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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung der biologischen
Aktivitdt von Heparin im Plasma sowie ein Reagens zur Durchfihrung des
Verfahrens. Das Verfahren wird. angewandt in der Medizin, insbesondere in
der Chirurgie zur Feststellung der Gerinnungsfdhigkeit des Blutes des
Patienten. Die biologische Aktivitdt von Heparin im Plasma wird bestimmt
durch Zusatz eines proteolytischen Enzyms und eines chromogenen
Substrates des letzteren und Messung des aus dem chromogenen Substrat
freigesetzten Farbstoffs. ErfindungsgemdB8 wird als proteolytisches

Enzym Thrombin oder Faktor Xa verwendet und die Bestimmung in
Abwesenheit von zugesetztem Antithrombin III durchgefiihrt. Als
chromogenes Substrat wird ein Peptid verwendet mit einem durch
Amidbindung gebundenen p-Nitro-anilidrest an der Carboxylgruppe eines
_Argiminrestes. Bei Verwendung von Thrombin als Substrat wird
Bz~Phe~Val=Arg-pNA, H-D=-Phe=-Pip-Arg-pNA oder Tos-Gly=Pro-Arge«piNA
verwendet. Bel Verwendung von Faktor Xa als chromogenes Substrat wird
‘Bz~Ile-Glu-Gly=~Arg- pNA verwendet. Zusdtzlich wird Aprotinin zugeset7t.
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Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Brfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung
des biologisch aktiven Heparins im Plasma sowie ein
Reagens zur Durchfithrung des Verfahrens. .

Charakteristik der bekannten technischen LOsungen

Die Bestimmung des Heparing stellt einen wichtigen Para-
meter fiir die Verlaufskontrolle der bei Thrombosegefahr
hiufig durchgefiihrten Heparintherapie dar. Heparin bil-
det mit Antithrombin III (AT III) einen Komplex, der
die proteolytische Aktivitdt von Thrombin hemmt. Da
Thrombin die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen kataly-
siert, ist die Thrombinaktivitdt verantwortlich fir die
Gerinnung des Blutes oder Plasmas und somit auch flr
die bei einer Thrombose entstehenden Fibringerinsel.
Die Heparintherapie wird hdufig bei Vorliegen einer.
Thrombosegefahr (z. Be vor chirurgischen Eingriffen)
angewendet. Eine exakte Einstellung der Heparinkonzen-
tration ist dabei auBerordentlich wichtig. Bei. zu ge-
ringer Dosierung besteht n@mlich die Gefahr einer
Thrombose bzw. Embolie, was zum Tode filhren kann. Zu



- 2 -210‘676./

224641979
APGO1N/210 876
54 947 11

hohe Heparinkonzentrationen fihren dagegen zu Verblu-
~ tungen. Die quahtitétive Analyse des Heparins gehOrt
daher zu den im Gerinnungslaboratorium hiufig auszu-
filhrenden Untersuchungen.

Zur Besfimmung dés,Heparins werden bisher in der Praxis
im wesentlichen 2 Methoden angewendet:

1. Bestimmung der Gerinnungs-(Clotting) Aktivitdt des
Blutes cder Plasmas. Die hierauf beruhenden Verfah-
ren sind jedoch unbefriedigend. Insbesondere im
niedrigen Konzentrationsbereich ist die Empfindlich-
keit zu gering, hohe Konzentrationen jedoch sind in-
folge Ungerinnbarkeit nicht mehr erfaBbar (vgl.
Thromb. Res. 8, 413 (1976)).

2, Neuerdings der Einsatz chromogener Substrate fir
die Enzyme Faktor Xa oder Thrombin (J. Clin. Chem.
Clin. Biochem. 15, 239 (1977)). |

Dieges neuere Veffahren beruht auf folgendembwrinzip:

Die Plasmeprobe, die das zu bestimmende Heparin sowie
eine unbekannte, schwankende Menge an Antithrombin III
(AT III bzw. Heparin-cofaktor) enthdlt, wird in Gegen-
‘wart von zugesetztem AT III mit Faktor Xa bzw. Thrombin
inkubiert. Das zugesetzte AT III gsoll einerseits die
unterschiedlichen Mengen AT III in der Probe durch
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Schaffung eines Uberschusses ausgléichen, andererseits
igt es erforderlich, um die Empfindlichkeit des Tests
insbesondere im niedrigen Heparin-Konzentrationsbe-
reich ausreichend zu erhthen. Das AT III kann entweder
in Form von Normalplasma, das stets physiologische
Mengen AT III enth&lt, oder in Form von gereinigtem AT
III zugegeben werden. Wehrend dieser Inkubation bewirkt
dag in der Probe enthaltene Heparin auf katalytischem

