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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Seit dem Beginn des 20. Jahrhunderts ist es moglich geworden, Patienten auf den
Zustand ihrer Blutgerinnung (Hamostase) zu untersuchen. Dies geschah zunachst
durch die in vivo Blutungszeit (DUKE 1912), spater durch in vitro Analysen am
Citratplasma. Obwohl schon seit den dreiRiger Jahren die Thromboplastinzeit nach
QUICK (1935) und seit den sechziger Jahren die aktivierte partielle Thromboplastinzeit
(APTT) nach PROCTOR und RAPAPORT (1961) routinemafldig und auch zum
Screening eines jeden neuaufgenommenen Patienten durchgefiihrt werden, finden
sich bisher nur Ansétze einer Standardisierung der hamostaseologisch-diagnostischen
Methoden. Das bisher erfolgreichste Beispiel ist die International Normalised Ratio
(INR), welche die Thromboplastinzeit fur stabil oral antikoagulierte Patienten
standardisiert.

Trotz der bisherigen Versuche, ebenfalls bei der APTT zu einer Vereinheitlichung zu
gelangen, kann von einer vergleichbaren Bestimmung in unterschiedlichen
Laboratorien auch heute nicht geredet werden. Dies lasst sich besonders gut an
einem Ringversuchsergebnis verdeutlichen: (Tabelle 1)

Tabelle 1  Auswertung eines Ringversuchs zur APTT durch das Institut far
Standardisierung und Dokumentation im medizinischen Laboratorium e. V.
(INSTAND e. V.)

Die APTT-Quotienten der Proben 11 und 12 wurden berechnet, indem die APTT
der Probe 11 bzw. 12 durch die APTT der Probe 13 geteilt wurde.

Methoden Probe |Ziel- Zielbereich |Kollektiv Bestehensquote
_ wert MW VK Anzahl |Probe gesamt

Pathromtin SL| I 241 2,20-2,62 243 581 157 88,6% 83,4%

(Behring) 12 1,82 1,68-1,96 1,82 4,79 93,0%

weitere Methoden I 2,03 1,74-2,32 203 930 I55 87,8% 85,2%
12 1,48  1,34-1,62 1,48 5,87 94,9%

Actin  FS  (Dade), | || 2,52 2,19-2,85 250 891 89 88,8% 85,4%

APTT FS (Sigma) 12 1,65 1,56-1,74 1,65 3,66 92,2%

Actin  FSL  (Dade), | I | 1,58 1,43-1,73 1,58 6,27 64 90,7% 97,5%

Platelin LS (Organon) |12 1,40 1,32-1,48 1,40 3,62 92,2%

APTT-SP (IL) I 1,57 1,42-1,72 1,59 5,63 33 94,0% 84,8%
12 1,34 1,23-1,45 1,35 5,51 91,0%

Pathromtin (Behring), | | | 2,10 1,80-2,40 2,11 957 41 85,4% 80,5%

Alexin (Sigma), | 12 1,57 1,40-1,74 1,57 7,07 87,9%

Thrombosil | (Ortho)

Clot PTT (Nobis),| Il 1,69 1,48-1,90 1,72 7,96 44 91,0% 86,4%

SynthASil (Ortho) 12 1,42 1,30-1,54 1,42 577 91,0%

STA-APTT-Koalin I 1,67 1,46-1,88 1,70 830 28 85,8% 85,7%

(Roche) 12 1,31 1,20-1,42 1,33 5,0l 92,9%

DAPTTIN (Immuno) | |1 1,50 1,33-1,67 1,52 7,10 19 89,5% 89,5%
12 1,45 1,36-1,54 1,45 3,82 100%

Hierbei wurden drei Proben in die teilnehmenden Laboratorien versandt, die diese
mit ihrer routinemafig verwendeten Methoden analysierten. In der Darstellung der
Messergebnisse wurde der Versuch einer Standardisierung unternommen, indem die
Gerinnungszeiten der beiden untersuchten Proben auf eine dritte (Probe 13)
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bezogen und die daraus entstehenden Quotienten gebildet wurden, trotzdem
unterscheiden sich die Ergebnisse der einzelnen Methoden erheblich: Liegt der
Mittelwert der Ratio der am kirzesten messenden Methode bei 1,52 fur Probe 11
bzw. 1,33 fir Probe 2, so liefert Pathromtin SL 2,43 bzw. 1,82. Wirden die APTT in
Sekunden verglichen, wéren die Unterschiede noch grolier.

Wenn man die APTT in zwei verschieden Laboratorien bestimmt, kann dies zu
unterschiedlichen Resultaten fihren. Durch das Ergebnis einer APTT-Messung lasst
sich nicht auf das Resultat einer anderen Methode schlie3en, eine einfacher
Umrechnungsfaktor existiert nicht. Fir den Kliniker bestehen daher grof3e Probleme
eine APTT ermittelt in einem fremden Labor korrekt zu interpretieren. Durch Evaluation
verschiedener Reagenzien und Analyser versucht diese Arbeit daher, die Mdglichkeit
und die Grenzen einer Vergleichbarkeit verschiedener APTT-Methoden darzustellen.

1.2 Methodisches Prinzip der APTT

PROCTOR und RAPAPORT (1961) entwickelten die von LANGDELL et al.. (1953)
vorgestellte partielle Thromboplastinzeit zur aktivierten partiellen Thromboplastin
(APTT) weiter: Hierbei wird Citratplasma mit partiellen Thromboplastinen und einem
Oberflachenaktivator bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wird die Zeit bestimmt, die
von der Zugabe einer CaCl,-LOosung bis zur Entstehung eines Fibrinclots vergenht.

Die heute verwendeten Methoden der APTT unterscheiden sich hinsichtlich der Art
und der Menge des benutzten Thromboplastins und des Oberflachenaktivators, der
Inkubationsdauer, der CaCl,-Konzentration des Startreagenzes und der
Detektionsmethode der Fibrinclotbildung.

