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Det biologisk aktive heparin i plasmaet bestemmes ved proteolyse ved
hjelp af thrombin eller faktor ¥a i rmrverelse af et kromogent sub-
strat, shsom et peptid, der har en p-nitroanilidgruppe i amidbinding,
samt maling af det dannede farvestof. Fremgangsméden gennemfores sé-
ledes uden tilsmtning af antithrombin III,

Et reagens til brug ved fremgangsmiden kan f.eks. bestd af

0,01 til 0,3 mol/l puffer, pH 6 til 9,

0,01 £il 0,25 mol/l alkalichlorid,

200 til 1100 NIH/1 thrombin eller faktor Xa,

0,05 til 10 mmol/1 kromogent substrat,

0 til 0,01 g/1 aprotinin,

0 til 0,03 mol/l EDTA,

0 il 10 g/l polyethylenglycol.
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opfindelsen angar en fremgangsmdde og et reagens til bestemmelse

af den biologiske aktivitet af heparin i plasma.

Bestemmelsen af heparin er en vigtig parameter ved den i til-
fzlde af thromboserisiko hyppigt gennemfgrte heparinbehandling.
Heparin danner med antithrambin III (AT III) et kompleks, som ham-—
mer den proteolytiske aktivitet af thrombin. Da thrombin kata-
lyserer dannelsen af fibrin ud fra fibrinogen, er thrombinak-
tiviteten ansvarlig for koagulationen af blod eller plasma og
sidledes ogsd for det ved en thrombose dannede fibrinkoagulat.
Heparinbehandlingen benyttes hyppigt ved tilstedeverelse af en
thromboserisiko (f.eks. fg¢r kirurgisk indgreb). En ngjagtig
indstilling af heparinkoncentrationen er derfor overordentlig
vigtig. I tilfzlde af en mindre dosering er der nemlig risiko
for en thrombose eller blodprop, hvilket kan fgre til dgden.
For hgje heparinkoncentrationer fgrer til gengald til forblgd-
ninger. Den kvantitative analyse af heparin hgrer derfor til
de undersggelser, som hyppigt udfgres i koagulationslaborato=-

riet.

Til bestemmelse af héparin anvendes i praksis hovedsagelig

to metoder:

1. Bestemmelse af koagulations-(clotting)-aktiviteten i blod
eller plasma. De herpd beroende fremgangsmdder er imidlertid
utilfredsstillende. Isar i det lavere koncentrationsomrade

er fglsomheden for ringe, medens hgje koncentrationer som fpl-
ge af ukoagulerbarhed ikke lazngere kan registreres (se Thromb.
Res. 8, 413 (1976)).

2. I den senere tid anvendelsen af kromogene substrater for
enzymet faktor Xa eller thrombin (J. Clin. Chem, Clin. Bio-
chem. 15, 239 (1977)).

Denne nyere fremgangsmade beror pd fglgende princip:
Plasmaprgven, som indeholder heparinet, der skal bestemmes,

samt en ubekendt svingende m@ngde antithrombin ITI (AT III
eller heparin-cofaktor), inkuberes i narverelse af tilsat
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AT III med faktor Xa eller thrombin. Faktor Xa sammen

med faktor Va, calcium og phospholipid, aktiverer pro-
thrombin under dannelse af thrombin. Faktor X er den
ikke-éktiverede form af stoffet, medéns faktor Xa er den
aktiverede form af faktoren. Det tilsatte AT III skal for
det fgrste kompensere de forskellige mangder AT III i prg-
ven ved fremskaffelse af et overskud, og for det andet er det
‘n¢dvendigt med henblik pd tilstrakkelig forggelse af fglsamheden
af prgven, isar i det lavere heparinkoncentrationsomride., AT
IIT kan enten tilszttes i form af nommalplasma, som altid indeholder fy-

: siologiske mangder AT III, eller i form af renset AT III. Un-
‘der denne inkubation bevirker det i prgven indeholdte heparin

ad katalytisk vej en konformationsandring hos AT III, hvilket
har aktivering deraf til fglge. Det aktiverede AT III er nu
i stand til at inaktivere en del af det i inkubationsoplgs-
ningen indeholdte proteolytiske enzym Xa eller thrombin spon-
tant gennem dannelse af en kovalent binding. Det ikke af he-
périnaktiveret AT ITII hzmmede proteolytiske enzym kan nu fra
et egnet kromogent substrat, i reglen et p-nitroanilinholdigt

peptid, sdsom Bz—Ile—Glu?Gly-Arg-pNA eller Tos-Gly-Pro-Arg-
pNA, hvor Bz, pNA og Tos star for henholdsvis benzoyl, p-nitroanilid

og tosyl, friggre farvestoffet p-nitroanilin, hvis ekstinktion ved

405 nm kan m3les. Forskellen mellem den benyttede enzymakti-

vitet (AEl/min) og den efter inkubationen malte restaktivitet

(AE /min) settes ved hijzlp af en kalibreringskurve i relation
til heparinkoncentrationen i prgven. De efterfglgende reak-
tionsskemaer belyser denne metode:

