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Der Effekt des Proteinaseninhibitors Aprotinin
auf die Freisetzung granulozytarer Proteinasen
und Plasmaproteinveranderungen

im traumatisch-hamorrhagischen Schock

Marianne Jochum', H. Dittmer?, H. Fritz'

' Abiteilung fur Klinische Chemie und Klinische Biochemie in der Chirurgischen Klinik Innenstadt Munchen
2 Unifallchirurgische Abteilung am Stadt. Krankenhaus Frankfurt-Hochst

Zusammenfassung:

An 8 polytraumatisierten Patienten mit definierter Traumaschwere und manifestem traumatischem hdmorrha-
gischem Schock wurde, beginnend 3 Std. nach dem Trauma, der Proteaseninhibitor Aprotinin in hoher
Dosierung eingesetzt (1 Mio. KIE/Std. bzw. 0,25 Mio. KIE/Std.). Unter dieser Medikation wurden Aprotinin-
Plasmawerte von 110 respektive ca. 40 KIE/ml erzielt. Folgende Parameter wurden neben dem Aprotinin
bestimmt: Die PMN-Elastase, Alpha,-Makroglobulin, Antithrombin Ill und Alpha,-Plasmainhibitor sowie
die globalen Gerinnungswerte Quick und PTT, zuséatzlich Prothrombin, Faktor XIll und Plasminogen sowie
die Fibrin- bzw. Fibrinogenspaltprodukte und das C-reaktive Protein.

Zum Vergleich in der statistischen Auswertung diente ein Kollektiv polytraumatisierter vergleichbarer Trauma-
schwere ohne Aprotininmedikation (n=11).

Unter der Behandlung mit Aprotinin ergaben sich keine erkennbaren klinischen Komplikationen. Die Aproti-
ninmedikation konnte weder eine wesentliche Verringerung der Elastasefreisetzung aus den PMN-Granulo-
zyten, noch eine signifikante Verdnderung der Plasmawerte der anderen gemessenen Parameter bewirken
mit Ausnahme des Faktors Xlll, wo geringe Veranderungen feststellbar waren. Im Aprotininkollektiv kam es
zu einer hochsignifikant héheren Bildung des C RP. Die Bildung von Fibrin- bzw. Fibrinogenspaltprodukten
wurde weitgehend unterdriickt, wahrend sie im Kontrollkollektiv im hohen Malse nachweisbar war.

Schlusselworter:

Traumatischer Schock — Aprotinin — Proteasen — Gerinnungssystem — Fibrinolyse

Summary:

8 polytrauma-patients with a defined severity of trauma, who had suffered from traumatic shock were
administered highdose aprotinin (10° KIU/h rsp. 0.25x10° KIU/h). This medikation led to aprotinin plasma-
levels of 110 respectively 40 KIU/ml. The parameters determined were: PNM-elastase, alpha,-macroglobu-
lin, antithrombin 111, alpha, -plasmininhibitor, Quick and partial thromboplastin-time as coagulation parame-
ters, as well as prothrombin, factor XIl! and plasminogen, in addition fibrin/fibrinogen degradation products
and the C-reactive protein.

For statistical evaluation a second group of 11 polytrauma-patients was investigated with comparabel trauma
severity, but without aprotinin-treatment.

The aprotinin-treatment did not cause any clinical complications. There was neither a significant decrease
in the release of elastase from PNM-granulocytes, nor a significant change of plasma-levels of the other
parameters determined, with exception of factor XIll with slight, but discernible changes. The aprotinin-
group showed a significant higher production of CRP. The formation of fibrin/fibrinogen degradation
products was largely inhibited whereas they were found in large amounts in the control-group.

Keywords: Traumatic shock — Aprotinin — Proteases — Clotting system — Fibrinolysis

Einleitung

Das Auftreten eines traumatisch-hamorrhagischen
Schocks ist mit schweren Storungen der plasmatischen
proteolytischen Enzymsysteme Gerinnung, Fibrinolyse,
Komplement- und Kallikrein-Kinin-System verbunden
(1, 2, 7, 33). Das Ausmall dieser Entgleisungen tragt
wesentlich zum Krankheitsverlauf und zur Sterblichkeit
nach schweren Unfallen bei (1, 2). Darliber hinaus konnte
kudrzlich auch eine von der Traumaschwere abhangige
Freisetzung lysosomaler Proteinasen aus polymorphker-

nigen (PMN-)Granulozyten am Beispiel der Elastase
nachgewiesen werden (5—7). Da eine Beteiligung dieser
granulozytaren Proteinasen bei der Entstehung von
schweren Schockfolgen, insbesondere des Lungen- und
Multiorganversagens, von mehreren Autoren postuliert
wird (4, 8,12, 16, 18, 22, 25, 26, 28, 36), war es Ziel der
vorliegenden Untersuchungen zu zeigen, ob durch die
Applikation eines Proteinaseninhibitors eine Verminde-
rung der Elastasefreisetzung bzw. eine Verringerung des
Verbrauchs an Plasmafaktoren nach einem traumatisch-
hamorrhagischen Schock erreicht werden kann.
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Der einzige derzeit in der Klinik einsetzbare und in ausrei-
chender Menge zur Verfugung stehende polyvalente Pro-
teinaseninhibitor ist das Aprotinin. Dieser aus Rinderor-
ganen isolierte Hemmstoff stellt einen potenten Inhibitor
fir humanes Trypsin, Plasmin und Gewebe-Kallikrein dar
(13). Weniger effektiv wird humanes Plasma-Kallikrein
gehemmt; die Inaktivierung der lysosomalen PMN-Pro-
teinasen Elastase und Cathepsin G hingegen erfordert
eine so hohe Inhibitordosis, dal® eine Komplexierung
dieser Enzyme unter klinischen Bedingungen kaum er-
reicht werden kann (13). Da sich nach neueren Untersu-
chungen aber Plasma-Kallikrein (38) und der Faktor Xlla
(39) als potente Stimulatoren fur die Freisetzung granu-
lozytarer Proteinasen erwiesen haben, konnte Aprotinin
Uber den Einfluf3 auf die auslosenden Faktoren der Gerin-
nungskaskade nicht nur eine Gberschieliende Aktivierung
dieses Systems verhindern, sondern auch eine Verminde-
rung der Proteinasenausschuttung aus PMN-Granulozy-
ten bewirken.

