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APROTININBESTIMMUNGEN IM PLASMA: METHODIK UND ERSTE KLINISCHE ER-
GEBNISSE

*
M. Jochum1, V. Jonékové1 , H. Harke2 und H. Fritz1

1Abteilung fir Klin. Chemie und Klin. Biochemie in der Chirurgi-
schen Klinik Innenstadt der Universitdt Miinchen, D-8000 Miinchen

*Humboldtstipendiatin; Institut fiir Molekulare Genetik, Prag, CSSR

2Abteilung Anaesthesiologie, Universitdtsklinikum Kiel, D-2300 Kiel

EINLEITUNG

Die therapeutische Anwendung des polyvalenten Proteinaseinhibitors
Aprotinin (Trasylol®) wird schon seit Jahren bei Erkrankungen em-
pfohlen, bei denen der unkontrollierten Freisetzung proteolytischer
Enzyme (Plasmin, Trypsin, Kallikrein etc.) ein hoher pathogener
Stellenwert eingerdumt wird [1]. Allerdings zeigen die vorgeschla-
genen Dosierungen sowie die Applikationsformen (Bolusinjektion,
Dauerinfusion) ein sehr heterogenes Spektrum, weshalb sich Versuche,
die klinische Wirksamkeit einer Aprotinintherapie in prospektiven,
kontrollierten Studien eindeutig zu belegen, als sehr schwierig er-
weisen. Einer der Grinde hierflir mag darin liegen, daB eine in vitro
durchaus hinreichende Hemmkonzentration in vivo aufgrund der raschen
Eliminierung des Inhibitors aus der Zirkulation kaum oder nicht lange
genug erreicht wird. Wir beschreiben deshalb nachfolgend ein Test-
system, das zukiinftig eine rasche, prédzise und spezifische Kontrolle
der Aprotininhemmkapazitdt im Plasma unter Bedingungen der klini-
schen Routinediagnostik ermdglicht.

TESTPRINZIP

In Gegensatz zu korpereigenen Plasmaproteinaseinhibitoren stellt
Aprotinin einen sehr potenten Sofortinhibitor fir Gewebskallikrein
dar. S&durebehandeltes,Aprotinin-haltiges Plasma wird mit einem
UberschuB an Gewebskallikrein inkubiert und die restliche, amido-
lytische Enzymaktivitdt gegeniiber dem Substrat D-V-Val-Leu-Arg-pNA
(S-2266) anhand der Freisetzung von p-Nitroanilin photometrisch bei
405 nm bestimmt ("initial rate method").

MATERIAL UND METHODE

Die verwendeten Substanzen sind kommerziell erh&dltlich: S-2266

(AB Kabi Diagnostica Stockholm, Schweden); Schweinepankreaskalli-
krein (=Kininogenase Standard, Bayer AG Wuppertal-Elberfeld, BRD);
Aprotinin (Trasylol®, Bayer AG Leverkusen, BRD); Perchlors&ure
(PCA), Kaliumcarbonat (K2C03), Tris (Merck Darmstadt, BRD).

Sdurebehandlung des Plasmas: Normalplasma (Citrat-) oder Patienten-
plasma wird 10 min bei 25°C mit gleichem Volumen 3 %$iger (w/v) PCA
inkubiert. Nach Zentrifugation wird der Uberstand mit 5M K2CO3 neu-
tralisiert, 30 min bei 4 - 8°C gekiihlt und erneut zentrifugiert.
Der daraus resultierende Uberstand wird fir eine l&ngere Aufbewah-
rung bei mindestens -20°C tiefgefroren.
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Standardkurve: Zur Herstellung der Standardproben wird Normalplasma
mit Aprotinin versetzt (200 KIU/ml), s&urebehandelt und diese Stamm-
1lésung (100 KIU/ml) mit Aprotinin-freiem, sdurebehandeltem Plasma
verdiinnt.

Photometrische Bestimmung: Das Reaktionsgemisch wird in der angege-
benen Reihenfolge in thermostatisierte 1 ml-Klivetten (37°C) pipet-
tiert: 855 pul Trispuffer (0,2 M, pH 8,2), 25 pl sdurebehandeltes
Normalplasma (=Vergleichsprobe) oder Aprotinin-haltiges Plasma
(=Standard- bzw. Patientenproben) und 20 pl Kallikreinldsung (1 KU).
Nach 5 miniitiger Inkubation werden 100 pl S-2266-Ldsung (1,5 mM) zu-
gefiligt und die lineare Extinktionszunahme bei 405 nm iiber mindestens
3 Minuten verfolgt. Die freie Enzymaktivitdt (aE/min) der Aprotinin-
haltigen Probe wird in Prozent der Vergleichsprobe berechnet. Zur
Erstellung der Standardkurve werden die freien Enzymaktivitdten (in
%) der Standardproben gegen die entsprechenden Aprotininkonzentra-
tionen (KIU/ml) graphisch aufgetragen und die Hemmaktivitdten des
Aprotinins in Patientenplasmen aus dieser Eichkurve ermittelt.