1) AT TrT BERALINy ap prrt
II) AT ITIT + Enzym sy  Enzym - AT III' + enzym (rest)
' (overskud)

IIT) Tos-Gly-Pro-Arg-pNA %%f}s“—s)a Tos-Gly~Pro-Arg-OH + p-Ni=

troanilin

"+ = aktiveret.

P& grund af tilsetning af et overskud af AT III i form af et
normalplasma eller som renset AT III er heparinbestemmelsen
ifglge denne fremgangsméde i vidt omfang uafhazngig af AT III
i plasmaprgven. Man bestemmer saledes det samlede i prgven
tilstedeverende heparin, som via AT III er i stand til at in-
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aktivere thrombin og faktor Xa. Det har imidlertid nu yderli-
gere vist sig, at dette system har fglgende ulemper: En ikke
sjeldent optradende AT III-mangel i patientplasma kan pé grund
af det tilsatte AT III ikke erkendes. I ekstreme, men i kli-
nikken absolut forekommende tilfalde, hvor patienten praktisk
taget ikke langere har noget AT III, ville en alenestdende he=
parinbehandling vare virkningslgs. Heparin ville ikke udgve
nogen som helst biologisk virkning p& thrombin. Lagen ville
sdledes ifglge dette mileprincip £3 et forfalsket udsagn om
patientens koagulationstilstand. Fglgelig skal der foruden he=
parinbestemmelsen foretages en AT III-bestemmelse.

Opfindelsen tager derfor sigte pa at angive en fremgangsmiade,
hvormed heparins biologiske aktivitet bestemmes direkte.

Dette opnds ifplge opfindelsen ved hjzlp af en fremgangsmade
til bestemmelse af heparins biologiske aktivitet i plasma ved
tilsetning af et proteolytisk enzym og et kromogent substrat
for enzymet samt m8ling af det fra det kromogene substrat
frigjorte farvestof, og som er ejendommelig ved, at der som

proteolytisk enzym anvendes thrombin eller faktor Xa, og at
bestemmelsen gennemfgres uden tilsaztning af antithrombin IIT.

Ifglge angivelser i litteraturen bliver fglsomheden af heparin-
bestemmelsen som fglge af tilsatningen af renset AT III forgget
s8ledes, at ogsd smd heparinmezngder (ned til 10 U/1) kan bestem-

mes.

Ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen er det imidlertid overra-
skende muligt, ogsd uden AT III-tilsatning, i det lavere koncen-
trationsomrdde at mdle heparin i plasma ved normalt AT III-ind-
hold med tilstrzkkelig fglsomhed. Ved prgvegennemfgrelsen ved
37°C er eksempelvis 20 USP heparin/l plasma endnu tilstrakkelig
ngjagtig at registrere. USP star for United Pharmacopeial Con-
vention. Da intet eksternt AT III langere sattes til prgven,
registrerer man i overensstemmelse med den biologiske mekanisme
ved thrombininaktiveringen de to parametre heparin og AT III.
Via det i prgven indeholdte AT ITII kan heparinet, som skal be-
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stemmes i prgven, ikke desto mindre udfolde sin biologiske ak~
tivitet i form af inaktivering af thrombinet. Denne fremgangs-
made g¢r det muligt for lagen at foretage en direkte forlgbs-
kontrol af koaguleringstilstanden i patientens blod ved heparin-

behandlingen.

Med kromogene substrater for det proteolytiske enzym skal ge-
nerelt forstds substrater, som under indvirkning af enzymet
fraspalter et farvestof. Herved kan der vare tale om et i spek-
tretssynlige omrade bestemmeligt farvestof, et fluorescens -
farvestof eller et i det ultraviolette omride bestemmeligt far-
vestof. Som kromogene substrater foretrazkkes peptider, som

til en arginingruppes carboxygruppe har en via amidbinding
bundet farvestofgruppe. Sarlig egnet hertil er p-nitroanilid-
gruppen samt af denne ved substitution afledte lignende far-
vestoffer. bgsé andre aminogruppeholdige farvestoffer kan i-

midlertid vere bundet til arginingruppens carboxylgruppe.

Ved anvendelse af thrombin som substrat anvendes fortrinsvis
Bz-Phe-Val-Arg-pNA, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA eller Tos-Gly-Pro-Arg-
pNA; hvor Pip star for pipecolyl.