Bisher wurde Aprotinin vor allem zur Verhinderung bzw.
Behandlung der Hyperfibrinolyse im Schock empfohlen
(3.9,10, 18, 35) und auch bereits in mehreren klinischen
und tierexperimentellen Studien eingesetzt (3,18, 27, 34,
37). Ein therapeutischer Effekt war jedoch nicht immer
zweifelsfrei erkennbar. Eine wesentliche Ursache dafur
durfte in einer zu niedrigen Dosierung aufgrund des man-
gelnden Nachweises der in der Zirkulation und im Ge-
webe tatsachlich auftretenden Inhibitoraktivitat zu su-
chen sein. In dieser Studie sollte daher erstmals unter
einer hochdosierten Aprotininmedikation mit laufender
Bestimmung der plasmatischen Aprotininspiegel der Ef-
fekt des Inhibitors beim traumatisch-hamorrhagischen
Schock anhand biochemischer Parameter objektiviert
werden. Teilergebnisse dieser Untersuchungen wurden
bereits veroffentlicht (20, 21).

Untersuchungsgut und Methodik

Patienten

Die Inhibitortherapie und alle damit im Zusammenhang
stehenden Untersuchungen wurden von Januar bis De-
zember 1983 an 8 polytraumatisierten Patienten im Klini-
kum Miinchen-GroBhadern vorgenommen. Fir die Auf-
nahme in die Studie galten folgende prospektiv festge-
legte Kriterien:

1. Alter Gber 14 und unter 70 Jahre.

2. Verletzungsschwere: mindestens zwei Korperhohlen-
verletzungen bzw. eine Korperhohlenverletzung und eine
Extremitatenfraktur oder mehrere Extremitatenfrakturen,
die Uber das AusmaB von zwei Oberschenkelfrakturen
hinausgehen.

3. Traumatisch-hamorrhagischer Schock (systolischer
Blutdruck unter 80 mm Hg) durch den Notarzt oder bei
der stationaren Aufnahme bzw. wahrend der Reanima-
tionsphase dokumentiert.

4. Unfall nicht langer als 6 Std. zum Zeitpunkt der ersten
Messung zurlickliegend.

5. Weder Gabe von Corticosteroiden in hoher Dosierung
(G4ber 500 mg) noch von Aprotinin durch die vorbehan-
delnden Arzte.

Das Durchschnittsalter der 5 Manner und 3 Frauen betrug
ca. 30 Jahre. Die Definition der Traumaschwere erfolgte
nach dem von Schmit-Neuerburg angegebenen Bewer-
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tungskatalog fur Polytraumatisierte (6), als dessen Be-
messungsgrundlage vor allem das Weichteiltrauma und
der Blutverlust gelten. Hiernach ergab sich eine mittlere
Traumaschwere von 10,3 (= 3,0) Punkten.

Zu Vergleichszwecken wurde diesem Patientenkollektiv
eine Gruppe nicht mit Aprotinin behandelter Patienten
mit ahnlicher Traumaschwere aus einer unmittelbar vor-
angegangenen, unter identischen Studienbedingungen
durchgefiihrten Untersuchung (7) gegenubergestellt.
Hier handelte es sich um 11 Patienten mit einer durch-
schnittlichen Traumaschwere von 9,6 Punkten. Beide Pa-
tientenkollektive unterschieden sich somit hinsichtlich
der Verletzungsschwere nicht signifikant voneinander.
Dies galt auch unter Zugrundelegung des von Tscherne
und Oestern angegebenen PTS-Punkteschiussels fr
Polytraumatisierte (30). Hier betrug die mittlere Trauma-
schwere flur das Aprotininkollektiv 37 Punkte und 33
Punkte fur das Kontrollkollektiv.

Eine ausfuhrliche Darstellung der individuellen Diagno-
sen, Verletzungsschwere und Komplikationen sowie der
chirurgischen Interventionen kann flir beide Patienten-
gruppen der Habilitationsschrift von H. Dittmer (5) ent-
nommen werden.

Aprotininmedikation und Probennahme

Aufgrund theoretischer Uberlegungen (11, 13, 31) wurde
die Dosierung des Aprotinins (Trasylol®, Bayer AG,
Leverkusen) so gewahlt, dald Plasmaspiegel des Inhibi-
tors zu erwarten waren, die in ihrer Hemmaktivitat in etwa
der des korpereigenen o,-Plasmininhibitors (ca. 1 pmol/
I) entsprechen. Das erforderte Inhibitormengen, die in
dieser Hohe bisher bei Schwerverletzten noch nicht ver-
abreicht worden waren:

In den ersten 30 Min. wurden 1,5 Millionen KIE (Kalli-
krein-Inhibitor- Einheiten) Aprotinin kontinuierlich appli-
ziert, von der 31. Min. bis zum Ende der 6. Std. 1 Million
KIE/Std., danach bis zum Ende der 36.Std. 250000 KIE/
Std. Um einen gleichmaBigen Wirkspiegel zu erzielen,
erfolgte die Applikation mit Hilfe eines Perfusors.

