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Bestimmung von Aprotinin-Plasmakonzentrationen nach
therapeutischer Anwendung von Trasylol

M. JocHUM, W. MULLER-ESTERL

Einleitung

Die therapeutische Anwendung des Proteinaseninhibitors Aprotinin (Trasylol)
in der Intensivmedizin wird bei Erkrankungen empfohlen, die durch Storung pro-
teolytischer Regulationssysteme charakterisiert sind, wie z. B. Hyperfibrinolyse,
traumatisch-himorrhagischer Schock oder akute Pankreatitis (1). Die vorgeschla-
genen Dosierungsschemata und Applikationsformen (Bolusinjektion, Dauerinfu-
sion) sind allerdings derart heterogen, daB Versuche, die therapeutische Wirksam-
keit von Aprotinin in prospektiven klinischen Studien zu belegen, weder vergleich-
bare noch eindeutig interpretierbare Resultate bringen. Dariiber hinaus erweisen
sich die in vitro erzielten Effekte (1, 2) als nur bedingt tibertragbar auf In-vivo-Si-
tuationen: durch die rasche Elimination des Inhibitors aus der Zirkulation [bipha-
sische Halbwertszeiten 0,7 und 7 h (3)] diirften effektive Hemmstoffkonzentratio-
nen in vivo nicht oder nur fiir einen kurzen Zeitraum erreicht werden. Essentiell fiir
die Bewertung der therapeutischen Effekte von Aprotinin ist daher die exakte Mes-
sung der im Plasma tatsdchlich erzielten Inhibitor-Konzentrationen. Im folgenden
beschreiben wir zwei Testverfahren, mittels derer Aprotinin rasch,prizise, spezi-
fisch und sensitiv in biologischen Fliissigkeiten (Plasma, Sekreten, Exsudaten, Ge-
websextrakten) quantifiziert werden kann. Die Anwendung dieser Tests bei der
Verlaufskontrolle der durch unterschiedliche Dosierungsschemata erreichbaren
Aprotinin-Plasmakonzentrationen wird anhand ausgewihlter klinischer Studien
demonstriert.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial: Citratplasma, Urin.

Enzymatischer Test:

Testprinzip: Siurebehandeltes, Aprotinin-haltiges Plasma wird mit einem Uber-
schuf3 an Gewebskallikrein inkubiert und die verbliebene, nicht durch Aprotinin
gehemmte amidolytische Enzymaktivitdt mit Hilfe des chromogenen Substrates
H-D-Val-Leu-Arg-pNA (S-2266) photometrisch bei 405 nm gemessen. Die Zeit-
dauer fiir die Bestimmung der Aprotinin-Hemmkapazitdt im Plasma liegt bei
70—80 min. Alle fiir den Test notwendigen Substanzen sind kommerziell erhilt-
lich, eine detaillierte Beschreibung der Methode ist in (4) vercffentlicht.
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Kompetitiver Enzymimmunoassay (ELISA):

Testprinzip: Titerplatten, die mit affinitdtschromatographisch gereinigten anti-
Aprotinin-IgG vorbeschichtet sind, werden mit einer Mischung aus gleichen Volu-
mina an Aprotinin-haltiger Probe (Standard, Plasma, Urin, etc.) und Aprotinin-
Peroxidase-Konjugat inkubiert. Hierbei konkurrieren das Aprotinin in der Probe
und das Aprotinin-Peroxidase-Konjugat um die Antikorper-Bindungsstellen. Die
Indikatorreaktion erfolgt mit ABTS (2,2’-Azino-di-3-ethylbenzthiazolinsulfon-
sdure) und H,O, als Substrat. Die bei 405 nm gemessene Enzymaktivitit ist umge-
kehrt proportional zur applizierten Aprotininmenge. Die immunologische Bestim-
mung der Aprotininkonzentration im Plasma und anderen biologischen Fliissig-
keiten kann innerhalb von 4 Stunden erfolgen; Semiautomatisierung des Tests ge-
stattet einen hohen Probendurchsatz (ca. 100 Proben pro Tag). Die genaue Test-
durchfiihrung ist in (5) beschrieben.