- Wege eine Konformationsénderung des AT III, die dessen
Aktivierung zur Folge hat. Das aktivierte AT III ist
pun in der lage, einen Teil des in der Inkubationslo-
sung enthaltenen proteolytischen Enzyms Xa bzw. Throm-
bin spontan durch Ausbildung einer kovalenten Bindung
zu inaktivieren. Das nicht durch Heparin aktivierte

AT III gehemmte proteolytische Enzym kann nun aus einem
geeigneten chromogenen Substrat, in der Regel einem
p-Nitroanilin enthaltenden Peptid, wie Bz-Ile-Glu-Gly-
Arg-pNA bzw. Tos-Gly-Pro-Arg~pNA, den Farbstoff p-Nitro-.
anilin freisetzen, dessen Extinktion bei 405 nm‘geméssen
werden kann. Die Differenz zwischen der eingesetzten
Enzymaktivitdt (A E,/min) und der nach der Inkubation
gemessenen Restaktivitdt ( A Ez/min) wird iber eine
Eichkurve zur Heparinkonzentration in der Probe in Be- '
ziehung gesetzt. Nachstehende Reaktionsgleichungen er-
liutern dieses Verfahren:

1) AT III Heparin, ap rrrt
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IT) AT IIIY + Enzym « Bnzym - AT III" + Bnzym (Rest)
(UberschuB) : '
o o Enzyn. '
I1I) Tos~Gly=-Pro-Arg-pNA z%;g;? Tos~Gly~Pro-Arg-OH + p-Ni-
: troanilin '

+ = gktiviert.

Durch Zusatz eines Uberschusses von AT III in Form ei-
nes Normalplasmas oder als gereinigtes AT TII ist die
Heparinbestimmung nach diesem Verfahren weitgehend un-
abhingig vom AT III in der Plasmaprobe. Man bestimmt
gomit das gesamte in der Probe befindliche Heparin,

das tiber AT III zur Thrombin- bzw. Faktor Xa-Inaktivie~
rung in der lage ist. Nunmehr wurde jedoch gefunden,
daB dieses System die folgenden Nachteile hat: Ein
nicht selten auftretender AT-III-Mangel in Patienten~ |
plasmen kann aufgrund des zugesetzten AT III nicht er-
kannt werden. Im extremen, in der Klinik durchaus vor-
kommenden Fall; daB der Patient praktisch kein AT III
mehr besitzt, wire eine alleinige Heparintherapie wir-
kungslos. Heparin wiirde keinerlei bioclogische Aktivitét
auf Thrombin mehr ausliben. Der Arzt erhielte somit nach
‘diesem Testprinzip eine verfdlschte Aussage Uber den
Gerinnungszustand des Patienten. Folglich muB zus&fzlich
zur Heparinbestimmung eine AT-III-Bestimmung durchge-
filhrt werden. e
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Ziel der Erfindung

7iel der Erfindung ist die Bereitstellung eines einfa-
chen Verfahrens, mit dem mit groBer Sicherheit der
Gerinnungszustand des Blutes des Patienten Testgestellt
werden kann. '

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde; ein Verfahren
zu schaffen, welches die biologische Aktivitét des He-
paring unmittelbar bestimmt.

Geldst wird diese Aufgabe erfindungsgemdf durch ein
Verfahren zur Bestimmung der biologischen Aktivitat

von Heparin im Plasma durch Zusatz eines proteolyti~-
schen Enzyms und eines chromogenen Substrats des letzte~
ren und Messung des aus dem chromogenen Substrat frei-
gesetzten Farbstoffs, wobeil alg proteolytisches Enzym
Thrombin oder Faktor Xa verwendet und die Bestimmung

in Abwesenheit von zugesetzitem Antithrombin III durch-
gefihrt wird.