Allen Patienten wurde moglichst umgehend nach Auf-
nahme in die Klinik zentralvenoses Blut zur 1. Untersu-
chung entnommen. Unmittelbar anschlieRend wurde die
kontinuierliche Aprotinininfusion gestartet (im Durch-
schnitt etwa 3 Std. nach Eintritt des Traumas). Weitere
Blutentnahmen erfolgten zunachst nach 0,5, 1, 3, 6, 9
und 12 Std., dann im 6stiindigen Abstand bis zur 52. Std.
und von da an bis zum Ende der Beobachtungszeit (ca.
100 Std.) nur noch in 12stiindigen Intervallen. Das Blut
wurde sofort im Verhaltnis 1:10 mit 3,8%igem Natrium-
citrat versetzt, zentrifugiert und das Plasma bei —80°C bis
zur Bestimmung aufbewahrt.

Untersuchungsmethoden

Zur Quantifizierung des Aprotininspiegels wurde eine von
Jochum et al. ausgearbeitete Methode verwendet, die auf
der Inhibierung des Gewebe-Kallikreins durch Aprotinin
beruht (20):

Die Aprotinin-haltige, saurebehandelte Plasmaprobe
wird mit Gewebe-Kallikrein (Bayer AG, Leverkusen) im
Uberschufd inkubiert. Die noch verbleibende Kallikreinak-
tivitat wird mittels des chromogenen Peptidsubstrates
S-2266 (Deutsche Kabi, Minchen) quantitativ bestimmt.
Da Aprotinin und Kallikrein einen aquimolaren Komplex
miteinander bilden, entspricht die Differenz zwischen



dem ursprunglich eingesetzten und dem nach Aprotinin-
zugabe bestimmten Gewebe-Kallikrein der Menge des
Aprotinins im Ansatz.

Die Konzentration der PMN-Elastase im Plasma wurde
mit einem Testkit der Firma E. Merck, Darmstadt, be-
stimmt. Hierbei handelt es sich um einen Enzym-Immu-
noassay, der nur den Anteil des Enzyms im Elastase o, -
Proteinaseinhibitorkomplex (E-o, Pl) mit. Da rund 90%
der in das Plasma freigesetzten Elastase in Form dieses
Komplexes zirkulieren, gibt die Messung des E-o4PlI-
Komplexes hinreichend Aufschlul Gber das Maflt der
PMN-Elastaseausschuttung. Als Normalwert an komple-
xierter Elastase werden etwa 80—130 ng/ml angegeben
(8, 29).

Die inhibitorische Aktivitat von a,-Makroglobulin (a;M)
gegenlber Trypsin wurde nach einer Modifikation der
Methode von Ganroth (14) mittels des a,M-Farbtestes
der Firma Boehringer, Mannheim, gemessen. Der Norm-
bereich des polyvalenten Inhibitors im Plasma wird vom
Hersteller der Testkombination mit 130-310 mg% (mg/
dl) angegeben.

Fur die Bestimmung der funktionellen Integritat der
Hemmstoffe Antithrombin 1l (AT 1) und a5-Plasminin-
hibitor (a2Pl) wurden die chromogenen Peptidsubstrate
S$-2238 (Thrombinsubstrat) und S-2251 (Plasminsub-
strat) der Firma Deutsche Kabi, Munchen, verwendet. Als
Normbereiche wurden 75—115% (AT 1) bzw. 80—110%
(a2Pl) der Hemmaktivitat eines Plasmapools gesunder
Spender ermittelt.

Die globalen Gerinnungswerte Quick und partielle
Thromboplastinzeit (PTT) wurden nach den in einem
klinisch-chemischen Routinelabor Ublichen Verfahren
bestimmt.

Prothrombin wurde mit Hilfe des Prothrombin-Farbtestes
der Firma Boehringer, Mannheim, quantifiziert. Der
Normbereich liegt bei 80—125% der Aktivitat eines Plas-
mapools gesunder Spender.

Die immunologisch faBbaren Konzentrationen der Faktor
XH1I-Untereinheiten A und S wurden unter Verwendung
monospezifischer Antiseren (Clotimmun Faktor Xl A
bzw. Xl S; Behringwerke, Marburg) durch Rocket-Im-
munelektrophorese nach Laurell (23) ermittelt. Die Kon-
zentrationsangaben erfolgen in Prozent eines Normal-
plasmapools (Deutsche Kabi, Munchen); Normbereichs-
werte liegen nicht vor.

Plasminogen wurde nach Streptokinase-induzierter Um-
wandlung in Plasmin mittels des chromogenen Peptid-
substrates S-2251 (Deutsche Kabi, Munchen) gemessen.
Das Plasma gesunder Spender enthalt durchschnittlich
21 mg Plasminogen/d! (entsprechend 100%).

Die Fibrin- bzw. Fibrinogen-Spaltprodukte (FSP) D und
E wurden in der Rocket-Immunelektrophorese nach Lau-
rell (23) erfalt. Die entsprechenden Antiseren Clotimmun
FSP-D bzw. FSP-E wurden von den Behringwerken,
Marburg, bezogen; die Ersteliung der Eichkurven erfolgte
durch Verdinnen von FSP-D- und FSP-E-Standardseren
der gleichen Firma. Da Fibrinogen ebenfalls mit den ge-
nannten Antiseren reagiert, wurden die Plasmaproben
durch Recalcifizierung in Serum umgewandelt und das
entstandene Fibrin abzentrifugiert. Hierbei werden jedoch
die bereits vorhandenen groReren Fibrin/ogen-Spaltpro-
dukte X und Y nicht vollstandig entfernt, so dal eine
exakte Quantifizierung der kleineren Bruchstucke D und
E mittels der anschlieRenden Rocket-Technik oft nicht
moglich ist. Der Auswertung wurde daher eine semiquan-

titative Stufenskala in Anlehnung an die Verdiinnungs-
stufen der Standardseren mit bekannter D- bzw. E-Kon-
zentration zugrunde gelegt:

0= 0- 10 pug/ml
+1=11- 30 pug/ml
+2=31- 80 ug/ml
+3=81-120 ug/ml
+4= >120 pug/ml.

