaip biojutiklio atsakg
j karbamido koncentracijas: E = 0 V pagal Ag/AgCl; PBS (20 mM; pH 7,2).

2 pav. atvaizduoja koreliacijg tarp karbamido koncentracijos serume,
nustatytos naudojant amperometrinj biojutiklj ir karbamido koncentracijos serume,

nustatytos VUL Santaros kliniky Biochemijos laboratorijoje: E = 0 V pagal Ag/AgCl;

3 pav. atvaizduoja karbamido koncentracijy santykio Curine urea/Cserum urea rySj
su Uminio pankreatito eigos sunkumo lygiu: kontroliné grupé (C), lengvos eigos grupé
(mild, M), vidutinio sunkumo eigos grupé (moderate severity, MS), sunkios eigos grupé
(severe, S) ir grupé su letalinémis iSeitimis (lethal outcome, LO) grupés. Intarpe
pateikta grupiy vidurkiniy reikSmiy su standartinémis paklaidomis priklausomybé nuo
aminio pankreatito eigos sunkumo. Slenkstiné DC reikSmeé S/LO grupei pazyméta

punktyrine linija.

Tinkamiausi iSradimo jgyvendinimo variantai apraSyti toliau, su nuoroda |
bréZinius. Kiekviename brezZinyje naudojama ta pati to paties arba lygiavercio

elemento numeracija.

ISSAMUS ISRADIMO APRASYMAS

Blood Urea Nitrogen (BUN) testas yra vienas i$ jprasty laboratoriniy tyrimuy,
atliekamy identifikuojant sergantj pankreatitu. Ankstesniuose tyrimuose buvo
parodyta, jog serijinis BUN matavimas yra reikSmingas prognozuojant mirtinguma dél
AP [9]. TacCiau, BUN testas daugiausia atspindi intravaskuliarinio tlrio bukle ir yra
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inksty funkcijos sutrikimo rodiklis. Siame iSradime, pirma kartg pademonstruota, jog
AP eigos sunkumo lygis priklauso nuo karbamido koncentracijos Slapime. Iki Siol
priklausomybeé tarp AP ir karbamido kiekio Slapime nebuvo atskleista. Be to, Slapimo
karbamido ir kraujo serumo karbamido koncentracijy santykis leidzia tiksliai atskirti
lengvas/vidutinio sunkumo ir sunkias AP pacienty grupes, per pirmasias valandas po

priemimo (hospitalizavimo).

Hospitalizuotam pacientui serumo ir Slapimo méginiuose nustatoma moliné
karbamido koncentracija (C (mol/l)). Jei Slapimo karbamido ir serumo karbamido
koncentracijy santykio (Curine urea/ Cserum urea) Skaitiné reikSmé gaunama intervale nuo 60
iki 15, tuomet pacientui prognozuojama lengvo/vidutinio sunkumo (M/MS) AP eoga.
Jeigu Sio kriterijaus (DC) skaitiné reikSmeé yra mazesné nei 15, tai tokiam pacientui

prognozuojama sunki (S) AP eiga.

Skaitinés DC kriterijaus reikSmés buvo paskaiciuotos, naudojant Slapimo ir
kraujo serumo méginius paimtus i$ 16 kontroliniy asmeny ir 136 AP pacienty Vilniaus

Universiteto ligoninés (VUL) Santaros kliniky Pilvo chirurgijos skyriuje.

Karbamido koncentracija kraujo serume (Cserum urea) buvo nustatyta VUL
Santaros kliniky biochemijos laboratorijoje, analizatoriumi ARCHITECT plus ic 8200
(i Abbott, Abbott Park, lllinois, JAV).

Slapimo karbamido koncentracija (Cuine wea) buvo nustatyta Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Biochemijos instituto Bioanalizés skyriuje sukurtu
karbamido biojutikliu. Biojutiklio veikimo principas, tikslumas ir pritaikomumas aprasyti
publikacijoje [10]. Biojutiklis buvo jmontuotas | elektrochemine cele (1,65 ml talpos),
kurioje veikia pagalbinis platinos elektrodas, palyginamasis prisotinto Ag/AgClI
elektrodas ir darbinis elektrodas (biojutiklis). Elektrocheminé celé, naudojant
automatine pipete (iS Eppendorf research, Hamburg, Germany), buvo uzpildyta 1,65
ml 20 mM natrio fosfato buferinio tirpalu (PBS)(pH = 7,2), kuriame yra 100 mM KClI.

Karbamido koncentracija Slapime (Curine urea) buvo nustatyta pagal tiesine
kalibravimo kreivés dalj, pavaizduotg 1 paveiksle. Kalibravimo kreivé gauta
eksperimentiniu badu, j elektrochemine cele pridedant 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5ir 2,5
mM karbamido PBS.

