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APROTININBESTIMMUNGEN IM PLASMA: METHODIK UND ERSTE KLINISCHE ER
GEBNISSE 

M. Jochum 1, V. Jonäkovä 1*, H. Harke 2 und H. F r i t z 1 

1 Abteilung für K l i n . Chemie und K l i n . Biochemie i n der C h i r u r g i 
schen K l i n i k Innenstadt der Universität München, D-8000 München 

*Humboldtstipendiatin; I n s t i t u t für Molekulare Genetik, Prag, CSSR 

2 

Abteilung Anaesthesiologie, Universitätsklinikum K i e l , D-2300 K i e l 

EINLEITUNG 
Die therapeutische Anwendung des polyvalenten P r o t e i n a s e i n h i b i t o r s 
Aprotinin (Trasylol®) wird schon s e i t Jahren bei Erkrankungen em
pfohlen, bei denen der u n k o n t r o l l i e r t e n Freisetzung p r o t e o l y t i s c h e r 
Enzyme (Plasmin, Trypsin, K a l l i k r e i n etc.) ein hoher pathogener 
Stellenwert eingeräumt wird [ 1 ] . A l l e r d i n g s zeigen die vorgeschla
genen Dosierungen sowie die Applikationsformen (Bolusinjektion, 
Dauerinfusion) e i n sehr heterogenes Spektrum, weshalb s i c h Versuche, 
die k l i n i s c h e Wirksamkeit einer Aprotinintherapie i n prospektiven, 
k o n t r o l l i e r t e n Studien eindeutig zu belegen, a l s sehr schwierig er
weisen. Einer der Gründe hierfür mag darin li e g e n , daß eine i n v i t r o 
durchaus hinreichende Hemmkonzentration i n vivo aufgrund der raschen 
Eliminierung des I n h i b i t o r s aus der Z i r k u l a t i o n kaum oder nicht lange 
genug e r r e i c h t wird. Wir beschreiben deshalb nachfolgend ein Test
system, das zukünftig eine rasche, präzise und s p e z i f i s c h e Kontrolle 
der Aprotininhemmkapazität im Plasma unter Bedingungen der k l i n i 
schen Routinediagnostik ermöglicht. 

TESTPRINZIP 
Im Gegensatz zu körpereigenen Plasmaproteinaseinhibitoren s t e l l t 
A protinin einen sehr potenten S o f o r t i n h i b i t o r für Gewebskallikrein 
dar. Säurebehandeltes,Aprotinin-haltiges Plasma wird mit einem 
Überschuß an Gewebskallikrein inkubiert und die r e s t l i c h e , amido-
l y t i s c h e Enzymaktivität gegenüber dem Substrat D-V-Val-Leu-Arg-pNA 
(S-2266) anhand der Freisetzung von p - N i t r o a n i l i n photometrisch bei 
405 nm bestimmt ( " i n i t i a l rate method"). 