Eine Differenzierung zwischen den D- und DD-Fragmen-
ten bzw. den E- und EE-Bruchstiicken ist mit dieser Me-
thode nicht moglich.

Die Bestimmung der Konzentration des C-reaktiven Pro-
teins (CRP) im Plasma erfolgte mittels radialer Immun-
diffusion nach Mancini (24). Hierzu fanden die standar-
disierten LC-Partigenplatten der Firma Behringwerke,
Marburg, Verwendung. Die MeBwerte werden in mg%
angegeben.

Statistische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse wurde nach dem Stu-
dent-t-Test flir nicht-gepaarte Stichproben vorgenom-
men; p-Werte unter 0,05 wurden als signifikant erachtet.
Zusatzlich zu den Mittelwerten (x) ist nachfolgend auch
die Standardabweichung der Mittelwerte (+ SEM) ange-
geben.

Ergebnisse

Aprotinin

Die erste Bestimmung erfolgte 30 Min. nach Therapiebe-
ginn. Wahrend dieser Zeit waren in Form einer Kurzinfu-
sion 1,5x10% KIE Aprotinin infundiert worden, woraus
ein mittlerer Inhibitorspiegel von x = 136 (+ 19) KIE/ml
resultierte (Abb.1). Weitere Abnahmen erfolgten nach 1,
3 und 6 Std. Wahrend dieser Zeit lieB sich unter einer
Zufuhr von 1x108 KIE/Std. ein Aprotininspiegel in der
GroRenordnung von 110 KIE/ml aufrechterhalten. Nach
der 6. Std. wurden fir die folgenden 30 Std. 250000 KIE/

Aprotinin
x+ SEM

0,25-05KIU/h

i\{/I\‘\

13 6 9 1 [) 2% 0 ¥ ] 60 th)

Abb. 1: Dosierungsschema und erzielte Plasmaspiegel an Aproti-
nin in einem Kollektiv von 8 polytraumatisierten Patienten. Ange-
geben sind Mittelwerte und Standardabweichung der Mittel-
werte (+ SEM). Abszisse: Zeit nach Therapiebeginn in Stunden,
Ordinate: Aprotininkonzentration in KIU (Kallikrein Inhibitor
Units) pro ml Plasma
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Std. infundiert. Der Aprotininspiegel wurde dadurch auf
40-50 KIE/ml (ca. 1 umol/l) abgesenkt. Bereits 6 Std.
nach Beendigung der Therapie war bei den meisten Plas-
maproben keine inhibitorisch bedeutsame Menge an
Aprotinin mehr faBbar (untere Nachweisgrenze des ver-
wendeten Tests: 20 KIE/ml).

Komplikationen oder Nebenwirkungen, die auf das Medi-
kament hatten zurickgefiihrt werden konnen, wurden
nicht beobachtet. Allerdings konnte auch bei einem der
schwerverletzten Patienten ein isoliertes Leber- und Pan-
kreasversagen, bei einem anderen ein isoliertes Lungen-
versagen durch die Inhibitorgabe nicht verhindert wer-
den. Beide Komplikationen wurden in wenigen Tagen
Uberwunden. Eine 77jahrige polytraumatisierte Patientin
verstarb am verletzungsbedingten Mehrorganversagen.

PMN-Elastase

Die bei den Polytraumatisierten mit Aprotininmedikation
4 Std. nach dem Trauma gemessenen mittleren Elastase-
spiegel von 780 ng/ml und von lber 1000 ng/ml nach
12 Std. (Abb.2) entsprachen den am Kontrollkoliektiv
erhobenen Befunden (5—7) und korrelierten ebenso wie
bei diesem signifikant mit der Verletzungsschwere (7).
Danach trat ein langsamer Abfall des Spiegels auf Werte
um 400 ng/ml bis zur 100.Std. ein.

Zu keinem Zeitpunkt war ein EinfluR der Aprotininmedi-
kation auf die Menge der freigesetzten Elastase erkennbar
(Abb.2).

Proteinaseninhibitoren

a,-Makroglobulin: Fir das verwendete Testsystem wird
die untere Grenze des Normalbereiches mit 130 mg/dl
a>M angegeben. Darauf bezogen war der Mittelwert nach
4 Std. mit 100 mg/dl fur beide Patientengruppen deutlich

15007 [ng/ml]

E-o4PI
(x £ SEM)
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1,5-106KIU/30 min

Aprotinin
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6. |76 88 [100 [h]
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nach Unfall

Abb. 2: Plasmaspiegel der granulozytiren Elastase im Komplex
mit a4 -Proteinaseinhibitor (E-2,Pl) in Patientenkollektiven mit
(n=8; ) und ohne (n = 11, — ——-) Aprotininmedikation.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung der Mit-
telwerte (+ SEM). Abszisse: Zeit nach Unfall in Stunden und
Tagen, Ordinate: Elastasekonzentration in ng/ml. Zuséatzlich ist
das Dosierungsschema fir Aprotinin dargestellt (vgl. Abb. 1)
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erniedrigt. Nach 8 Std. lagen die durchschnittlichen Kon-
zentrationen bei 112 bzw. 125 mg/dl. Sie erhohten sich
dann bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes auf ein
Niveau von 120—135 mg/dl (Abb.3a).

Antithrombin IHl: Kurz nach dem Trauma war fir AT Il
ein Aktivitatsabfall auf 55% der Norm zu verzeichnen.
Uber den gesamten weiteren Verlauf wurden deutlich er-
niedrigte Werte zwischen 70 und 80% der Norm gemessen
(Abb.3b).