Als partielle Thromboplastine werden gerinnungsaktive Phospholipide (PL)
bezeichnet, welche aus Thrombozyten, Gewebezellen (z. B. humane Plazenta) und
Erythrozyten sowie aus Pflanzen (z. B. Sojabohnen) gewonnen werden und denen
im Gegensatz zu den Thromboplastinen, welche bei der Prothrombinzeit eingesetzt
werden, der Proteinanteil (Tissue factor) fehlt. Sie dienen als Ko-Faktoren bei
Teilschritten der plasmatischen Gerinnung. (siehe Abbildung 1)

Als Oberflachenaktivatoren finden Kollagen und cerebrosidahnliche Substanzen
(TANS et al. 1982), aber auch Glas, Kaolin, Celit, Ellagsaure und Dextransulfat (VAN
DER GRAAF et al. 1982) Verwendung. Durch ihre negative Ladung binden sie die
Faktoren XII (F XlII) und XI (F XI) sowie Prakallikrein und HMW-Kininogen, wobei
diese Proenzyme in ihre aktive Form ungewandelt werden. (siehe Abbildung 1)

Die Vielzahl der Detektionmdglichkeiten reicht von manuellen Anséatzen (KOLLER
1948) uber semiautomatisierte elektromechanische Methoden (SCHNITGER und
GROSS 1954) und dem Kugelkoagulometer bis zu vollautomatisch arbeitenden
optomechanischen (z. B. BFA) und photometrischen Analysern (BCT): Beim BFA
wird die Leuchtkraft einer Wolframlampe kontinuierlich angepasst, um an einer
Fotozelle eine konstante Spannung zu erzeugen. Im Strahlengang wird der
entstehender Fibrinclot durch einen rotierenden Magnetrihrer zentriert, durch
dessen Bewegung sich die Fotozellenspannung verandert. Das Messzeitende wird
durch Abweichung dieser Spannung vom Ausgangswerte um einen bestimmten
Schwellenwert definiert. Der BCT hingegen arbeitet im Sinne eines Filterphotometers
bei einer Wellenlange von 405 nm. Die Extinktion wird Uber einen bestimmten
Zeitraum detektiert und die so gewonnene Kurve Uber zuvor definierte Algorithmen
ausgewertet. Durch im Strahlengang befindliche Farbfilter Iasst sich die Wellenldnge
des verwendeten Lichtes verdndern. Dies hat den Vorteil, dass neben
koagulometrischen auch chromogene und immunoturbidimetrische Teste an diesen
Geraten durchgefuhrt werden kdnnen.
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1.3 Diagnostische Bedeutung der APTT

Die APTT erfasst als globaler Gerinnungstest fur das intrinsische Gerinnungssystem
die Vorphasefaktoren Prékallikrein und High Molecular Weight Kininogen (HMWK),
die Bestandteile des endogenen Systems (F XlI, F XI, F IX, F VIIl) sowie die
gemeinsame Endstrecke (F X, F V, Prothrombin, Fibrinogen). Das Zusammenspiel
dieser Enzyme ist schematisch in den Abbildungen 1 und 2 dargestellt. Etwa 95%
aller angeborenen Blutungsneigungen gehen mit einer Verlangerung der APTT
einher. AulRerdem dient sie dem Monitoring der Therapie mit unfraktioniertem
Heparin (UFH). F VIl und F XIII werden jedoch nicht von der APTT erfasst.

Abbildung 1 Vorphase der endogenen Aktivierung
F Xll bindet sich an eine negativ geladene Oberflache und wird hierdurch zu F
Xlla aktiviert. F Xlla aktiviert Prakallikrein zu Kallikrein, das seinerseits im Beisein
von HMWK F XlI zu F Xlla katalysiert (Kallikrein-Loop). F Xl wird schlief3lich
durch F Xlla in Gegenwart von Fremdoberflache und HMWK aktiviert.
» Umwandlung “» Aktivierung

Negativ geladene Oberflache

Prikallikrein (HMWK) F XII
+ +
______________________ >
Kallikrein ===~~~ T7TTee-- Xlla (HMWK)
"
F XI (HMWK) v > F Xla

Abbildung 2 Das plasmatische Gerinnungssystem
Nicht dargestellt sind zum Zwecke der Ubersichtlichkeit die Aktivierung von F VIII
und F V durch Thrombin sowie die Josso-Schleife, in der F Vlla F IX aktiviert. Die
Ko-Faktoren sind hinter dem zugehodrigen Faktor in Klammern angegeben,
Bedeutung der Pfeile siehe Abbildung 1.

Extrinsic-System Intrinsic-System
Gewebsthromboplastine Fremdoberfliche
' F XI F XII
: ¢
: FX  KEe——- F Xlla
1
1
! F Xla (Ca®)
1 1
1+ + + o+
F VI—Y"%F Vila (PL, Ca?)------------ SI<” - -F IXa (Ca?", PL, F Villa)e—L—F IX
F Xa (F Va, PL, Ca®)
o+
Prothrombin LVThr(pmbin
Flbrlnogen% Fibrin

Als Ursachen fir eine Verlangerung der APTT bestehen daher geméal BARTHELS
und POLIWODA (1997):
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Angeborener Faktorenmangel
— F VIlI-Mangel: Hamophilie A, von Willebrand-Jirgens Syndrom
— F IX-Mangel: Hamophilie B
— selten: F XI- und F XllI-Mangel, Mangel an Préakallikrein und an HMWK,
Mangel an Faktoren der gemeinsamen Endstrecke des In- und Extrinsic-
Systems.
Erworbener Faktorenmangel
— Kombinierter F II-, F VII-, F IX- und F X-Mangel bei Vitamin K-Defizit oder
oraler Antikoagulation mit Cumarinen
— Kombinierter Faktorenmangel bei verminderter Lebersyntheseleistung
aufgrund einer Hepatopathie oder physiologisch beim Neugeborenen
Gerinnungsinhibitoren (Antikbrper gegen einzelne Gerinnungsfaktoren)
Fibrinogenmangel, Dysfibrinogendmie, Fibrinogenspaltprodukte (wobei die
APTT jedoch hierauf sehr unempfindlich reagiert)
Lupusantikoagulantien (Antiphospholipidantikorper, welche
phospholipidabhéngige Gerinnungsteste verlangern)
Therapie mit Antikoagulantien (Heparin, Hirudin)

Meist bedeutet eine verlangerte APTT ein Blutungsrisiko fur den Patienten, jedoch im
Falle der Lupusantikoagulantien und des F Xll-Mangels eine Neigung zu
Thromboembolien.