Pries atliekant karbamido Slapime (Curine urea) tyrimus, Slapimo méginiai 10

karty praskiedziami PBS tipalu, o po to j elektrochemine cele pridedama po 50 pl
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Slapimo méginio. Biojutiklis, po meginio, kuriame yra karbamido, pridéjimo |j
elektrochemine cele, rodo nuo substrato priklausomg anodinj atsakg. Atsakas buvo
matuojamas kaip elektros srovés skirtumas tarp pastovios ir foninés srovés. Elektrody
srovés kitimo laike atsakas, kai darbinis potencialas yra OV palyginamojo Ag/AgCI
atzvilgiu, buvo uzregistruotas naudojant potenciostatg/galvanostatg Advanced
Electrochemical System PARSTAT 2273 (iS Princeton Applied Research, Oak Ridge,
JAV).

Biojutiklio analitinis tikslumas buvo patvirtintas biojutikliu nustacius karbamido
koncentracijas (Curea (serum)), ir jy vertes palyginus su vertémis nustatytomis patvirtintu
metodu. Biojutikliu gautos Curea (serum) reikSmés buvo palygintos su VUL Santaros
kliniky biochemijos laboratorijoje nustatytais kiekiais, cheminés sudéties analizatoriumi
ARCHITECT plus ic8200 (i8 Abbott, Abbott Park, lllinois, JAV). Abiem budais gauti

matavimo duomenys pateikti 2 paveiksle.

RySys tarp duomeny, gauty dviem metodais 2 paveiksle, yra tiesinis, o
koreliacijos koeficientas (rxy = 0,9945) rodo gerg atitikimg tarp biojutikliu nustatyty
karbamido koncentracijy ir VUL Santaros kliniky biochemijos laboratorijoje atlikty

matavimy.

Gautas koreliacijos koefcientas rodo, kad rezultatai, nustatyti naudojant
amperometrinj biojutiklj, yra Siek tiek mazesni nei VUL Santaros kliniky Biochemijos
laboratorijoje gauti analizés rezultatai. Taciau, Sie palyginimai tik patvirtina, kad
biosensorius nematuoja papildomy medZiagy, o generuoja teisingg ir tiksly atsakg j

serume esantj karbamida.

Siekiant jvertinti DC kriterijaus patikimuma, vertinta grupé (kohorta), sudaryta
i§ kontrolinés (C), lengvos (M), vidutinio sunkumo (MS) ir sunkios (S) AP eigos
pacienty. IS sunkios eigos (S) pacienty, septyni i$ jy véliau turéjo mirtinas baigtis (LO).
Pagal bendrus duomenis i$ kontrolinés grupés ir pacienty, paguldyty j ligonine su AP
diagnoze per pirmasias 78 valandas, Curine urea/Cserum urea diagnostinis kriterijus (DC)

tirtas kaip AP eigos sunkumo funkcija.

OriginPro 8.5 programiné jranga buvo naudojama atlikti statistinei duomeny
analizei ANOVA su Tukey kriterijumi, taip siekiant jvertinti Curine urea/Cserum urea (pagal
nustatytus kiekius Slapime ir serume) priklausomybe su AP eigos sunkumu. Gauta

Curine urea/Cserum urea priklausomybé nuo AP eigos sunkumo pavaizduota 3 paveiksle.
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Remiantis Sios analizés rezultatais, padaryta iSvada, kad jei (Curine urea/Cserum urea)
skaitiné reikSmé yra nuo 60 iki 16, Sis pacientas patirs lengvg ar vidutinio sunkumo AP

eigq, o jei kriterijaus reikSmeé mazesné nei 15, Siam pacientui numatoma sunki AP eiga.

Grupiy palyginimas vienfaktorine dispersine analize (ANOVA) pateiktas 1

lenteléje.

1 lentelé. ANOVA palyginimo rezultatai.

. . . . Standartinis | Standartiné paklaida (SE) nuo
Imtis Imties vidurkis . . .
nuokrypis vidurkio

C 16 57,25 31,43 7,86
M/MS 80 36,90 24,80 2,77
S/LO 50 9,56 10,77 1,52

Laisves

laipsniy | ¢ adraty suma | ¥ idutinis Fverte | Tikimybeé(Prob)>F

skaicius . kvadratas y

(DF)

Modelis 2 36575,98 18287,99 37,85 6,42E-14
Paklaida 143 69094,53 483,18
Viso 145 105670,5
ANQVA AN(.)VA ANC.)VA ANOVA grafikas
grafikas grafikas grafikas

Vidurkiy Vidurkio reikme
Rodiklis skirtumas standartiné vidErkiams (Sig)