Ein EinfluR der Aprotininmedikation war weder auf die
inhibitorische Aktivitat von o«>,M noch auf die von AT Il
erkennbar (Abb. 3).

a»-Plasmininhibitor: Bei der Bestimmung von a,Pl mit
Hilfe eines Plasmin-spezifischen chromogenen Peptid-
substrates wird die gesamte Plasminhemmkapazitat der
Probe erfaBt. Da Aprotinin bekanntermallen auch einen
sehr guten Plasmininhibitor darstellt (13), wurde mit dem
verwendeten Testsystem die Summe aus dem endogenen
a,Pl und dem therapeutisch verabreichten Hemmstoff
gemessen. In Abb.4 sind daher zu Vergleichszwecken
aufgetragen:

1. die a,Pl-Spiegel des Aprotinin-freien Vergleichskol-
lektivs,

(mg %] . o2-Makroglobulin (X + SEM)
150; T, T T { A
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] ’Q*L i -A
NP
IOO:
S0
|
(%] AT 1
1001 (x = SEM)
IS SV SR A A |
IR TS —-§-A
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Abb. 3: Plasmaspiegel an a,- Makroglobulin (a) und Antith.-om-
bin Il (b) in Patientenkollektiven mit (n = 8; ) und ohne
(n = 11, ———-) Aprotininmedikation. Angegeben sind Mttel-
werte und Standardabweichung der Mittelwerte (+ SEM). Ab-
szisse: Zeit nach Unfall in Stunden und Tagen, Ordinate: In1ibi-
toraktivitaten in mg/dl (a) bzw. % der Norm (b). Zusétzlich ist
das Dosierungsschema fir Aprotinin dargestellt (vgl. Abb. 1)




2. die mittels des Aprotinin-spezifischen Assays ermittel-
ten Hemmstoffspiegel des Therapiekollektivs (dabei wird
a,Pl durch Saurebehandlung denaturiert),

3. die gesamte Plasminhemmkapazitat (a,Pl + Aproti-
nin) des Aprotininkollektivs.

Beim Aprotinin-freien Vergleichskollektiv stieg die initial
niedrige Hemmkapazitat des o,Pl von 0,6 umol/l stetig
an und verblieb bis gegen Ende des Beobachtungszeit-
raumes auf einem Normalpegel von ca. 1 pmol/I.

In der mit Aprotinin behandelten Patientengruppe
entsprach die Plasminhemmkapazitat in den ersten 6 Std.
nach Beginn der Inhibitortherapie im Mittel etwa 2,6—
2,1 umol/l eines hemmaktiven Plasmininhibitors. Danach
fiel der Wert auf ein konstantes Niveau von ca. 1,6 pmol/I
ab und verblieb auf diesem Level auch noch nach Abset-
zen der Aprotininmedikation.

Gerinnungsfaktoren

Quickwert und PTT: Der Quickwert als globaler Gerin-
nungsparameter war in den ersten 12 Std. bei beiden Pa-
tientengruppen deutlich auf Werte um 50% erniedrigt.
Danach setzte eine langsame Erholung ein. Bemerkens-
werterweise zeigte die angewandte Aprotininmedikation
nur einen relativ geringen EinfluR auf den Quickwert:
Auch wahrend der Zeit der Aprotininhochdosierung be-
trug die Differenz zur Kontrollgruppe nur wenig mehr als
10% (Abb.5a). Bei der PTT (Abb.5b) kam es unter der
Inhibitortherapie zwischen 8 und 12 Std. nach dem
Trauma zu einer deutlichen Verlangerung auf durch-
schnittlich 50 Sek. gegenulber 35 Sek. in der Kontroll-
gruppe. Diese Differenz verringerte sich bis zur 20. Std.
auf 5 Sek., so dal® entsprechend dem hier niedrigeren
Aprotininspiegel nur noch eine malige Verzogerung der
Gerinnung zu beobachten war.

Prothrombin: Die initialen Spiegel von etwa 50% der
Norm stiegen sowohl bei der Aprotiningruppe als auch
beim Kontrollkollektiv bis zur 42.Std. nach dem Trauma
kontinuierlich auf subnormale Werte. Die Normalisie-
rungstendenz hielt bei der Aprotiningruppe weiter an,

a,-Plasmininhibitor

Aprotinin
(x+ SEM)
[uMol]
3.
2
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\
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Abb. 4. Plasminhemmkapazitit im Plasma von Patienten mit (n =
8) und ohne (n = 11) Aprotininmedikation. Dargestellt sind die
Aprotininaktivitat (R M) und die Summe aus Aprotinin +
o, -Plasmininhibitoraktivitat (@ ® ) fir das Therapiekollek-
tiv sowie die os-Plasmininhibitoraktivitdt der Kontrollgruppe
(A———A ). Angegeben sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen der Mittelwerte (+ SEM). Abszisse: Zeit nach Unfall in
Stunden, Ordinate: Inhibitorspiegel in umol/!

wahrend beim Kontrollkollektiv nach 42 Std. eine allmah-
liche leichte Abnahme zu verzeichnen war (Abb.5c).