ERGEBNISSE

Evaluierung des Tests: Entsprechend der Standardkurve (Abb. 1) liegt
der niedrigste exakt meBbare Aprotininwert bei ca. 20 KIU (Kallikrein-
hemmeinheit) /ml nicht sdurebehandelten Plasmas, d.h. bei ca. 0,25 KIU
pro Bestimmungsansatz. Bei einem Aprotiningehalt von mehr als 0,75 KIU
pro Ansatz sollte die Probe verdiinnt werden. Da die Kallikreinaktivi-
tdt aus bisher unbekannten Griinden in Abhdngigkeit von der zugesetz-
ten Plasmamenge erheblich gesteigert wird (durch 25 pl sdurebehandel-
tes Plasma auf das ca. 1,23 fache; n=90, VK 7,8 %), missen alle Ver-
diinnungen von Aprotinin- haltlgen Proben mit Aprotlnln -freiem Normal-
plasma erfolgen. Hierdurch wird jeweils die gleiche Plasmamenge (25 pl)
dem Testsystem zugesetzt. Verdiinnen mit Puffer oder isotonischer
Kochsalzldsung anstelle von Plasma filhrt zu falsch niedrigen Inhibi-
torkonzentrationen.

Fiir 40 KIU/ml Plasma lag die "intra assay"-Variation in 8 Serien bei
2 - 11 %, die "inter assay"-Variation bei 4,4 % (n=8). Die Wieder-
findungsrate fiir 20 - 80 KIU/ml belief sich auf 90 - 125 %. Die s&u-
rebehandelten Proben waren stabil fiir mindestens 1 Monat bei -20°C
und fiir 6 Monate bei -70°C. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren
(n=10) zeigte keinen EinfluB. Die Zugabe des Konservierungsmittels
NaN3 zerstdrt partiell die Hemmaktivit&t des Aprotinins. Plasmapro-
ben ohne S&urebehandlung k&nnen nicht verwendet werden, da hierdurch
die Kallikreinaktivitdt noch stédrker und irreguldrer erhdht wird.

Klinische Anwendung: In der vorliegenden Beobachtungsreihe wurde bei
Hysterektomiepatientinnen (mit und ohne prophylaktischer Aprotinin-
gabe) erstmals der intra- und postoperative Verlauf der Aprotinin-
konzentration bestimmt und zur HShe der fibrinolytischen Aktivitédt
nach diesem gyndkologischen Eingriff korreliert.

Eine 10miniitige Aprotinininfusion wurde kurz nach Narkoseeinleitung
appliziert. Entsprechend der Zufallsverteilung diente die Gruppe O
(n=10) als Kontrolle, erhielt die Gruppe I (n=10) 2 Mill. KIU und
die Gruppe II (n=10) 3,5 Mill. KIU Aprotinin (Abb. 2).

Als Ausdruck einer médBig erhdhten fibrinolytischen Aktivit&dt sank
die Plasminogenkonzentration in der Kontrollgruppe (0) wdhrend des
operativen Eingriffs um ca. 15 % ab. Demgegeniiber verblieben die
MeBwerte nach einer Initialdosierung von 2 Mill. KIU Aprotinin
(Gruppe I) praktisch im Ausgangsbereich und stiegen wohl infolge
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eines verminderten Plasminogenumsatzes nach einer Initialdosis von
3,5 Mill KIU (Gruppe II) sogar um ca. 10 % an. Diese Befunde stehen
im Einklang mit. der intra- und postoperativ ermittelten Aprotinin-
konzentration im Plasma der therapierten Patientinnen (Abb. 2).
Ein Plasmaspiegel von 45 KIU/ml (= 1 uM) Aprotinin entspricht etwa
dem endogenen aj-Antiplasminspiegel (0,9 uM) von gesunden Proban-
den. Obwohl in der akuten Phase einer Entzindung dieser endogene
Spiegel bis auf das Dreifache der Norm ansteigen kann, ist bei
gleichzeitig starkem Verbrauch oft keine ausreichende Antiplasmin-
wirkung gegeben (z.B. traumatisch-hdmorrhagischer Schock).
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Abb. 1: Standardkurve zur Be- Abb. 2: Plasmaspiegel des Aproti-

stimmung von Aprotinin im Plasma nins nach i.v. Infusion des Inhi-
bitors bei Hysterektomie.
I (n=10): 2 Mill KIU/10 min
II (n=10): 2 Mill KIU/10 min +
1,5 Mill KIU/60 min
v.N.: vor Narkose; OPg=Operationsbeginn;
OPg=Operationsende

ZUSAMMENFASSUNG

Die Bestimmung der Aprotininhemmkapazitdt im Plasma mit der hier
beschriebenen anti-enzymatischen Methode kann in ca. 70 - 80 min
durchgefiihrt werden und eignet sich deshalb sehr gut als "bedside
monitoring" zur optimalen Einstellung einer hochdosierten Aproti-
nintherapie. Dariiberhinaus wurde in unserem Labor (Miiller-Esterl
et al., Fresenius Z. Anal. Chem. 1984, im Druck) kiirzlich auch ein
kompetitiver Enzymimmunoassay (Testzeit ca. 4 Stunden) zur Quanti-
fizierung der Aprotininkonzentration entwickelt. Der Einsatz die-
ses Tests ist aufgrund seiner hohen Sensitivitdt (0,2 KIU/ml) und
der Bewdltigung groBer Probenzahlen (>300 pro Tag) vor allen Dingen
fir niedrige Inhibitordosierung und retrospektive Studien zu em-
pfehlen.
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