Ergebnisse und Diskussion
1. Bewertung der Testsysteme

Enzymatischer Test: Im Gegensatz zu den korpereigenen Plasmaproteinasenin-
hibitoren ist Aprotinin ein sehr potenter Sofortinhibitor fiir Schweine-Pankreas-
kallikrein (Gewebskallikrein). Eine eventuelle Hemmung dieses Enzyms durch
endogene Proteinaseninhibitoren (z. B. den «,-Proteinaseinhibitor) wird durch
Saurefillung der Plasmaprobe vermieden; im Uberstand wird ausschlieBlich
Aprotinin als Gewebskallikrein-Hemmstoff erfaB3t.

Entsprechend der linearen Eichkurve (Abb. 1) liegt die untere Nachweisgrenze
bei ca. 20 KIE pro ml nicht sdurebehandelten Plasmas, d. h. bei ca. 0,25 KIE pro

(/o]
100 A
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freie Enzymaktivitat

N
201 ~<o

0125025 05 075 10 125 KIE/Ansatz
1020 40 60 80 100 KIE/mlIPlasma

Abb. 1. Eichkurve des enzymatischen Tests (Gewebskallikrein-Hemmtest) fiir Aprotinin.
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Bestimmungsansatz. Bei einem Aprotiningehalt von mehr als 0,75 KIE pro Ansatz
sollte die Probe verdiinnt werden. Da die Kallikreinaktivitit aus bisher unbekann-
ten Griinden in Abhingigkeit von der zugesetzten Plasmamenge erheblich gestei-
‘gert wird, miissen alle Verdiinnungen von Aprotinin-haltigen Proben mit Aproti-
nin-freiem, sdurebehandeltem Normalplasma erfolgen. Hierdurch wird jeweils die
gleiche Plasmamenge (25 pl) dem Testsystem zugesetzt. Verdiinnen mit Puffer
oder isotonischer Kochsalzlosung anstelle von Plasma fiihrt zu falsch niedrigen
MeBwerten. Fiir 40 KIE/ml Plasma lag die Variation innerhalb des Tests bei 8 Se-
rien zwischen 2 und 11 %, die Variation von Test zu Test bei 4,4% (n = 8). Die
Wiederfindungsrate fiir 20—80 KIE/ml belief sich auf 90—125%. Die sdurebehan-
delten Proben waren beziiglich des Aprotiningehaltes fiir mindestens 1 Monat bei
—20° C und fiir 6 Monate bei —70° C stabil; wiederholtes Auftauen und Einfrieren
(n = 10) zeigte keinen EinfluB auf das MeBergebnis. Die Zugabe des Konservie-
rungsmittels NaN; vor Sdurebehandlung zerstort partiell die Hemmaktivitit des
Aprotinins.

161
144
1,2
' 10-
3 084 )
S .
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0.4
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0006 0066 066 66 66 660 [KIE/m]
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Abb. 2. Eichkurve des kompetitiven ELISA fiir Aprotinin.

Enzymimmunoassay: Durch die Verwendung von monospezifischem IgG als
Beschichtungsmaterial ist der Test absolut spezifisch fiir Aprotinin. Kreuzreaktio-
nen mit anderen Proteinen, insbesondere endogenen Proteinaseninhibitoren, wur-
den nicht beobachtet. Eine serielle Verdiinnungsreihe des Aprotinin-Standards
(0,006—660 KIE/ml) ergibt eine iiber einen Bereich von 0,12 bis 6,6 KIE/ml lineare
Eichkurve (Abb. 2). Die untere Nachweisgrenze wurde mit 0,1 KIE/ml entspre-
chend 0,02 KIE/Testansatz (200 pl) ermittelt. Die Variation innerhalb einer Test-
serie (n= 8) betrug 5,8 %; die Variation von Test zu Test betrug 10,9 % (n = 20). Die
Wiederfindungsrate lag fiir 3—660 KIE/ml im Bereich von 86 bis 124%. Beziiglich



160 M. Jochum, W. Miiller-Esterl

der Probenstabilitdt wurden dhnliche Ergebnisse wie beim enzymatischen Test er-
zielt. Der intermethodische Vergleich des enzymatischen Tests mit dem Enzym-
immunoassay zeigte eine befriedigende Korrelation (r,, = 0,78; n = 178).