Faktor XIlI: Beim F X!II wurden die Untereinheit A (der
enzymatisch aktive Anteil) und die Untereinheit S (das
Schutz- und Transportprotein) getrennt bestimmt. Beide
Untereinheiten kommen normalerweise in aquimolaren
Mengen im Plasma vor. In der Aprotiningruppe waren fur
die Untereinheit S die Spiegel initial auf ca. 60% im Mittel
erniedrigt; sie stiegen danach innerhalb von 3 Tagen kon-
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Abb. 5: Plasmaspiegel von Quickwert (a), partieller Thrombopla-
stinzeit (PTT,; b) und Prothrombin (c) in Patientenkollektiven mit
(n=8; ) und ohne (n = 11, —-—-) Aprotininmedikation.
Angegeben sind Mittelwerte und Standardabweichung der Mit-
telwerte (+ SEM). Abszisse: Zeit nach Unfall in Stunden und
Tagen, Ordinate: Quickwert und Prothrombinaktivitat in % der
Norm (a; ¢) und PTT in Sekunden (b). Zusatzlich ist das Dosie-
rungsschema fir Aprotinin dargestellt (vgl. Abb. 1)
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tinuierlich zur Norm an. Die Spiegel der Untereinheit A
dagegen lagen wahrend der gesamten Untersuchungspe-
riode auffallend tief: Sie nahmen von ca. 40% des Norm-
wertes zu Beginn auf nur 60% nach 28 Std. zu und fielen
danach wieder kontinuierlich bis etwa auf den Ausgangs-
wert ab (Abb.6a). Beim Kontrollkollektiv lagen bis zu
42 Std. nach dem Trauma, d.h. bis zur Beendigung der
Aprotinininfusion im Therapiekollektiv, die Spiegel beider
Untereinheiten bis zu 20% uber denen der Aprotinin-
gruppe (Abb.6b, c). Die Untereinheit S tendierte dann
jedoch im Therapiekollektiv in der Folge zu hoheren Kon-
zentrationen im Vergleich zu den Kontrollpatienten
(Abb.6c¢). Die zu beobachtende Normalisierung der Un-
tereinheit S bei weiterhin deutlich erniedrigten Werten der
Untereinheit A weist auf einen permanenten Verbrauch
letzterer durch Aktivierung der Gerinnungskaskade hin.

Fibrinolysefaktoren

Plasminogen: Bei der verwendeten Bestimmungsme-
thode wird Plasminogen zu Plasmin aktiviert, dessen en-
zymatische Aktivitat mittels eines spezifischen chromo-
genen Peptidsubstrates gemessen wird. In Anwesenheit
von Aprotinin wird jedoch entsprechend der in der Plas-
maprobe vorliegenden Hemmstoffrenge Plasmin inhi-
biert, so daR falsch-niedrige Plasminogenspiegel resul-
tieren. Unter der Aprotininmedikation konnte daher diese
Bestimmungsmethode nicht zur Quantifizierung des
Plasminogens herangezogen werden. Ab der 6. Std. nach
Absetzen des exogenen Inhibitors waren jedoch wieder
subnormale Spiegel mit ansteigender Tendenz (bis zu
80% der Norm gegen Ende der Beobachtungsphase)
nachzuweisen (keine Abb.). Diese Ergebnisse entspra-
chen den am Vergleichskollektiv ohne Inhibitortherapie
erhobenen Befunden (7).

Fibrin/ogen-Spaltprodukte (FSP): Samtliche 120 Se-
rumproben von Patienten mit Aprotininmedikation wur-
den auf das Vorhandensein von FSP untersucht. Wie un-
ter ,Untersuchungsmethoden” ausgefiihrt, konnte das
Ergebnis der Rocket-Immunelektrophorese aus methodi-
schen Grunden nur semiquantitativ in Mengenstufen von
0 bis + 4 angegeben werden. Lediglich in 41 der 120
Proben (34%) waren FSP nachweisbar, in 29 dieser Pro-
ben (24%) nur in geringen Mengen (+ 1 = 11-30 pg/
ml).

In Tab.1 sind die Ergebnisse flir die Patientenkollektive
mit und ohne Aprotininmedikation einander gegentber-
gestellt:

Tab. 1: Fibrin/ogen-Spaltprodukte im Serum polytraumatisierter
Patienten unter Aprotininbehandlung im Vergleich zu einem
Kollektiv ohne Aprotininmedikation

FSP Stufen- Aprotinin- Vergleichs-
(ng/ml) skala kollektiv kollektiv
% %
<10 0 66 23
11-30 +1 24 34
31-80 +2 3 9
81-120 +3 2 28
>120 +4 5 6

Hierbei wird deutlich, daR die Zahl der negativen Proben
ohne nachweisbare FSP unter Aprotininmedikation von
23% auf 66%, d.h. auf das 3fache angestiegen war. Die
Zahl der einfach-positiven Proben war dagegen von 34%
auf 24%, die der dreifach-positiven Proben von 28% auf
2% gesunken. Unter der gewahlten Aprotinindosierung
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kam es also zu einer drastischen Reduzierung der FSP-
Bildung.

C-reaktives Protein

Beim CRP war unter der Aprotininmedikation ab der
8. Std. nach Trauma ein steiler Anstieg der Mittelwerte
von 1 mg/dl auf ca. 14 mg/dl zu verzeichnen. Die Plas-
maspiegel erreichten etwa nach 36 Std. ihr Maximum
und sanken bis zum 3. Tag auf ein Niveau von 7 mg/dl ab.
Dieser Wert blieb dann bis zum Ende der Untersuchung
erhalten. Im Aprotinin-freien Kollektiv lagen die maximal
mefbaren Spiegel nur bei 7 mg/d! (Abb.7).
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Abb. 6: Plasmaspiegel der Faktor XI/I-Untereinheiten A unc S in
Patientenkollektiven mit (n = 8; ) und ohne (n = 11;
- ——-) Aprotininmedikation. In (a) sind beide Untereinhziten
der Therapiegruppe gemeinsam dargestellt; in (b) bzw. (c) sind
diese Faktoren getrennt fiir den Vergleich mit und ohne Inhititor-
therapie wiedergegeben. Angegeben sind Mittelwerte und Stan-
dardabweichung der Mittelwerte (+ SEM). Abszisse: Zeit 1ach .
Unfall in Stunden und Tagen,; Ordinate: immunologische (on-
zentrationen in % der Norm. Zusatzlich ist das Dosierungssciema
fur Aprotinin dargestellt (vgl. Abb. 1)




Diskussion

Bis zum Beginn dieser Untersuchung lagen nur wenige
Erkenntnisse hinsichtlich der Spiegel lysosomaler Enzyme
unter Aprotinintherapie vor: Horpacsy und Schnells
haben 1973 im Plasma und 1980 im Nierengewebe u.a.
saure Phosphatase, B-Glucoronidase und Arylsulfatase
beim Entblutungsschock unter Trasyloimedikation ge-
messen. Sie fanden im Vergleich zur Kontrollgruppe signi-
fikant niedrigere Werte (18). Uber die bisher einzige Be-
stimmung einer Proteinase unter Aprotininmedikation
berichteten Araki und Lefer (3). Die Aktivitat von Cathep-
sin D im Plasma nach einem experimentellen Weichteil-
trauma bei Kleintieren lief allerdings keine Beeinflussung
durch eine Vorbehandlung mit Aprotinin erkennen.