In einigen Fallen findet sich auch eine verkirzte APTT, die allerdings meist auf eine
falsche Abnahmetechnik (langer vendser Stau, kleinlumige Kandule, starkes Aufspritzen
des Blutes und Fllung des Gerinnungsréhrchen als erstes direkt nach der Punktion)
zurtckzufiihren ist. Als weitere mdgliche Ursachen kommen gemal BRINKHOUS und
DOMBROSE (1980) in Frage:

postoperativ

akuter Zustand nach vendsen Thromboembolien
Entztindungsreaktionen

letztes Drittel der Schwangerschaft

hormonelle Kontrazeption

Zustand nach Myokardinfarkt

Die verkirzte APTT wird zu den HyperkoagulabilitatsphAnomenen gerechnet, auch
kann sie ein erhohtes Risiko fir Thromboembolien bedeuten und kennzeichnet
ebenfalls die erste Phase einer disseminierten intravasalen Gerinnung (DIC).

1.4 Modifikation der APTT zur Bestimmung der APC-Resistenz

1993 beschrieb DAHLBACK zum ersten Mal die Resistenz gegen aktiviertes Protein
C (APC-Resistenz) als Ursache einer familiaren Thrombophilie. Diese ist zu 90%
durch eine Punktmutation G1692A in Exon 10 des Gens von F V bedingt. Hierdurch
wird an der Position 506 Arginin durch Glutamin ersetzt (A506G) und dadurch eine
wichtige Protein-Ca-Spaltungsstelle im F Va zerstort. Diese Mutante wurde nach
dem niederlandischen Ort ihrer Erstbeschreibung als Faktor V Leiden oder als
Faktor-VQ®® benannt. (BERTINA et al. 1994) Die APC-Resistenz stellt die mit
Abstand haufigste Ursache fur eine hereditdre Thrombophilie dar. In der
europaischen Normalbevélkerung betragt die Pravalenz eines heterozygoten FV-
Leiden 2%-7%. Wird ein Patientenkollektiv mit positiver Thromboseanamnese
betrachtet, steigerte sich diese sogar auf ungefahr 20% bis 30%. Das
Thromboserisiko erhdht sich bei einem Patienten mit einem heterozygoten F V-

4
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Leiden um den Faktor 7 im Vergleich zu einem Probanden mit Wildtyp. Homozygote
Patienten zeigen sogar ein 50- bis 100-fach hoheres Risiko. (ROSENDAAL et al.
1995) Besonders gefahrlich wird es fur Patienten, wenn die FV-Leiden-Mutation mit
anderen Risikofaktoren fur eine Thrombose zusammentrifft. Zu erwahnen sind hier
besonders ein zusatzlicher Protein C- (KOELEMAN et al. 1995), Protein S- (ZOLLER
et al. 1995), AT-Mangel (VAN BOVEN et al. 1996) sowie Immobilisation und
operative Eingriffe. Auch ist das Risiko fir heterozygote Frauen unter hormoneller
Kontrazeption um insgesamt das 30-fache gesteigert. (VANDENBROUCKE et al.
1994)

Als Teste zur Bestimmung der APC-Resistenz und damit zum Screening auf ein
Faktor V Leiden kommen verschiedene Modifikationen der APTT zum Einsatz.
Daher werden in dieser Studie diese Assays vergleichend untersucht.

15 Ziel dieser Arbeit

Es sollen acht Reagenziensatze zur Bestimmung der APTT an zwei verschiedenen
Analysatoren hinsichtlich Referenzbereich, Prazision, Empfindlichkeit fir Mangel an
Faktor VIII, IX, XI und XII, fur Heparin und fur Lupusantikoagulantien evaluiert werden.
Diese Methoden werden an Hand von Patienten mit und ohne Heparintherapie
verglichen werden. Mittels dieser Ergebnisse sollen Rickschliisse auf die Mdglichkeit
einer Vereinheitlichung der Analysenergebnisse der APTT gezogen werden.
AulR3erdem sollen vier unterschiedliche Methoden zur Bestimmung der APC-Resistenz,
wovon drei Modifikationen der APTT darstellen, hinsichtlich Referenzbereich,
Prazision, Verhalten in der Verdinnungsreihe und Storfaktoren
(Lupusantikoagulantien) evaluiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Probenmaterial

Durch  Venenpunktion gewonnene Blutproben wurden mit 0,129 mol/l
Natriumcitratlosung versetzt (1 Teil Natriumcitratldsung, 9 Teile Venenblut). Nach 15-
mindtiger Zentrifugation bei 3256 g und Raumtemperatur erfolgte die Abtrennung
des Citratplasmas. Dieses wurde dann nochmals 20 Minuten bei gleichen
Bedingungen zentrifugiert, um ein weitgehend thrombozytenfreies Plasma zu
gewinnen, und anschlieend innerhalb von 30 Minuten bei -70°C tiefgefroren. Vor
der Messung wurde das tiefgefrorene Plasma in einem Wasserbad 5 Minuten auf
37°C erwarmt und dann innerhalb der n&chsten Stunde untersucht.

Zur Bestimmung des Referenzbereichs wurden Plasmaproben von 50 offenbar
gesunden Probanden (31 Frauen und 19 Mannern im Alter von 21 bis 65 Jahren)
eingesetzt.