2. Aprotininkonzentration in Abhiingigkeit von Dosierung und Applikationsform

Bagatellverletzungen: Patienten (n = 7) mit geringfiigigen Gewebetraumen er-
hielten in einer i. v. Bolusinjektion iiber 15 min 1,5 Mill. KIE Aprotinin, entspre-
chend ca. 20 000 KIE pro kg Korpergewicht. Plasmaproben wurden zu den in
Abb. 3 angegebenen Zeitpunkten entnommen und uns freundlicherweise von Frau
Dr. Haas (Institut fiir Experimentelle Chirurgie der Technischen Universitit
Miinchen) fiir die Aprotininbestimmung zur Verfligung gestellt. Der initialen, stei-
len Konzentrationsabnahme von ca. 130 KIE/ml auf 45 KIE/ml innerhalb der er-
sten Stunde folgte in der Zeit von 1 bis 8 Stunden eine zweite, verlangsamte Elimi-
nation des Inhibitors auf Plasmawerte unter 10 KIE/ml. Die Eliminationskurve
(Abb. 3) bestitigt im wesentlichen die von KALLER et al. (3) an gesunden Proban-
den unter Verwendung von radioaktiv markiertem Aprotinin gemessene Pharma-

ELISA
3 n=7

Aprotinin [KIE/mI] —

501

12 H 6 8 10 YR
t(h]) —

Abb. 3. Verlaufder Aprotinin-Plasmakonzentration (x) nach einmaliger Gabe von 1,5 Mill. KIE bei Pa-
tienten (n = 7) mit Bagatellverletzungen.

Infusionsdauer: 15 min; Bestimmung mit kompetitivem ELISA. (Patientenproben von Dr. S. HAAs, In-
stitut fiir Exper. Chirurgie, Technische Universitdt Miinchen).
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kokinetik. Vermutlich beruht die biphasische Ausscheidung auf einer primiren
Verteilung des Inhibitors zwischen intra- und extravasalem Fliissigkeitskomparti-
ment, gefolgt von einer Redistribution und Sequestrierung des Inhibitors in den tu-
buldren Zellen der Niere (3, 6, 7).

Polytrauma: Eine vergleichbare Eliminationscharakteristik konnten wir bei
mehrfachverletzten Patienten (n = 13) in den ersten 6 Stunden nach einer einmali-
gen, 30miniitigen i. v. Infusion von 2 Mill. KIE Aprotinin beobachten (Abb. 4). Zu-
sdtzlich wurden diesen Patienten 6, 12, 18, 24 und 36 Stunden nach der ersten Gabe
in jeweils 1 5miniitigen Bolusinjektionen die in Abb. 4 angefiihrten Inhibitormen-
gen appliziert. Die Blutentnahmen erfolgten hier stets 3 und 6 Stunden nach jeder
Kurzinfusion. Die Studie wurde in Zusammenarbeit mit Dr. CLASEN (Abteilung
fiir Andsthesie im Krankenhaus Itzehoe) durchgefiihrt. Aus Abb. 4 wird ersicht-
lich, daB sich jeweils 3 Stunden nach repetitiver Gabe von 1 Mill. KIE Aprotinin
eine mittlere Plasmakonzentration von 25—30 KIE/ml eingestellt hat; weitere 3
Stunden spiter, d. h. direkt vor der nichsten Injektion, lagen die Werte bereits un-
ter 15 KIE/ml. Eine Akkumulation des Inhibitors wurde unter dem angewandten
Applikationsregime nicht beobachtet. Wihrend eine Hemmung des Plasmakalli-
kreins bei diesen Konzentrationen weitgehend ausgeschlossen werden kann, diirfte
der vorhandene exogene Inhibitor nur noch einen geringen Beitrag zur endogenen
Plasmininhibierung leisten (2).