Ein vergleichbares Resultat erhielten auch wir in unserer
Studie. Die durch Trauma bedingte Freisetzung der gra-
nulozytaren Proteinase Elastase zeigte keinerlei Unter-
schiede zwischen dem Aprotinin- und dem Kontrollkol-
lektiv. Da Plasma-Kallikrein nach neueren Untersuchun-
gen moglicherweise einen wichtigen Faktor bei der Akti-
vierung von PMN-Granulozyten und der Freisetzung von
lysosomaler Elastase darstellt (38), konnte aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse auf eine nur wenig effektive
Plasma-Kallikreinhemmung durch die im Plasma zirkulie-
rende Aprotininmenge geschlossen werden.

Witte et al. (37) untersuchten 1980 die Wirkung von
Aprotinin im septischen Schock beim Menschen auf die
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Abb. 7: Plasmaspiegel des C-reaktiven Proteins in Patientenkol-
lektiven mit (n = 8; ) und ohne (n =11, ——-—-) Aprotinin-
medikation. Angegeben sind Mittelwerte und Standardabwei-
chung der Mittelwerte (+ SEM). Abszisse: Zeit nach Unfall in
Stunden und Tagen; Ordinate: immunologische Konzentration
in % der Norm. Zusatzlich ist das Dosierungsschema fur Aprotinin
dargestellt (vgl. Abb. 1)

Spiegel ausgewahlter Gerinnungsparameter und die Bil-
dung von Fibrin/ogen-Spaltprodukten. Die Autoren er-
reichten bei einer Dosierung von 100000 KIE/Std. nur
einen Plasmaspiegel von ca. 20 KIE/ml. Ein EinfluB dieser
Aprotininmedikation auf die Konzentration der gemesse-
nen Plasmafaktoren konnte beim Vergleich mit einem
Aprotinin-freien Kontrollkollektiv nicht verifiziert werden
(37).

Bei der von uns gewahlten Inhibitordosierung ergaben
sich Aprotininkonzentrationen von lber 100 KIE/ml in
den ersten 6 Std. sowie konstante Spiegel von 40-50
KIE/ml Gber die weitere Infusionsperiode. Ein Aprotinin-
dosierungsschema dieser Art, bei dem die erzielten Wirk-
spiegel einwandfrei erfalst wurden, ist bislang beim Poly-
traumatisierten noch nicht (und auch sonst nur spora-
disch) angewandt worden. Deshalb war fir uns auch
der klinische Eindruck hinsichtlich der Vertraglichkeit der
applizierten Aprotininmenge und evtl. Nebenwirkungen
von grofler Bedeutung. Klinische Komplikationen (z.B.
Verlegung der Lungenstrombahn mit Fibringerinnsel oder
Nierenversagen), die auf die Hochdosierung des Pro-
teinasenhemmers hatten zuriickgefihrt werden konnen,
haben wir aber nicht beobachtet. Sie waren auch aus
folgenden theoretischen Uberlegungen nicht zu erwar-
ten:

Ein Aprotininspiegel von 40-50 KIE/ml Plasma ent-
spricht einer molaren Inhibitorkonzentration von ca.
1 umol/Il. Diese Konzentration ist grofenordnungsmaRig
vergleichbar mit der des endogenen a,-Plasmininhibitors,
der einen Normalwert von ebenfalls etwa 1 umol/l auf-
weist. Induziert durch einen entztindlichen Stimulus kann
die Synthese des a,Pl in wenigen Tagen bis auf das
1,6fache der Norm ansteigen. Der Organismus ist dem-
nach imstande, bei einer schweren Entziindungsreaktion,
wie sie z.B. durch Polytrauma ausgelost wird, einen
Antiplasminspiegel aufzubauen, der im Bereich der
Summe der von uns gemessenen Plasminhemmkapazitat
wahrend einer kontinuierlichen Aprotinininfusion von
250000 KIE/Std. liegt. Da andererseits aus den Befunden
des Aprotinin-freien Kontrollkollektivs zunachst aber eine
massive, traumabedingte Abnahme des endogenen Plas-
minhemmpotentials zu ersehén war, kann die rasche Zu-
fuhr des exogenen Inhibitors Aprotinin den Verlust an
endogenem Plasminhemmstoff rechtzeitig ausgleichen
und somit eine (berschieRende Proteolyse von vorn-
herein weitgehend verhindern (13). Unter der von uns
verwendeten Aprotininmedikation haben wir, abgesehen
von einer kurzzeitigen Hochdosierung zur Unterdruckung
einer unspezifischen Proteolyse in der Primarphase nach
Trauma, also lediglich frihzeitig einen Plasmin-
inhibitorspiegel geschaffen, wie er vom Korper ohnehin
nach einigen Tagen aufgrund der Akutphasenreaktion
aufgebaut worden ware. Erstaunlicherweise verblieb
nach Absetzen der Aprotininmedikation die Plasmin-
hemmkapazitat in der Therapiegruppe auf einem deutlich.
hoheren Niveau als in der Vergleichsgruppe. Dieses Ver-
halten kann moglicherweise durch einen geringeren Ver-
brauch an o, Pl unter der Aprotininmedikation erklart wer-
den, sodall die Akutphasenreaktion friher zum Tragen
kommen konnte.