Ved anvendelse af faktor Xa anvendes som kromogent . substrat

fortrinsvis Bz-Ile~-Glu-Gly-Arg-pNA.

Fremgangsmadebetingelserne i hénseende til PH-verdj, tid, tempe—
ratur og lignende svarer i det vasentlige til s&danne ved den
kendte fremgangsmade, fortrinsvis arbejdes ved pH 8,0 og med
tris (hydroxymethyl)-aminomethan/HCl-puffer. Andre puffersy-
stemer, sdsom tris(hydroxymethyl)-aminomethan/imidazol- eller
imidaqu/HCl—puffer, er imidlertid ogsd anvendelige. Bestem-

melsen foregédr hensigtsmassigt ved stuetemperatur. Bestemmel-

sen kan imidlertid ogsd gennemfgres ved hgjere temperaturer

{30 til 37°C), hvorved der svarende til en hgjere thrombinak-

‘tivitet anvendes lavere enzymkoncentrationer.

.Til opndelse af en optimal ionstyrke i prgvematerialet til-

sattes salte, fortrinsvis alkalimetalchlorider, sasom NaCl eller
RC1l, til pufferoplgsningen. Til hamning af forstyrrende pro-
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tease-fremmedaktiviteter i prgveplasmaet anvendes fortrinsvis

aprotinin,

opfindelsen angdr endvidere et reagens til bestemmelse af
heparin i plasma ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen,
hvilket reagens bestar af

0,01 til 0,3 mol/l puffer, pH 6 til 9,
0,01 til 0,25 mol/1 alkalimetalchlorid,
200 til 1100 NIH/1l thrombin eller faktor Xa
(NIH = National Institute of Health),
0,05 til 10 mmol/l1 kromogent substrat,
0 til 0,01 g/l aprotinin,
0 til 0,03 mol/l ethylendiamintetraeddikesyre, dinatriumsalt,oqg
0 til 10 g/1 polyethylenglycol. :

Fremgangsmaden og reagenset ifglge opfindelsen udmerker sig
ved, at der til prgvens gennemfgrelse kraves en komponent min-
dre end ved den kendte fremgangsmdde. Fglgelig frembyder den
manuelle prgve stgrre gennemfgrlighed. Frem for alt er frem-
gangsmdden imidlertid bedre egnet til anvendelse i analyse-
automater. Endvidere indvirker udeladelsen af AT III-tilsat-
ningen overordentlig gunstigt p& omkostningerne pr. bestem-
melsesmengde. RAdigheden over sével normal plasma som renset
AT ITI er nemlig en begransende faktor. Som vasentlig fordel
ved fremgangsmadden skal imidlertid navnes den for anvenderen

i klinikken forggede udsagnsverdi, som beror pd, at den kombi-~
nerede effekt af AT III og heparin i plasmaprgven afspejles i

midleresultatet.

Fremgangsmdden kan gennemfgres kinetisk, hvorved hastigheden
af thrombin-udgangsaktivitetens og thrombin-restaktivitetens
reaktion tjener som mdlestgrrelser umiddelbart efter begyn-
delsen af reaktionen med substratet. Endvidere kan ogsd slut-
vaerdi-metoden anvendes, ved hvilken reaktionen efter en be-
stemt midletid standses ved hjalp af pH-forskydning med syrer,

f.eks. med eddikesyre.
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Prgvematerialet kan f.eks. indeholde:

0,045 mol/1 tris/HCl-puffer, pH 8,0,

0,14 mol/1 NaCl,

0,01 mol/1 EDTA (ethylendiamintetraeddikesyre),
9 g/1 polyethylenglycol,

b 01 g/1 aprotinin,

300 NIH/1 thrombin,

0 14 mmol/l Tos—Gly—Pro-Arg-pNA

Eksémpel 1.

Det nedenfor beskrevne eksempel blev gennemfgrt ifglge den
kinetiske metode under anvendelse af fglgende reagenser:

Reagens 1: :
0,05 mol/1 tris/HCl-puffer, pH 8,0,

- 0,15 mol/1 NaCl,

0,01 mol/1 EDTA,

10’g/1 polyethylenglycol,
0,01 g/1 aprotinin,

330 NIH/1 thrombin.

Reagens 2:
1,5 mmol/1l Tos=-Gly-Pro-Arg-pNA

Bestemmelsesmangde:
M&lestriling: Hg 405 nm; kuvettens lagtykkelse: 1 cm,
Inkubationstemperatur: Sfuetemperatur;

2,0 ml1 af reagenset i pipetteres ikuvette, 0,02 ml prgve
tilsettes og blandes. Der inkuberes i 3 min. ved 25°C, hvor-
efter 0,2 ml af reagenset 2 1blandes. Ekstlnktlonen reglstre-
res fra 0 til 3 min. ved 25°C.