Zum Methodenvergleich am BFA diente Plasma von 99 Patienten unter UF-
Heparintherapie (30 weiblich, 69 méannlich, im Alter von 7 bis 86 Jahren) und von 82
Patienten mit einer verlangerten APTT ohne Heparingabe (31 weiblich und 51
mannlich, im Alter von 22 bis 83 Jahren). Zum Vergleich verschiedener APTT-
Reagenzien an BFA und BCT wurden Proben von 80 heparinisierten Patienten (48
mannliche und 32 weibliche, im Alter von 8 bis 83 Jahren) und Proben von 53 nicht
heparinisierten Patienten mit verlangerter APTT (36 ménnliche und 17 weibliche, im
Alter von 23 bis 92 Jahren) untersucht. Der Vergleich von DAPTTIN gegen
Pathromtin am BFA wurde mittels Proben von 43 Patienten unter UF-
Heparintherapie (20 mé&nnliche und 23 weibliche, im Alter von 25 bis 80 Jahren) und
Proben von 48 Patienten mit anderen Ursachen fur ihre verlangerte APTT (33
mannliche und 15 weibliche, im Alter von 19 bis 87 Jahren) gefiihrt.

Zur Untersuchung der Heparinempfindlichkeit von Pathromtin diente Citratplasma
von 32 Patienten unter Therapie mit Liguemin (einem UFH) (17 mannlichen und 15
weiblichen Geschlechts in Alter von 34 bis 86 Jahren).

Beziglich der Untersuchung zur Empfindlichkeit auf Lupusantikoagulantien wurde
Plasma von 20 Patienten mit pathologischem DRVVT (14 weibliche und 6
mannliche, im Alter von 20 bis 59 Jahren, keine Antikoagulation) untersucht.
AuRerdem wurde Plasma eines mannlichen Patienten (35 Jahre) fir eine
Verduinnungsreine  verwendet, welcher eine hohe Konzentration an
Lupusantikoagulantien aufwies.

Citratplasma von 12 offensichtlich gesunden Spendern (3 Mannern und 9 Frauen im
Alter von 23 bis 49) wurde wie oben verarbeitet und vor dem Tieffrieren gepoolt.

Zur Untersuchung der Methoden zur Bestimmung der APC-Resistenz wurde der
Normbereich an Hand von 50 Plasmaproben von 13 mannlichen und 37 weiblichen
Probanden im Alter von 20 bis 56 Jahren ermittelt, welche offensichtlich gesund und
ohne APC-Resistenz waren. Weiter wurde Plasma von 3 F V Leiden-heterozygoten
Probandinnen im Alter von 23 bis 41 Jahren und einer homozygoten F V Leiden-
Tragerin untersucht.

Als Poolplasma diente auch hier das oben beschriebene Poolplasma.

2.2 Reagenzien

2.2.1 Kontrollplasmen

Kontrollplasma N, Chargen-Nr. 502746, 502752, 502758,

Kontrollplasma P, Chargen-Nr. 512617, 512621, Behringwerke AG, Marburg.
Verify, Chargen-Nr. 102612, Organon Teknika, Eppelheim.
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2.2.2 APTT-Reagenzien

Pathromtin, Chargen-Nr. 502230,

Pathromtin SL, Chargen-Nr. 9410-1A,

Neothromtin, Chargen-Nr. 501667, Behringwerke AG, Marburg.

DAPTTIN, Chargen-Nr. 6V4L000, Immuno GmbH, Heidelberg.

SynthASil, Chargen-Nr. DEV 94045, Ortho Diagnostic Systems Inc., Raritan, USA.
Sigma APTT, Chargen-Nr. 025H6080, Sigma-Aldrich VertriebsGmbH, Deisenhofen.
Actin FSL, Chargen-Nr. FSL-96C, Baxter, Unterschleil3heim.

Platelin SL, Chargen-Nr. 103613, Organon Teknika, Eppelheim.

APTT-L, Chargen-Nr. 0990416, Instrumentation Laboratory GmbH, Kirchheim.

Besondere Chargen fir die Bestimmung von Faktoren- und Heparinempfindlichkeit:
DAPTTIN, Chargen-Nr. 6V4L000, Immuno GmbH, Heidelberg.
Pathromtin, Chargen-Nr. 502079, Behringwerke AG, Marburg.

Besondere Chargen fir die Untersuchung auf die Empfindlichkeit gegen
Lupusantikoagulantien:
Pathromtin, Chargen-Nr. 502079, Behringwerke AG, Marburg.

Calciumchloridlésung 0.020 mmol/l, Sigma-Aldrich VertriebsGmbH, Deisenhofen.
Calciumchloridldsung 0.025 mmol/l, Behringwerke AG, Marburg.

2.2.3 Faktorenmangelplasmen

F VllI-Mangelplasma, Chargen-Nr. 4854000,

F IX-Mangelplasma, Chargen-Nr. 4951000,

F XI-Mangelplasma, Chargen-Nr. 4E4A000,

F XlI-Mangelplasma, Chargen-Nr. 4251000, Immuno GmbH, Heidelberg.

2.2.4 Heparin
Liqguemin 5000 U/ml, Chargen-Nr. 34641, Hoffmann - La Roche AG, Grenzach-
Wyhlen.

2.2.5 Chromogene Anti-F Xa-Bestimmung
Berichrom Heparin, Chargen-Nr. 34611, Behringwerke AG, Marburg.

2.2.6 Reagenzien zum Screening auf die F V Leiden-Mutation
Chromogenix, Mélndal, Schweden: Coatest APC Resistance, Art.-Nr. 41115, Chargen-
Nr. X1922
Enthalt : APTT-Reagenz, Chargen-Nr. X1695
APC/CaCly, 21mg, Chargen-Nr. X1696

V-DEF Plasma, Art.-Nr. 41407, Chargen-Nr. CHX158.