KIE/mI
A
200
1 ISA
] 24'106 KIE R
150 ]
100 - _
50 1106 118 1108 qs10® 05 Pk
] f t
1 _UUUOn0o0000oe--

0051 2 4 6 9 121518 21 2430 36 4248
t(h] ——
Abb. 4. Verlauf der Aprotinin-Plasmakonzentrationen X bei polytraumatisierten Patienten (n = 13).
Die Zeitpunkte der Inhibitorapplikation sind durch Pfeile gekennzeichnet. Infusionsdauer: Initialdosis
30 min, repetitive Gaben 15 min; Bestimmung mit kompetitivem ELISA (Patientenproben von Dr. C
CLASEN, Abt. fiir Anisthesie, Krankenhaus Itzehoe).
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Um eine effektive Hemmstoffkonzentration iiber einen lédngeren Zeitraum mog-
lichst konstant zu halten, wihlten wir im Rahmen einer von Dr. DITTMER (Chirur-
gie GroBhadern, Miinchen) durchgefiihrten klinischen Studie zum Pathomecha-
nismus des Polytraumas (8) folgende Dosierung (2, 4): Nach einer initialen Gabe
von 1,5 Mill. KIE innerhalb von 30 min wurden 1 Mill. KIE pro Stunde iiber einen
Zeitraum von 6 Stunden und 250 000 KIE pro Stunde iiber weitere 30 Stunden
kontinuierlich infundiert. Die daraus resultierende Inhibitorkapazitit von Aproti-
nin im Plasma folgte weitgehend dem Applikationsschema (Abb. 5). Demnach er-
zeugt die kontinuierliche Infusion von 250 000 KIE pro Stunde einen mittleren
Plasmaspiegel von ca. 50 KIE/ml, entsprechend einer molaren Konzentration von
etwa 1 umol/l. Sie liegt damit groBenordnungsmiBig im Bereich der Konzentra-
tion des korpereigenen a,-Plasmininhibitors (ca. 0,9 pmol/l). Verglichen mit ghn-
lich schwerverletzten Patienten ohne Aprotininmedikation bewirkte die Therapie
mit dem exogenen Inhibitor eine signifikante Abnahme der Fibrin(ogen)spaltpro-
dukte D und E im Plasma. Dies kann als positive Beeinflussung der systemischen
»Fibrinolyse« (Plasminolyse) gewertet werden und 148t darauf schlieBen, daB of-
fensichtlich in der Initialphase nach Polytrauma durch den vermehrten Verbrauch

1,5 X 10° KIE/30 min

Aprotinin
(x£SEM)

0,25 x 10°KIE/h

1 X 10°KIE/h

[KIE/mI]
150

o

g -i——i~}/1\}

13 6 9 1 % 2% 0 3% 48 60 [h]

Abb. 5. Verlauf der Aprotinin-Plasmakonzentrationen (x + SEM) bei polytraumatisierten Patienten
(n = 8).

Das Inhibitorapplikationsschema ist als Blockdiagramm eingezeichnet; Bestimmung mit Gewebskal-
likrein-Hemmtest (Patientenproben von Dr. H. DITTMER, Chirurgie GroBhadern, Miinchen).
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des a,-Plasmininhibitors eine ausreichende systemische Antiplasminwirkung
nicht mehr gegeben ist. Die In-vivo-Wirksamkeit des durch geeignete Dauerinfu-
sion erzielten Aprotininspiegels von ca. 1 umol/l hinsichtlich des Kallikreinsy-
stems und anderer Proteinasen ist ausfiihrlich in (2) dargestellt.