Pr. malerakke bestemmes en biindvardi. Herved anvendes vand

i stedet for pr¢veplasmaet.

Vurdering: Forskellem mellem ekstinktionsandringen fra 0 til 3 min. for
blindvardien og ekstinktionsendringen fra 0 til 3 min. for prg¢-
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ven dannes. Denne forskel er et m&l for den biologiske akti=-
vitet af heparinet i plasmaet. Ligeledes kan den absolutte
ekstinktion efter 3 min. tages i betragtning til vurderingen,
s&ledes som vist i fig. 1. Denne fig. 1 viser resultaterne
for 18 plasmaprgver, som blev tilsat afvejede mengder hepa=
rin, s& at der fremkom et koncentrationsomrade fra 0,05 til
1,0 USP heparin/ml plasma.

Reagenset indeholder ca.:

0,01 til 0,3 mol/l puffer, pH 6 til 9,
0,01 til 0,25 mol/l NaCl,

0,001 til 0,03 mol/l EDTA,

200 til 1100 NIH/1 thrombin,

> 0,05 mmol/1 substrat,

0 +il 0,01 g/l aprotinin og

0 til 10 g/1 polyethylenglycol.

Ovennavnte reagenssammensatning angiver koncentrationsomrdderne
for de enkelte bestanddele, inden for hvilke fremgangsmadden kan

gennemfgres problemlgst.

Eksempel 2.
Bestemmelsen skete i overensstemmelse med den kinetiske metode

under anvendelse af fglgende reagenser:
Reagens 1:

0,05 mol/1 Tris/HC1l, pH 8,0,
0,15 mol/l NaCl,

0,01 mol/1 EDTA,

10 g/1 polyethylenglycol,
0,01 g/1 aprotinin.
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Reagens 2:

1,0 mmol/1 Bz-Ile-Glu-Gly-Arg-pNA.
Reagens 3:

8 U/ml faktor Xa.

Bestemmelsesme@ngde: Hg 405 nm, kuvettens lagtykkelse 1 cm,

inkubationstemperatur = stuetemperatur.

500 pml1 af reagenset 1, 10 ul pregve og 100 ml reagens 3 pipette-
res i kuvette og blandes. Der inkuberes i 3 min. ved 2509,
hvorpd 500 mal reagens 2 iblandes. Ekstinktionen registreres
fra 0 til 3 min. ved 25°cC.

Pr. malerzkke bestemmes en blindvardi. Herved anvendes vand

i stedet for prgveplasmaet.

Vurdering: Ligesom i eksempel 1 via justeringskurve.

Patentkravw.

1. Fremgangsmdde til bestemmelse af den biologiske aktivi=-
tet af heparin i plasma ved tilsatning af et proteolytisk
enzym og et kromogent substrat for enzymet samt méling af det
fra det kromogene substrat frigjorte farvestof, k e n d e-
tegnet ved, at der som proteolytisk enzym anvendes
thrombin eller faktor Xa, og at bestemmelsen gennemfgres

uden tils@tning af antithrombin IIT.

2. Fremgangsméde ifglge kravl, kende tegnet ved,
at der som kromogent substrat anvendes et peptid, der til
en arginingruppes carboxylgruppe har en via amidbinding bun-

det p-nitroanilidgruppe.



10

15

20

149475

3. Fremgangsmade ifglge krav 2, k en detegnet ved,
at der ved anvendelse af thrombin anvendes Bz~Phe-Val=-Arg-
pNA, H-D-Phe-Pip-Arg—-pNA eller Tos-Gly-Pro-Arg-pNA som kromo-=

gent substrat.

4. Fremgangsmide ifglge krav 2, kendetegnet ved,
at der ved anvendelse af faktor Xa anvendes Bz~Ile-Glu-Gly-

Arg-pNA som kromogent substrat.

5. Fremgangsmide ifglge ethvert af de foregidende krav,
kendetegnet ved, at der desuden tilsattes apro£i=

nin.

6. Reagens til bestemmelse af heparin i plasma ved fremgangs-
miden ifglge kravl, kendetegne t ved, at det bestér
af:

0,01 til 0,3 mol/l puffer, pH 6 til 9,

0,01 til 0,25 mol/l alkalimetalchlorid,

200 til 1100 NIH/1 thrombin eller faktor Xa,

0,05 til 10 mmol/1 kromogent substrat,

0 +il 0,01 g/1 aprotinin,

0 til 0,03 mol/l ethylendiamintetraeddikesyre, dinatriumsalt,
0 til 10 g/1 polyethylenglycol.

Fremdragne publikationer:
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