Behringwerke AG, Marburg: ProC APC, Best.-Nr. NCOY
Enthalt: Pathromtin SL, Best.-Nr. OQGS, Chargen-Nr. 95-7-11
APC Reagent, Chargen-Nr. 01
ProC Kalibrator, Best.-Nr. NCOZ, Chargen-Nr. 28194
ProC Kalibrator I, Chargen-Nr. 95-4-03A
ProC Kalibrator I, Chargen-Nr. 96-3-12A
ProC Kontrollplasma, Best.-Nr. NCOY, Chargen-Nr. 05
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ProC Faktor-V-Mangelplasma, Best.-Nr. NCTF, Chargen-Nr. 95-6-06.

Reagenzien zur Bestimmung der Akzelerininaktivierung

Organon Teknika, Eppelheim: Platelin SL, Best.-Nr. 52162, Chargen-Nr. 103613
Behringwerke AG, Marburg: Barbital-Pufferlosung, Best.-Nr. OTXM, Chargen-Nr.
506273

Immuno GmbH, Heidelberg: F V-Mangelplasma, Art. Nr. 5134006, Chargen-Nr. 454A.

Immuno GmbH, Heidelberg: Immunochrom APC-Response-Reagent-Kit, Chargen-Nr.
0S4B000,
Enthalt: F VIII-Verdinnungspuffer, Chargen-Nr. 9Y4B1S0

Reagenz A, Chargen-Nr. 7M4B2S0

Reagenz B, Chargen-Nr. 7L4D1S0,

APC-Reagenz, Chargen-Nr. 7R4B2S0,

F VIlI-Substrat 10pmol, Chargen-Nr. 8M4B1S0,

F VllI-Reaktionspuffer, Chargen-Nr. 914A2S0,

APC Response Control Normal.

2.3 Gerate
Behring Fibrintimer A (BFA), Behringwerke AG, Marburg.
Behring Coagulation Timer (BCT), Behringwerke AG, Marburg.

2.4 Methoden

241 Vergleich verschiedener APTT-Reagenzien

Die APTT wird bestimmt, indem zunachst Citratplasma bei 37°C mit Phospholipiden
und einem Oberflachenaktivator inkubiert wird. AnschlieRend wird die Zeit von CaCls,-
Zugabe bis zur Entstehung eines Fibrinclots gemessen. In der vorliegenden Arbeit
kamen acht verschiedene Reagenzien zur Anwendung, welche sich durch den
Ursprung ihrer Phospholipide und ihren Oberflachenaktivator sowie durch die
Inkubationsdauer unterschieden. (Tabelle 2) Diese wurden auf einem optomechanisch
(BFA) und die Reagenzien der Firma Behring zusatzlich auf einem photometrisch
(BCT) arbeitenden Analyser verwendet.
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Tabelle 2

Zusammensetzung der untersuchten APTT-Reagenzien

Die untersuchten Methoden zur Bestimmung der APTT verwendeten partielle
Thromboplastine menschlicher, tierischer, pflanzlicher und synthetischer Herkunft
sowie unterschiedliche anorganische Materialien als Oberflachenaktivator.

Reagenz Hersteller Ursprung der Oberflachenaktivator
Phospholipide
Pathromtin Behring Humane Plazenta Kaolin
Pathromtin SL |Behring Sojabohnen Kolliodale Kieselerde
Neothromtin Behring Sojabohnen Ellagséure
DAPTTIN Immuno Hochgereinigt: Kaolin, Sulfatid
Phosphatidylserin,
Phosphatidylcholin,
Phosphatidyl-
ethanolamin,
Phosphatidylsaure,
Cholesterin
APTT Sigma Sigma Kaninchenhirn Ellagsaure
SynthASil Ortho synthetisch Kolliodales Silikat
Diagnostics
Actin FSL Dade Kaninchenhirn, Ellagsaure
Sojabohnen
APTT-L Instrumentation | Rinderhirn Kieselgur
Laboratory
Platelin SL Organon Sojabohnen Siliziumdioxid
2.4.1.1 BFA - optomechanische Detektionsmethode

Dieser Analyser pipettiert 100ul Probe und 100l des APTT-Reagenzes in eine
Klvette. Nach Inkubation bei 37°C wird 100ul CaCl,-L6ésung hinzugegeben und die
Messung gestartet. Zur Detektion des Fibrinclots durchstrahlt eine Wolframlampe die
Klvette. Deren Lichtstarke wird kontinuierlich abgepasst, um zuné&chst fir eine
konstante Spannung an einer Fotozelle zu sorgen. Ein Metallriihrer in der Kuvette
wird durch ein von aul3en angelegtes Magnetfeld in Rotationsbewegung gebracht
und zentriert dabei das entstehende Gerinnsel in den Strahlengang. Dieser Clot
erzeugt durch seine Bewegung eine Oszillation der auf die Fotozelle auftreffenden
Lichtstarke und fuhrt somit zu Verdnderungen der elektrischen Spannung der
Fotozelle. Wenn diese einen festgelegten Schwellwert tberschreitet, ist das Ende
der Messung erreicht. Neben dem verwendeten Reagenz unterscheiden sich die
verwendeten Methoden durch die Inkubationszeit, die CaCl,-Konzentration des
Startreagenzes und den eingestellten Schwellwert zur Fibrinclotdetektion. (Tabelle 3)
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Tabelle 3 Testsettings auf dem BFA

Reagenz Inkubationszeit | CaCl,-Konzentration Schwellwert
Pathromtin 112 s 25 mmol/l 391 mV
Pathromtin SL 112 s 25 mmol/l 391 mV
Neothromtin 112 s 25 mmol/l 391 mV
DAPTTIN 120 s 25 mmol/l 195 mV
APTT Sigma 180 s 20 mmol/l 195 mV
SynthASil 180 s 25 mmol/l 195 mV
Actin FSL 180 s 20 mmol/l 195 mV
APTT-L 300 s 25 mmol/l 195 mV
Platelin SL 180 s 25 mmol/l 195 mV