Hysterektomie: Bei Patientinnen, die sich einer Hysterektomie unterziehen
muflten, wurden erstmals nach prophylaktischer Proteinaseninhibitorgabe der in-
tra- und postoperative Verlauf der Aprotinin-Konzentration bestimmt und zur
fibrinolytischen Kapazitit in Beziehung gesetzt. Die Plasmaproben stellte uns
freundlicherweise Dr. HARKE (Abteilung fiir Angsthesiologie, Universititsklini-
kum Kiel) zur Verfiigung, unter dessen Leitung auch die immunologischen Plasmi-
nogenbestimmungen erfolgten. Der Studie lag folgendes Dosierungsschema zu-
grunde: Unmittelbar nach Einleitung der Narkose wurde einem Patientenkollektiv
(Gruppe I; n = 10) 2 Mill. KIE Aprotinin in 10 min appliziert, ein weiteres erhielt
iber die nidchsten 60 min zusdtzlich 1,5 Mill. KIE kontinuierlich infundiert
(Gruppe II; n = 10). Eine Gruppe 0 (n = 10) ohne Aprotinin-Infusion diente als
Kontrolle; die Zuweisung der Patientinnen zu den einzelnen Gruppen erfolgte nach
einer Zufallsverteilung. Nach Abnahme der prioperativen Blutproben wurden aus
logistischen Griinden die nichsten Plasmen in beiden Therapiegruppen erst etwa
70 min nach Beginn der Bolusinjektion entnommen, d. h. 60 min nach Aprotinin-
gabe in Gruppe I und unmittelbar nach Beendigung der Dauerinfusion in Gruppe
II (Abb. 6). Die entsprechenden Aprotininkonzentrationen lagen zu diesem Zeit-
punkt im Mittel bei 60 KIE/ml (Gruppe I) bzw. bei 200 KIE/ml (Gruppe II). Im
weiteren Verlauf wurde auch hier die bekannte biphasische Eliminierung des Inhi-
bitors aus dem Plasmakompartiment beobachtet. Die im 24-Stunden-Urin (ca. 21)
bestimmte Aprotininmenge betrug in beiden Therapiegruppen etwa 5—6 % der ins-
gesamt applizierten Dosis. Demgegeniiber fanden KALLER et al. (3) bei gesunden
Probanden nach einer Bolusinjektion von 500 000 KIE Aprotinin ca. 10—15% der
applizierten Inhibitormenge im 24-h-Urin.

Als Ausdruck einer miBig erhohten fibrinolytischen Aktivitit sank die Plasmi-
nogenkonzentration in der Kontrollgruppe (0) wihrend des operativen Eingriffs
um ca. 15% gegeniiber dem Normalwert ab. Dagegen wurden bei den Aprotinin-
behandelten Gruppen keine signifikanten Verinderungen der Plasminogenkon-
zentration gefunden. Nach einer Initialdosis von 2 Mill. KIE Aprotinin (Gruppe II)
verblieben die entsprechenden MeBwerte praktisch im Ausgangsbereich; nach
Gabe einer Gesamtaprotininmenge von 3,5 Mill. KIE (Gruppe II) wurde sogar eine
Erhohung der Plasminogenkonzentration um 10% gefunden, die aufeinen vermin-
derten Plasminogenumsatz hinweist. Diese Befunde stehen im Einklang mit der in-
tra- und postoperativ ermittelten Aprotininkonzentration im Plasma der thera-
pierten Patientinnen (Abb. 6).
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Abb. 6. Verlauf der Aprotinin-Plasmakonzentrationen (x + SEM) bei Patientinnen nach Hysterekto-
mie (n = 10 pro Gruppe). Infusionsdauer:

Gruppe I 2 Mill./15 min.

Gruppe II 2 Mill./15 min. + 1,5 Mill./60 min.

Bestimmung mit Gewebskallikrein-Hemmitest.