MATERIAL UND METHODE 
Die verwendeten Substanzen sind kommerziell erhältlich: S-2266 
(AB Kabi Diagnostica Stockholm, Schweden); Schweinepankreaskalli-
krein (=Kininogenase Standard, Bayer AG Wuppertal-Elberfeld, BRD); 
Aprotinin (Trasylol®, Bayer AG Leverkusen, BRD); Perchlorsäure 
(PCA), Kaliumcarbonat ( K 2 C O 3 ) , T r i s (Merck Darmstadt, BRD). 
Säurebehandlung des Plasmas: Normalplasma (Ci t r a t - ) oder Patienten
plasma wird 10 min bei 25°C mit gleichem Volumen 3 % i g e r (w/v) PCA 
inkubiert. Nach Zentrifugation wird der Überstand mit 5M K 2 C O 3 neu
t r a l i s i e r t , 30 min bei 4 - 8°C gekühlt und erneut z e n t r i f u g i e r t . 
Der daraus resu l t i e r e n d e Überstand wird für eine längere Aufbewah
rung bei mindestens - 2 0°C t i e f g e f r o r e n . 
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Standardkurve: Zur Herstellung der Standardproben wird Normalplasma 
mit Aprotinin v e r s e t z t (200 KlU/ml), säurebehandelt und diese Stamm
lösung (100 KlU/ml) mit Aprotinin-freiem, säurebehandeltem Plasma 
verdünnt. 
Photometrische Bestimmung; Das Reaktionsgemisch wird i n der angege
benen Reihenfolge i n thermostatisierte 1 ml-Küvetten (37°C) p i p e t 
t i e r t : 855 jjil T r i s p u f f e r (0,2 M, pH 8,2), 25 | i l säurebehandeltes 
Normalplasma (=Vergleichsprobe) oder A p r o t i n i n - h a l t i g e s Plasma 
(=Standard- bzw. Patientenproben) und 20 jil Kallikreinlösung (1 KU). 
Nach 5 minütiger Inkubation werden 100 | i l S-2266-Lösung (1,5 mM) zu
gefügt und die l i n e a r e Extinktionszunähme bei 405 nm über mindestens 
3 Minuten v e r f o l g t . Die f r e i e Enzymaktivität (^E/min) der A p r o t i n i n -
h a l t i g e n Probe wird i n Prozent der Vergleichsprobe berechnet. Zur 
E r s t e l l u n g der Standardkurve werden die f r e i e n Enzymaktivitäten (in 
%) der Standardproben gegen die entsprechenden Aprotininkonzentra-
tionen (KlU/ml) graphisch aufgetragen und die Hemmaktivitäten des 
Aprotinins i n Patientenplasmen aus dieser Eichkurve e r m i t t e l t . 