24.1.2 BCT - photometrische Detektionsmethode

An diesem Gerat wurden die von Behring hergestellten Reagenzien Pathromtin,
Pathromtin SL und Neothromtin untersucht. 50ul der Probe und 50ul des APTT-
Reagenzes wurden jeweils schon im Pipettor auf 37°C erwarmt und in die Messkivette
abgegeben. Nach einer Inkubationsdauer von 120 Sekunden bei 37°C wurde 50pl
CaCly-Losung (25 mmol/l) zugegeben und die Messung gestartet. Dabei wurde die

Extinktion eines Lichtstrahles durch die Kivette bei 405 nm fir 120 Sekunden
aufgezeichnet. Die gewonnene Kurve wurde durch einen Auswertealgorithmus
analysiert. Beim Verfahren "fixed absorbance" (Pathromtin SL und Neothromtin) wird
eine Baseline durch das Extinktionsminimum definiert und Abweichungen hiervon um
einen bestimmten Schwellenwert (100 mE) als Gerinnungseintritt und damit
Messzeitende gesehen. Beim Pathromtin wurde durch den Auswertealgorithmus
"drifting Baseline" das Messzeitende festgestellt, wenn ein pl6tzlicher Anstieg Uber den
Schwellwert (140 mE) das Ende der Messung signalisiert. Die Baselinie wird bei dieser
Art der Auswertung bei schwachen Anderungen der Extinktion mit verschoben.

2.4.1.3 Chromgene Bestimmung der Anti-F Xa-Aktivitat

Die Anti-F Xa-Aktivitat wurde am BCT untersucht. Dazu wurde 15 pl Citratplasma mit
15 ul AT llI-Reagenz und 150 pl F Xa-Reagenz fur eine Minute bei 37°C inkubiert.
Nach Zugabe von 30ul Substrat-Reagenz wurde die Extinktionskinetik bei einer
Wellenldnge von 405nm bestimmt und mittels der zuvor gewonnen Kalibration an
sechs Plasmen mit einer Heparinkonzentration von 0 IE/ml, 0,1 IE/ml, 0,25 IE/ml; 0,5
IE/ml; 0,75 IE/ml und 1 IE/ml in die Anti-F Xa-Aktivitdt umgerechnet. Der Test beruht
auf dem Prinzip, dass das Heparin der Probe durch Dextransulfat freigesetzt wird.
Dieses dient als Ko-Faktor des Antithrombin, welches sich im Reagenz im
Uberschuss befindet. Dieses hemmt den F Xa teilweise. Der verbleibende F Xa setzt
nach der Inkubation ein chromogenes Substrat um, dessen entstehender Farbstoff
eine Extinktionsanderung bei 405 nm verursacht.

2.4.2 Bestimmung der APC-Resistenz

2.4.2.1 Coatest APC Resistance ohne F V-MP-Vorverdinnung

Am BFA wurden 100 pl Probenplasma mit 100 pl Chromogenix PTT-Reagenzes fur
300 Sekunden inkubiert. Durch Zugabe von 100 pl CaCl, (25 mmol/l) wurde die
Messung gestartet. Die zweite Testung unterschied sich nur durch Art des
Startreagenzes: 100 ul der von Chromogenix gelieferten Mischung aus APC- und
CaCl,-Losung. (Tabelle 4) Der Quotient aus der zweiten Messzeit durch die erste
bezeichnet die APC-Resistenz:
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APTT mit Zusatz von APC (APTC)
APC-Resistenz =

APTT ohne Zusatz von APC

Diese lasst sich nach einem Vorschlag von Behring durch die APC-Resistenz eines
Poolplasmas gesunder Spender ohne F V Leiden-Mutation, teilen, sodass man die
normierte APC-Resistenz erhalt.

APC-Resistenz (Patient)
normierte APC-Resistenz =

APC-Resistenz (Pool)

Tabelle 4  Setting: Coatest APC Resistance ohne F V-MP-Vorverdinnung
Test 1 ohne APC-Zugabe | Test 2 mit APC-Zugabe

Plasmaprobe 100 pl 100 pl

PTT-Reagenz 100 pl 100 pl
Inkubation 300 s 300 s

CaCl, 100 pl

APC/CaCl,-Mischung 100 pl

Messung max. 240 s max. 240 s
2.4.2.2 Coatest APC Resistance mit F V-MP-Vorverdinnung

Am BCT wurden 10 pl des zu untersuchenden Plasmas mit 40ul des FV-MP von
Chromogenix vorverdunnt. Nach Zugabe von 50 pl Chromogenix PTT-Reagenzes
wurde fur 300 Sekunden inkubiert und anschlieend durch Zugabe von 50 pl CaCl,
(25 mmol/l) die Messung gestartet. Die Extinktion bei 405 nm wurde fir 240 s
detektiert und die Messung mittels des schon bereits erwéhnten Algorithmus ,fixed
absorbens* ausgewertet. Dieser legt das Ende der Messung auf den Zeitpunkt fest,
an dem die gemessene Extinktion um 60 mE von der Baseline abweicht. Auch hier
unterschied sich die zweite Messung nur durch die Art des Startreagenzes: 50 ul des
Gemisches aus APC- und CaCl,-Loésung. (Tabelle 5) APC-Resistenz und normierte
APC-Resistenz werden wie unter 2.4.2.1 berechnet. Zusétzlich wurde durch eine
Zweipunktkalibration an Hand der APTC mit dem von Behring gelieferten
Kalibratorreagenzien lasst sich die APC-Sensitivitat feststellen.