Nach den Angaben in der ILiteratur wird erst durch den
~ Zusatz ' '
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ven gereinigtem AT III die Empfindlichkeit der Heparinbestim-
mung so erhdht; daf auch kleine Heparin-mengen (bis 10 U/1)
bestimmt werden kd&nnen. ’

Uberraschendérweise ist es jedoch nach dem erfindungsgemifen
Verfahren mdglich, auch ohne AT III-Zusatz im niedrigen Kon-
zentrationsbereich Plasma bei normalem AT III-Gehalt mit aus-
reichender Empfindlichkeit zu messen. Z. B. sind bei der
Testdurchilhrung bei 37% 20 USp/1 Plasma noch hinreichend
genau erfaBbar., Pa kein externes AT III dem Test mehr zu-
gesetzt wird, erfaﬁt man entsprechend dem biologischen Me-
chanismus der Thrombin-inaktivierung beide Parameter Heparin
und AT III. Denn iber das in der Probe erhaltene AT III kann
das Heparin, das in der Probe bestimmt werden soll, seine
bioloéische 2ktivit&t in Form von Inéktivierung des Thrombins
entfalten, Dieses Verfahren erlaubt dem Arzt eine direkte
Verlaufskentrolle des CGerinnungszustandes des Blutes des

Patienten bei.der Heparintherapie.

Unter chromogenen Substraten filir das proteolytische Enzym
werden generell Substrate verstanden, die unter Einwirkung
des Enzyms einen Farbstoff abspalten. Hierbei kenn es sich
um einen im sichtbaren Bereich des Spektrums bestimmbaren.
Farbstoff, einen Fluoreszenzfarbstoff oder einen im Ultra-
violett-bereich bestimmbaren Farbstoff handeln. Bevorzugt
‘werden als chromogene Substrate Peptide, die an der Carboxyi
gruppe eines Argiﬁinrests einen durch Amicdbindung gebunde-
nen Farbstoffrest aufweisen. Besonders geeignet ist hierfiir
der p—Nitréanilidrest sowle von diesem durch Substitution
abgeleitete &hnliche Farbstoffe. Es k&nnen jedoch auch ande-
re aminogruppenhaltige Farbstoffe an die Carbox'lgruppe des

Argininrestes cebunden sein.

Bei Verwendung von Thrombin als Substrat werden vorzugsweise
Bz~FPhe-Val-Arg-pNA, H~D-Phe-Pip-Arg-pNA oder Tcs—Gly?Pro-Arg~‘
PNA eingesetzt.



2. 210876

Bei Verwendung von Faktor Xa wird als chromogenes Substrat

bevorzugt Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNA verwendet.,

Die Verfahrensbedingungen hinsichtlich pH-@ert, Zeit, Teméera—
tur und dergleichen entsprechen im wesentlichen denen des be-
kannten Verfahrens. Vorzugsweise wird beil pﬁx8,0 und mit.Tris-
(hydroxymethyl)-aminomethan/HCl-Puffer gearbeitet. Andere

- Puffersysteme, wie z. B. Tris(hydroxymethyl)—aminbmethan/
Imidazol- oder Imidazol/HCl-Puffer, sind jedoch ebenfalls
verwendbar. ZweckmiBig erfolgt die Bestimmung bei Raumtempe-
ratur. Die Bestimmung ist jedoch auch bei hd&heren Temperaturen
(30 bis 37°C) durchfiihrbar, wobei entsprechend einer hdheren
Thrombinaktivit&dt geringere Enzymkonzentrationen eingesetzt

werden.

Um eine optimale Ionenstdrke im Testansatz zu-erhalten, werden
Salze, vorzugsweise Alkalichloride, wie NaCl oder XCl, zur
Puffeflbsung zugegeben., Zur Hemmung st&render Protease-fremd-
aktivitdten im Probenplasma wird vorzugswelse Aprotinin einge-

setzt.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagens zur
Bestimmung Qon Heparin in Plasma, welches im wesentlichen
aus | . '

0,01 bis 0,3 Mol/l Puffer, pH 6 bis 9,

0,01 bis 0,25 Mol/l Alkalichlorid,

200 bis 1100 NIH/1l Thrombin oder Faktor Xa,

0,05 bis 10 mMol/l chromogenes Substrat,

0 bis 0,01 g/l Aprotinin,

0 bis 0,03 Mol/l EDTA und

0 bis 10 g/1 Polydthylenglykol

besteht.