Aus den bisher angefiihrten Grunden ist es aber auch
verstandlich, daf’ nur ein Teil der in dieser Studie gemes-
senen Laboruntersuchungen deutliche Veranderungen
unter der durchgefihrten Therapie zeigte: Die Plasmino-
lyse des Fibrinogens wurde zwar erheblich, aber keines-
wegs vollstandig unterdrickt. Auch in vitro gelingt es
nicht, durch die in vivo erreichten molaren Aprotininkon-
zentrationen die Plasminaktivitat nach Aktivierung von
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Plasminogen im Plasma ganzlich zu hemmen. Sie ent-
spricht noch 10—-30% des Plasminogenpools. Aullerdem
ist zu berlcksichtigen, dal® die lokale Fibrinolyse am Fi-
bringerinnsel nach Erkenntnissen anderer Autoren (17)
durch die von uns in vivo erzielten Aprotininspiegel noch
wesentlich weniger effektiv inhibiert wird als die systemi-
sche Plasminolyse. Doch konnte immerhin die Menge der
gefundenen Fibrinspaltprodukte von rund 77% positiver
Proben im Vergleichskollektiv auf 30% in der Therapie-
gruppe gesenkt werden, wobei hier auch nur noch sehr
kleine Mengen nachweisbar waren. Dieser Befund laf3t
den SchluR zu, da FSP nach traumatischem Schock
lberwiegend aus plasmininduzierter Fibrinolyse bzw. Fi-
brinogenolyse stammen und nicht aus dem sogenannten
,alternative pathway of fibrinolysis”, der eine direkte Ela-
staseeinwirkung voraussetzt (32). Da klinische und tier-
experimentelle Untersuchungen belegen, daR Fibrin/
ogen-Spaltprodukte ein Lungenversagen auslosen kon-
nen (4, 25, 33), sollte die weitgehende Unterdruckung
der FSP-Produktion durch die von uns gewahlte
Aprotinindosierung als ein therapeutischer Ansatzpunkt
zur Prophylaxe dieser schweren Komplikation nach Poly-
trauma angesehen werden. Evtl. ist der in mehreren klini-
schen Studien beschriebene positive Effekt der Aprotinin-
behandlung (27, 34) auf die Uberlebensrate nach schwe-
rem Trauma primar auf eine Hemmung Uberschieender
systemischer Plasminolyse und nicht — wie bisher ver-
mutet — auf eine breitgefacherte, bislang aber nicht nadher
identifizierte Proteinaseninhibition zuriickzufiihren (10,
35).

Ein EinfluR der Aprotininmedikation auf den Quickwert
und die PTT bei polytraumatisierten Patienten ist zwar
augenfallig, der erzielte Effekt ist allerdings relativ gering.
Durch eine offensichtlich nur maRige Hemmung des
Plasma-Kallikreins konnte Aprotinin die Aktivierung der
intrinsic Gerinnungskaskade bei den gegebenen Konzen-
trationsverhaltnissen zwar verzogern, jedoch sicherlich
nicht weitgehend blockieren. Dazu waren aus theoreti-
scher Sicht Plasmaspiegel von ca. 400 KIE/ml erforderlich
(13, 31). Aufgrund dieser Uberlegungen ist es einsichtig,
dal es bei keinem der mit Aprotinin behandelten Patien-
ten zu einer manifesten Blutungsneigung infolge einer
Gerinnungshemmung gekommen ist.

Dafur spricht auch, daR der traumabedingte Verbrauch
von Prothrombin und Antithrombin |l kaum beeinfluf3t
wurde. Inwieweit die bei den Untereinheiten A und S des
Faktors Xl beobachteten niedrigeren Konzentrationen
unter der Inhibitormedikation auf einen tatsachlichen
Aprotinineffekt zuriickgefiihrt werden muissen oder nur
einen Zufallsbefund darstellen, konnte bisher nicht ge-
klart werden. Offensichtlich ist jedoch, dal’ die erzielten
Aprotininspiegel den deutlichen und andauernden Ver-
brauch der Untereinheit A nicht verhinderten. Dies spricht
ebenfalls fur eine permanente Aktivierung der Gerin-
nungskaskade trotz der hochdosierten Aprotininmedika-
tion.

Ein Uberraschendes Ergebnis zeigte der Vergleich der
Spiegel des C-reaktiven Proteins in beiden Patientenkol-
lektiven. Unter Aprotiningabe stieg das CRP im Plasma
nicht nur schneller an, es erreichte auch eine im Vergleich
zur Kontrollgruppe doppelt so hohe Maximalkonzentra-
tion. Das CRP wird allgemein als ein die Abwehrfahigkeit
des Organismus verbessernder Faktor bei entziindlichen
Prozessen angesehen (15). Ein hoherer CRP-Spiegel
konnte entsprechend eine Steigerung der Opsonierungs-
kapazitat im Sinne einer rascheren Elimination von Ab-
bauprodukten und toxischen Faktoren durch die Phago-
zyten bewirken. Es bleibt jedoch weiteren Studien vorbe-
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halten, den Mechanismus bzw. EinfluR des Aprotinins auf
den ,inflammatory response” des Organismus aufzukla-
ren. Die nunmehr vorhandene Maoglichkeit, klinisch er-
reichbare Aprotininspiegel kontinuierlich erfassen und
somit auch die erwinschten bzw. erzielbaren therapeuti-
schen Effekte abschatzen zu konnen, dirfte hierzu einen
wesentlichen Beitrag leisten.
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