(MeanDiff) | paklaida (SEM) g
;usl:sy Tukey testo | Tukey testo
. . vidurkiy vidurkiy Tukey testo vidurkiy skirtumas
vidurkiy . .
. skirtumas skirtumas

skirtumas
M/MS - C -20,35 6,02 1
S/LO-C -47,69 6,31 1
S/LO 27,34 3,96 1
M/MS
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Kaip matyti 3 paveiksle ir 1 lenteléje, santykio Curine urea/Cserum urea Vidurkis
susijes su AP eiga. Jis mazéja tiesiSkai, didéjant AP eigos sunkumui (3 paveikslo
intarpas). Gautos statistikos ANOVA patikimumo lygmens ,p“ verté nustatyta 6,42-10~
14 (1 lentelé). Parametro ,p“ reikSmé mazesné nei pasirinktas reikSmingumo lygmuo
0,01, tai rodo, kad grupiy vidurkiai statistiSkai reikSmingai skiriasi. Be to, daugkartiniam
grupiy palyginimui buvo naudojamas Tukey testas. Nustatyta, kad pacientai, sergantys
sunkia AP eiga (S/LO), turéjo zymiai mazesnes Curine urea/Cserum urea reikSmes, palyginti
su kontroline grupe (C) ir grupe pacienty, serganciy lengva ar vidutinio sunkumo AP
eiga (M/IMS) (1 lentelé, Tukey testas). Pacienty, kurie sirgo lengva ar vidutinio
sunkumo AP eiga, Curine urea/Cserum urea Vertés taip pat Zenkliai skyrési, palyginus su C
grupe (1 lentelé, Tukey testas). Duomenys aiSkiai parode, jei Curine urea/ Cserum urea Verté
yra nuo 60 iki 15, tuomet gali bati prognozuojama lengva ar vidutinio sunkumo (M/MS)
AP eiga. Jei Sio diagnostinio kriterijaus (DC) reikSmé mazesné nei 15, tai tokiam
pacientui turi bati prognozuojama sunki AP eiga (S), turinti ir mirtinos baigties (LO)

tikimybe.

Medziagos, naudotos sukurti karbamido biojutiklj: ureazé i§ Canavalia
ensiformis (E.C. 3.5.1.5.); Jaucio serumo albuminas, V frakcija; glutaraldehido tirpalas,
I lygis, 25 % H20; karbamidas, >99,0 %, kalio chloridas (KCI), >99,0 %; kalio
dihidrofosfatas (KH2POa4), >98,0%; natrio hidrofosfatas (NazHPO4), >99,0%; kalcio
chloridas (CaCl2), >93,0 %; pusiau-pralaidi terileno membrana (storis 12 uym, pory
skersmuo 0,4 um), i§ Jungtinio Branduoliniy tyrimy instituto, Rusija; pagal levos
Sakinytés daktaro disertacijos protokolg (VU Gyvybés moksly centro Biochemijos
institutas), i$ natdralaus grafito susintetintas termiskai redukuotas grafeno oksidas
(TRGO).

Praktinis jgyvendinimas (AP eigos jvertinimo bddo tinkamiausias jgyvendinimo
variantas)

Paimami periferinio kraujo ir Slapimo meéginiai i§ pankreatitu susirgusiy
pacienty, priémime per pirmgsias 78 valandas;

Nustatomos karbamido koncentracijos: serumo karbamido (Cserum urea, mol/l)

naudojant cheminés sudéties analizatoriy ARCHITECT plus ic8200 (Abbott, Abbott
Park, lllinois, USA);

Slapimo karbamido koncentracija (Curine urea, mol/l) nustatoma karbamido
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biojutikliu, kur

elektrocheminé celé pripildoma 1,65 ml natrio fosfato 20 mM buferinio tirpalo
PBS, (pH = 7,2), kuriame yra 100 mM KCl,

sudaroma biojutiklio kalibravimo kreivé, naudojant kalibravimo etaloninius
tirpalus ( 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ir 2,5 mM karbamido PBS);

Slapimo méginys skiedziamas 10 karty PBS tirpalu,
50 pl méginio pridedama j elektrochemine cele,

biojutiklio srovés kitimo laike atsakas, kai darbinis potencialas yra 0 V,
palyginamojo Ag/AgCl atzvilgiu, registruojamas naudojant potenciostatg/galvanostata,
tokj kaip Advanced Electrochemical System PARSTAT 2273 (Princeton Applied
Research, Oak Ridge, USA),

Slapimo karbamido koncentracija, Curine urea, mol/l, proporcinga biojutiklio

atsakui, nustatoma naudojant kalibravimo kreive;