Das erfindungsgemdfie Verfahren und Reagens zeichnet sich da-
durch aus, daB flir die Testdurchfiihrung eine Komponente weni-
ger als bei den bekannten Verfahren bendtigt wird. Folglich

gewinnt der manuelle Test an Praktikabilitdt. Vor allem aber |

AR .
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. ist dieses Verfahren besser zur Adaptation an Analysen-
automaten geeignet. Weiterhin wirkt sich das Weglassen
deg AT-III-Zusatzes auBerordentlich glinstig auf die
Kosten pro ‘Begtimmungsansatz aus. Die Verfiigbarkeit
sowohl von Normalplasma als auch von gereinigtem AT I1I
gtellt nimlich einen limitierenden Faktor dar. Als
wesentlicher Vorteil des Verfahrens ist jedoch die

fiir den Anwender in der Klinik erhohte Aussagekraft

ZU nennen.

Das Verfahren kann kinetisch durchgefiihrt werden, wobei
die Geschwindigkeit der Reaktionen der Thrombin-Aus-
gangsaktivitdt und der Thrombin-Restaktivitat unmittel-
bar nach Start der Reaktion mit dem Substrat als MeB-
grofe dienen. Ferner kann auch das Endwert~Verfahren
-angewendet werden, bei dem nach einer bestimmten MeB~-
zeit die Reaktion durch pH-Verschiebung mit Séuren,

Ze Be mit Essigséure, abgestoppt wird,

B Der Testansatz enthalt.

0,045 Mol/1 Trig/HCl-Puffer, pH 8 0

0,14 Mol/l NaC . .
0,01 Mol/1 EDTA (Athylendlamlntetraesclgsaure),
9.g/1l Polysthylenglykol,

0,01 g/l Aprotinin,

300 NIH/1 Thrombin,

0,14 mMol/1 Toc-Glwaro-Arg—pNA.
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Augfiihrungsheispiel

Die Erfindung wird nachstehend durch ein Ausfilhrungs-
beispiel ndher erliutert.

Beisgpiel

Das nachstehend beschriebene Beispiel wurde nach dem
kinetischen Verfahren unter Verwendung folgender Rea-
genzien durchgefihrt:

Reagens 1: ‘ . .
0,05 Mol/1l Tris/HCl-Puffer, pH 8,0,
0,15 Mol/1l NaCl,
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Erfindungsanspriche

Verfahren zur Bestimmung der biologischen Aktivitdt
von Heparin im Plasma durch Zusatz eines proteoly-

‘tischen Enzyms und eines chromogenen Substrats des

letzteren und Messung des aus dem chromogenen
Substrats freigesetzten Farbstoffs, gekennzeichnet
dadurch, daB8 als proteolytisches Enzym Thrombin
oder Faktor Xa verwendet und die Bestimmung in Ab-
wesenheit von zugesetztem Antithrombin III durch-
gefihrt wird.

Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB
als chromogenes Substrat ein Peptid verwendet wird,
welches an der Carboxylgruppe eines Argininrestes

einen p-~Nitrosnilidrest durch Amidbindung gebunden
aufwelste ’

Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, daB
bei Verwendung von Thrombin als Substrat Bz-Phe-Val-
Arg~pNA, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA oder Tos=Gly-Pro-Arg~
pNA verwendet wird.

Verfahren nach Punkt 2, gekennzeichnet dadurch, daB

bei Verwendung von Faktor Xa als chromogenes Substrat
Bz~Ile-Glu-Gly-Arg-pNA verwendet wird. -

Verfahren nach einem.der vorhergehenden Punkte, ge-
kennzeichnet dadurch, daB auBerdem Aprotinin zuge~
setzt wird. '
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6. Reagens zur Bestimmung von Heparin im Plasma,
gekennzeichnet dadurch, daB es besteht aus
0,01 bis 0,3 Mol/l Puffer, pH 6 bisg 9,

0,01 bis 0,25 Mol/l Alkalichlorid,

200 bis 1100 NIH/1 Thrombin oder Faktor Xa,
0,05 bis 10 mMol/l chromogenes Substrat,

0 bis 0,01 g/l Aprotinin,

0 bis 0,03 Mol/l EDTA, :

0 bis 10 g/l Polydthylenglykol.

Hierzu // Seite Zeichnung .'
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