Tabelle 5 Setting: Coatest APC Resistance mit F V-MP-Vorverdinnung
Test 1 ohne APC-Zugabe | Test 2 mit APC-Zugabe

Plasmaprobe 10 pl 10 pl

F V-MP 40 pl 40 pl

PTT-Reagenz 50 pl 50 ul
Inkubation 300 s 300 s

CaCl, 50 pl

APC/CaCl,-Mischung 50 pl

Messung max. 240 s max. 240 s
2423 ProCAPC

Ahnlich wie unter 2.4.2.1 wurden zwei Messungen am BCT durchgefiihrt. Diesmal
jedoch diente ProC F V-MP zur Vorverdiinnung und Pathromtin SL zur Inkubation.
Die Messung wurde mit 25 mmolarer CaCl,-Lésung bzw. dem ProC APC Reagenz
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gestartet. (Tabelle 6) Zur Bestimmung des Messzeitendes diente diesmal der
Algorithmus ,drifting baseline”, dessen Schwellenwert bei 60 mE eingestellt war.
APC-Resistenz, die normierten APC-Resistenz und die APC-Sensitivitdt wurden
ermittelt

Tabelle 6  Setting: ProC APC

Test 1 ohne APC-Zugabe | Test 2 mit APC-Zugabe
Plasmaprobe 10 pl 10 pl
FV-MP 40 pl 40 pl
Platelin SL 50 pl 50 pl
Inkubation 120 s 120 s
CaCl; 50 ul
ProC APC Reagenz 50 ul
Messung max. 240 s max. 240 s

2.4.2.4  Akzelerin-Inaktivierungs-Test

2 pl der Citratplasmaprobe wurden am BCT mit 38 pl Barbital-Pufferlésung und 40 pl
F V-MP vorverdinnt und mit 40 pl Platelin SL fir 420 s inkubiert. Die Messung
startete mit der Zugabe von 40 pl des APC/CaCl,-Reagenzes von Chromogenix.
(Tabelle 8) Das Ende der Messung wurde mittels des Algorithmus ,fixed absorbens*
bei Uberschreitung der Baseline um 100 mE detektiert.

Die Umrechnung in Prozent der Akzelerininaktivierung erfolgt an Hand der von
HINZT et al. (1995) vorgeschlagenen Kalibrationskurve: Diese wird ermittelt, indem
funfmal hintereinander Poolplasma gesunder Spender gemessen wurde. (Tabelle 7)
Bei diesen Messungen unterschied sich jedoch der APC-Gehalt das Startreagenzes.
Das bedeutet, fur den Kalibrationspunkt 100% wurde das APC/CaCl,-Reagenz, fur
50% eine 1+1-Mischung dieses Reagenzes mit einer 25mmolaren CacCl,-Lésung
usw. verwendet. Fir 0% wurde nur die CaCl,-Losung ohne APC benutzt. Der Gehalt
an APC/CaCl,-Reagenz entspricht also der Akzelerininaktivierung des
Kalibrationspunktes.

Tabelle 7 Mischungsverhéltnisse des verwendeten Startreagenz zur
Bestimmung einer Kalibration fir die Akzelerininaktivierung in Prozent

Akzelerininaktivierung APC/CaCl,-Reagenz CaCl,-L6sung
100% 100 Teile -
50% 50 Teile 50 Teile
20% 20 Teile 80 Teile
10% 10 Teile 90 Teile
0% - 100 Teile
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Tabelle 8 Setting: Akzelerininaktivierungstest

Akzelerin-Inaktivierungs-Test

Plasmaprobe 2 pl
Barbital-Puffer 38 ul
F V-MP 40 pl
Platelin SL 40 pl
Inkubation 420 s
APC/CaCl,-Mischung 40 pl
Messung maximal 240 s

2.4.25 Immunochrom APC Response

Bei der von IMMUNO entwickelten APC-Response wird der Quotienten aus der
Extinktionséanderung zweier chromogener Teste berechnet. Diese ist von der Anti-F
VIII-Aktivitat abhangig, wobei bei einem Testansatz diese durch den Zusatz von APC
in den Testansatz verstarkt ist. Allerdings trifft dies nur fur den Fall zu, dass kein F V
Leiden vorliegt, da bei der Inaktivierung von F Vllla F V als Co-Faktor des APC
fungiert. Diese Co-Faktor-Funktion des noch nicht aktivierten F V soll beim F V
Leiden vermindert sein. (SHEN und DAHLBACK 1995; THORELLI et al. 1999)

Extinktionsanderung ohne Zusatz von APC

APC-Response = — -
Extinktionsédnderung mit Zusatz von APC

Auch diese wurde durch die Bildung des Quotienten mit der Response eines
Poolplasmas normiert.

APC-Response (Patient)

normierte APC-Response =
APC-Response (Pool)

Dabei dient die verdinnte Plasmaprobe als Quelle von F VIII und Protein S und wird
mit F IXa, F X, PL, Cca®" und Spuren von Thrombin in An- bzw. Abwesenheit von
gereinigtem APC inkubiert. Die Aktivitat an F Xa, durch F Vllla aktiviert, wird nach
Umwandlung eines chromogenen Substrats in p-Nitroanilin durch die kinetische
Messung der Extinktion bei 405 nm bestimmt. Durch die Anwesenheit von APC wird
F Vllla teilweise inaktiviert, sodass bei einem gesunden Probanden dadurch ein
verlangsamter Reaktionsablauf festgestellt werden sollte.

AbbiLdungi»Reaktionsablaut_\/_onJ@nu nochrom APC Response

Umwandlung Aktivierung - Inaktivierung
F Illa APC, AIPC—Ko—Faktoren
1 1
1, + 1, -
meM+me. VAR SRV

\(F IXa, PL, Ca*)

+

Fx——Y—»FXa

s
Substrat v p-p-Nitroanilin (Extinktionsmessung 405 nm)
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Tabelle 9  Setting: Immunochrom APC Response

Inhalt ohne APC mit APC

Plasmaprobe 2 ul 2 ul

Verdinnungs- 3,4 g/l Imidazol, 5,85 NacCl, 38 ul 18 pl
puffer 0,2% Albumin, pH 7,4

APC-Reagent APC, Albumin - 20 pl

Reagent A PL, Albumin 40 pl 40 pl

Inkubation 120 s 120 s

Reagent B |F IXa, F X, Ca’", Albumin, F lla 40 pl 40 pl

Inkubation 300 s 300 s

Substratpuffer Na,EDTA, NaCl, 2 pmol/ml FX, 200 pl 200 pl
0,002 pmol/ml NAPAD

Lag Phase 20s 20s

Messdauer 60 s 60 s

2.4.2.6 Plasmaverdinnung einer F V Leiden-homozygoten Patientin mit
Poolplasma

Citratplasma einer F V Leiden-homozygoten Patientin wurde im Verhéltnis 0+5, 1+4,

2+3, 3+2, 4+1 und 5+0 mit Poolplasma vermischt. Dieses wurde anschliel3end

innerhalb einer Stunde mit den oben erwéhnten Testen gemessen.