v. N. = vor Narkose; OP; = Operationsbeginn; OP; = Operationsende. (Patientenproben von Dr. H.
HARKE, Abt. fiir Anidsthesiologie, Universitdtsklinikum Kiel).
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Abb. 7. Verlauf der Aprotinin-Plasmakonzentrationen (Mediane, untere und obere Quartile) bei Pa-
tienten mit extrakorporaler Zirkulation (n = 17).
Inhibitor-Dosierung, Infusionsdauer und Blutabnahmezeiten sind in Tab. 1 wiedergegeben; Bestim-
mung mit Gewebskallikrein-Hemmtest (Patientenproben von Prof. Dr. S. Popov-CeNIC, Institut fiir
Exper. Himatologie und Bluttransfusionswesen, Bonn).
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Extrakorporale Zirkulation: Im Rahmen einer von Prof. KIRCHHOFF (Herz- und
GefdBchirurgie der Universitdtsklinik Bonn) und Frau Prof. Porov-CENIC (Insti-
tut fiir Experimentelle Hamatologie und Bluttransfusionswesen, Bonn) durchge-
fiihrten prospektiven, randomisierten Studie zum Blutverlust bei extrakorporaler
Zirkulation wurde u. a. auch der therapeutische Effekt von Aprotinin untersucht
[siehe (9)]. Inhibitorapplikation und Blutentnahmen erfolgten zu den in Tab. 1 an-
gegebenen Zeiten. In Abb. 7 ist der entsprechende Plasma-Aprotininspiegel darge-
stellt. 30 min nach Ende der initialen Dosis von 1,5 Mill. KIE konnte eine mittlere
Hemmstoffkonzentration von 60—70 KIE/ml nachgewiesen werden. Durch die
Gabe von 0,5 Mill. KIE in die Herz-Lungen-Maschine lieB sich dieser Inhibitor-
spiegel noch eine gewisse Zeit aufrechterhalten; unmittelbar vor Ende des Bypasses
sank die Aprotininkonzentration jedoch bereits auf etwa 40 KIE/ml ab. Eine er-

Tab. 1. Schematische Darstellung der Zeiten fiir Blutabnahme und Applikation von Aprotinin bei Pa-
tienten mit extrakorporaler Zirkulation [nach Porov-CeNIC et al. (9)].
OP = Operation.

Blutabnahmen Medikation

0) 1-2 Tage vor OP

1) Vor Narkose < Applikation in 30 min:
— Aprotinin 1.5 Mio KIE

2) 30 min nach Appli-

kationsende <+
3) Unmittelbar vor <« Gabe in Maschine
partiellem Bypass 0 — Aprotinin 0,5 Mio KIE
10
4) 15 min nach Beginn N
des Bypass 20
30
Protaminchlorid
5) Unmittelbar vor L Applikation in 30 min
Ende des Bypass —> Aprotinin 1,0 Mio KIE
6) 30 min nach
Protaminchlorid <
7) 1 Std. nach Abn. 6 < Danach
—  6stiindlich:
Aprotinin 0,5 Mio KIE
8) 2 Tage nach OP < und

—  8stiindlich:
Aprotinin 0,5 Mio KIE
9) 3 Tage nach OP <+
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neute 30mintitige Infusion von 1 Mill. KIE fiihrte zu einem Wiederanstieg der Ap-
rotininkonzentration auf ca. 80 KIE/ml. Die nachfolgenden repetitiven Inhibitor-
gaben (Tab. 1) von je 0,5 Mill. KIE senkten die Aprotoninkonzentration langsam
aufletztlich ca. 20 KIE/ml am 2. postoperativen Tag ab. Im Vergleich zu einer Pla-
cebogruppe wurden Blutverlust und Transfusionsbedarf durch die prophylaktische
Behandlung mit Aprotinin wesentlich vermindert [ausfiihrliche Darstellung in (9).]

Resiimee

Die beiden hier vorgestellten Bestimmungsmethoden fiir Aprotinin sind geeig-
net, die Hemmaktivitdt bzw. Konzentration des Inhibitors im Plasma und anderen
Korperfliissigkeiten schnell, sensitiv und prizise zu erfassen — bei geringer Proben-
zahl als »bedside monitoring« mit dem enzymatischen Test oder bei groBer Pro-
benzahl durch Messungen mit dem ELISA. Die detaillierte Kenntnis der erreichten
Aprotininkonzentrationen sollte es in Zukunft ermdglichen, die Inhibitortherapie
exakt einzustellen und besser als bisher den unterschiedlichen pathologischen Ge-
gebenheiten der einzelnen Krankheitsbilder anzupassen.
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