ApskaicCiuojamas diagnostinis kriterijus (Curine urea/Cserum urea), padalijus Curine
urea Verte is vertés Cserum urea, NUstatyty to paties paciento Slapimo ir kraujo méginiuose

mineétais 2 nustatymo metodais (arba kitais galimais metodais);
jvertinama diagnostinio kriterijaus DC reikSmé, kuri:

jei gauta intervale tarp 60 ir 15, AP eiga priskiriama lengvo arba vidutinio
sunkumo AP eigai (M/MS),

jei gauta mazesné nei 15, AP eiga priskiriama didelio sunkumo AP eigai (S).
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Uminio pankreatito AP eigos jvertinimo badas, besiskiriantis tuo,
kad

- pateiktuose paciento kraujo ir Slapimo meéginiuose matuojamos karbamido

koncentracijos, mol/l,

- apskaiciuojamas karbamido koncentracijy, mol/l, Slapimo méginyje ir kraujo

meginyje, santykis Curine urea / Cserum urea,

- 8io santykio verté palyginama su vertinimo kriterijaus DC verte, kurios
atzvilgiu suskaiciuota Curine urea/ Cserum urea Verté priskiriama lengvo/vidutinio sunkumo

AP eigos arba j sunkios AP eigos klases,

kur vertinimo kriterijaus DC verté, suformuota i§ masyvo, apimancio
ankstesniy AP atvejy statistinius duomenis, aprasancius kiekvienam ankstesniam AP
atvejui priklausomybe tarp jame jvertintos santykio Curine urea/ Cserum urea VErtes, ir véliau

jvykusios-konstatuotos to AP atvejo eigos - lengvos/vidutinio sunkumo, arba sunkios.

2. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad Slapimo méginyje
moliné karbamido koncentracija, mol/l, yra nustatoma amperometriniu karbamido
biojutikliu, turiniu selektyvig fermentine membrang, apimanciu elektrochemine cele,
pageidautina 1,65 ml tdrio, su pagalbiniu platinos elektrodu, palyginamuoju sotaus
Ag/AgCl elektrodu, ir darbiniu elektrodu, funkcionuojanciu kaip biojutiklis ir

generuojanciu anodinj atsakg

3. Bldas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad moliné karbamido
koncentracija, mol/l, kraujo serume yra nustatoma cheminés sudéties analizatoriumi,
tokiu kaip ARCHITECT plus ic8200.

4.Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad tinkamiausias praktinis
bddo jgyvendinimas apima Siuos Zingsnius:
a) per pirmasias 78 valandas pateikiami periferinio kraujo ir Slapimo méginiai

iS pankreatitu susirgusiy pacienty;
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b) nustatomos karbamido koncentracijos: serumo karbamido Cserum urea, mol/I,

ir Slapimo karbamido Curine urea, mol/l;

¢) Slapimo karbamido koncentracija Curine urea, mol/l nustatoma paruostu darbui

amperometriniu karbamido biojutikliu,

d) apskaiciuojama Sio AP atvejo karbamido koncentracijy santykio Curine urea /
Cserum urea vVerté, padalijus Curine urea verte i§ Cserum urea vertés, kur Sios vertés buvo

paciento Slapimo ir kraujo meginiuose;

e) santykio Curine urea / Cserum urea Verté palyginama su vertinimo kriterijaus DC
verte, ir priskiriama vienai iS maziausiai Siy klasiy, kur:
* jeigu santykio Curine urea/ Cserum urea vVerté, gauta didesné uz vertinimo kriterijaus

DC verte, tai Sis AP atvejis priskiriamas lengvo/vidutinio sunkumo AP eigai,

* jeigu santykio Curine urea / Cserum urea verté gauta mazesné uz vertinimo

kriterijaus DC verte, tai Sis AP atvejis priskiriamas sunkiai/mirtinai AP eigai.

5. Bldas pagal 1 ir 4 punktus, besiskiriantis tuo, kad vertinimo

kriterijaus DC verté yra lygi 15.

6. Budas pagal 4 punktg, besiskiriantis tuo, kad amperometrinis

karbamido biojutiklis darbui paruoSiamas Sia operacijy seka:

o] elektrocheminé celé pripildoma 1,65 ml natrio fosfato 20 mM buferinio
tirpalo PBS (pH = 7,2), kuriame yra 100 mM KCl,

o] sudaroma biojutiklio kalibravimo kreiveé, naudojant kalibravimo
etaloninius tirpalus (0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ir 2,5 mM karbamido PBS);

o] Slapimo méginys skiedziamas 10 karty PBS tirpalu,
0 50 ul méginiy pridedama j elektrochemine cele,
o] elektrodo srovés kitimo laike atsakas, kai darbinis potencialas yra 0 V,

palyginamojo Ag/AgCl atzvilgiu, registruojamas naudojant potenciostatg/galvanostata,
tokj kaip Advanced Electrochemical System PARSTAT 2273,

o] Slapimo karbamido koncentracija, Curine urea, mol/l, proporcinga

biojutiklio atsakui, nustatoma naudojant kalibravimo kreive.
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