ERGEBNISSE 
Evaluierung des Tests: Entsprechend der Standardkurve (Abb. 1) l i e g t 
der n i e d r i g s t e exakt meßbare Aprotininwert b e i ca. 20 KIU ( K a l l i k r e i n -
hemmeinheit)/ml n i c h t säurebehandelten Plasmas, d.h. b e i ca. 0,25 KIU 
pro Bestimmungsansatz. Bei einem Aprotiningehalt von mehr a l s 0,75 KIU 
pro Ansatz s o l l t e die Probe verdünnt werden. Da die K a l l i k r e i n a k t i v i -
tät aus bisher unbekannten Gründen i n Abhängigkeit von der zugesetz
ten Plasmamenge er h e b l i c h gesteigert wird (durch 25 u l säurebehandel
tes Plasma auf das ca. 1,23 fache; n=90, VK 7,8 % ) , müssen a l l e Ver
dünnungen von Apr o t i n i n - h a l t i g e n Proben mit Aprotinin-freiem Normal
plasma erfolgen. Hierdurch wird jeweils die gleiche Plasmamenge (25 p.1) 
dem Testsystem zugesetzt. Verdünnen mit Puffer oder is o t o n i s c h e r 
Kochsalzlösung a n s t e l l e von Plasma führt zu f a l s c h niedrigen I n h i b i 
torkonzentrationen . 
Für 40 KlU/ml Plasma lag die " i n t r a assay"-Variation i n 8 Serien b e i 
2 - 11 %, die " i n t e r assay"-Variation bei 4,4 % (n=8). Die Wieder
findungsrate für 20 - 80 KlU/ml b e l i e f s i c h auf 90 - 125 %. Die säu
rebehandelten Proben waren s t a b i l für mindestens 1 Monat b e i -20°C 
und für 6 Monate bei -70°C. Wiederholtes Auftauen und E i n f r i e r e n 
(n=10) zeigte keinen Einfluß. Die Zugabe des Konservierungsmittels 
NaN3 zerstört p a r t i e l l die Hemmaktivität des Aprotinins. Plasmapro
ben ohne Säurebehandlung können nic h t verwendet werden, da hierdurch 
die Kallikreinaktivität noch stärker und irregulärer erhöht wird. 
K l i n i s c h e Anwendung: In der vorliegenden Beobachtungsreihe wurde b e i 
Hysterektomiepatientinnen (mit und ohne prophylaktischer A p r o t i n i n -
gabe) erstmals der i n t r a - und postoperative Verlauf der A p r o t i n i n -
konzentration bestimmt und zur Höhe der f i b r i n o l y t i s c h e n Aktivität 
nach diesem gynäkologischen E i n g r i f f k o r r e l i e r t . 
Eine 1Ominütige A p r o t i n i n i n f u s i o n wurde kurz nach Narkoseeinleitung 
a p p l i z i e r t . Entsprechend der Z u f a l l s v e r t e i l u n g diente die Gruppe O 
(n=10) a l s Ko n t r o l l e , e r h i e l t die Gruppe I (n=10) 2 M i l l . KIU und 
die Gruppe II (n=10) 3,5 M i l l . KIU Aprotinin (Abb. 2). 
Als Ausdruck einer mäßig erhöhten f i b r i n o l y t i s c h e n Aktivität sank 
die Plasminogenkonzentration i n der Kontrollgruppe (0) während des 
operativen E i n g r i f f s um ca. 15 % ab. Demgegenüber verblieben die 
Meßwerte nach einer I n i t i a l d o s i e r u n g von 2 M i l l . KIU A p r o t i n i n 
(Gruppe I) praktisch im Ausgangsbereich und stiegen wohl i n f o l g e 
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eines verminderten Plasminogenumsatzes nach einer I n i t i a l d o s i s von 
3,5 M i l l KIU (Gruppe II) sogar um ca. 10 % an. Diese Befunde stehen 
im Einklang mit- der i n t r a - und postoperativ e r m i t t e l t e n A p r o t i n i n -
konzentration im Plasma der therapierten Patientinnen (Abb. 2). 
Ein Plasmaspiegel von 45 KlU/ml (= 1 |iM) Aprotinin e n t s p r i c h t etwa 
dem endogenen a.2-Antiplasminspiegel (0,9 uM) von gesunden Proban
den. Obwohl i n der akuten Phase einer Entzündung dieser endogene 
Spiegel b i s auf das Dreifache der Norm ansteigen kann, i s t bei 
g l e i c h z e i t i g starkem Verbrauch o f t keine ausreichende Antiplasmin-
wirkung gegeben (z.B. traumatisch-hämorrhagischer Schock). 

Abb. 1: Standardkurve zur Be- Abb. 2: Plasmaspiegel des A p r o t i -
stimmung von Aprotinin im Plasma nins nach i . v . Infusion des Inhi

b i t o r s bei Hysterektomie. 
I (n=10): 2 Mill KIU/10 min 
II (n=10): 2 Mill KIU/10 min + 

1,5 Mi l l KIU/60 min 
v.N.: vor Narkose; OPß=Operationsbeginn; 
OPE=Operationsende 

Z USAMMENFAS S UNG 
Die Bestimmung der Aprotininhemmkapazität im Plasma mit der h i e r 
beschriebenen anti-enzymatischen Methode kann i n ca. 70 - 80 min 
durchgeführt werden und eignet s i c h deshalb sehr gut a l s "bedside 
monitoring" zur optimalen E i n s t e l l u n g einer hochdosierten A p r o t i -
nintherapie. Darüberhinaus wurde i n unserem Labor (Müller-Esterl 
et a l . , Fresenius Z. Anal. Chem. 1984, im Druck) kürzlich auch ein 
kompetitiver Enzymimmunoassay (Testzeit ca. 4 Stunden) zur Quanti
f i z i e r u n g der Aprotininkonzentration entwickelt. Der Einsatz d i e 
ses Tests i s t aufgrund seiner hohen Sensitivität (0,2 KlU/ml) und 
der Bewältigung großer Probenzahlen (>300 pro Tag) vor a l l e n Dingen 
für niedrige Inhibitordosierung und retrospektive Studien zu em
pfehlen . 
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