2.5 Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung erfolgte mit SPSS fur WINDOWS, Release 10.0.7,
SPSS Inc. Chicago, lllinois, USA

2.5.1 Referenzbereiche

Das Referenzkollektiv wurde mit dem Lillefors-Test auf die Verteilung hin tberprift.
Die Referenzbereiche verschiedener Methoden wurden durch das 5. und 95.
Perzentil der Resultate eines Normalkollektives festgelegt.

2.5.2 Signifikanz P fur unterschiedliche Referenzbereiche

Die Signifikanz P fur die Hypothese, dass die Resultate zweier Methoden am
gleichen Kollektiv unterschiedlich sind, wurde mit dem Wilcoxon-Test berechnet.
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3 Ergebnisse
3.1 Zum Vergleich verschiedener Methoden der APTT-Bestimmung
3.1.1 Referenzbereiche

Zur Bestimmung der Referenzbereiche der einzelnen Methoden an BCT (Tabelle 10)
and BFA (Tabelle 11) wurde tiefgefrorenes Plasma von 50 offensichtlich
gerinnungsgesunden Personen im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und innerhalb von
30 Minuten gemessen. Als Unter- bzw. Obergrenze des Referenzbereich wurde das
5. bzw. 95. Perzentil festgelegt. Mittels dieses Verfahren ermitteln ebenfalls die
Hersteller die Referenzbereiche in den Reagenzinformationen.

Die kirzesten Gerinnungszeiten lieferten Reagenzien mit Ellagsaure als Aktivator
(Neothromtin am BCT, APTT Sigma, Actin FSL), die langste APTT wiesen die
kaolinhaltigen Reagenzien (Pathromtin und DAPPTIN) und das kieselgurhaltige
APTT-L-Reagenz auf. SynthASil hingegen, welches als Aktivator Silikate benutzt,
weildt eine kurze Gerinnungszeit auf. (Abbildung 4) Der Effekt einer kirzeren APTT
bei der Anwendung von Ellagsdure wurde auch schon durch HELLSTERN (1989)
beschreiben.

Auffallend ist auch die Abhangigkeit der Referenzbereich vom verwendeten
Analyser: So liefert der BCT bei allen dem auf Ihnm getesteten Reagenzien kirzere
Gerinnungszeiten als der BFA. Besonders deutlich wird dies beim Neothromtin mit
einem Unterschied der Mediane von fast 5 Sekunden.

Mit Hilfe des Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben (Tabelle 12) konnte gezeigt
werden, dass sich die Referenzbereiche im Allgemeinen mit sehr hoher Signifikanz
unterscheiden. Ausnahmen bilden die Methoden mit etwa gleichen arithmetischem
Mittelwert.

Auch wurde fur die Methodenergebnisse die APTT-Ratio und deren 5. bis 95.
Perzentil berechnet. Die APTT-Ratio entspricht dabei der gemessenen APTT durch
den Mittelwert des jeweiligen Referenzkollektives. Auch hier zeigten sich deutliche
Unterschiede in der Spannbreite des so gewonnen Referenzbereichs. Auffallend ist
hier besonders das Verhalten von Neothromtin, welches am BCT den engsten
(Spannbreite = 0,190), am BFA hingegen den weitesten Bereich liefert. (Spannbreite
= 0,292) Allein durch die Verwendung eines anderen Analysators hat sich die
Spannbreite des Referenzbereiches um 54% erweitern. Bei den anderen Methoden
liegt diese Spannbreite zwischen 0,206 und 0,270.

Mit Hilfe des Lillefors-Testes konnte fur alle Methoden mit Ausnahme des Pathromtin
am BCT und des SynthASil am BFA gezeigt werden, dass die Resultate des
Referenzkollektives nicht normalverteilt waren. (a>0,05) Trotzdem entsprachen sich
arithmetische Mittelwerte und Median weitgehend, einziger auffallender Unterschied
zwischen dem 5. -95. Perzentil- und dem 2s-Bereich (Bereich von zwei
Standardabweichungen der Stichprobe um den Mittelwert) war im Falle des
DAPTTIN am BFA zu sehen: 34,64 s - 42,75 s standen 34,04 s — 50,00 s
gegeniber.
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Tabelle 10

Verwendete Chargen:

Neothromtin - 50 16 67

Methodenabhangige Referenzbereiche am BCT
Pathromtin - 50 22 30, Pathromtin SL - 9410-1a,

APTT-Reagenz| Median | 5. — 95. Perzentil | Mittelwert | 2s-Bereich |5. - 95. Perzentil
[s] [s] [s] [s] APTT- Ratio
Pathromtin 36,70 32,35 - 40,30 36,45 29,69 -43,21| 0,886 - 1,106
Pathromtin SL | 32,35 27,43 - 35,70 32,08 |26,49-37,66| 0,855-1,113
Neothromtin 28,50 25,66 -31,07 28,44 124,34 —-32,55| 0,902 — 1,092
Tabelle 11 Methodenabhéngige Referenzbereiche am BFA
Verwendete Chargen: Pathromtin - 50 22 30, Pathromtin SL - 9410-1a,

Neothromtin - 50 16 67, DAPTTIN - 6V46000, SynthASil - DEV 94045,

APTT

Sigma - 025h6050, Actin FSL - FSL-96C, Platelin LS - 52162, APTT-L- 990416
APTT-Reagenz| Median | 5. — 95. Perzentil | Mittelwert | 2s-Bereich |5. - 95. Perzentil
[s] [s] [s] [s] APTT- Ratio
Pathromtin 38,25 33,49 -41,42 37,89 |32,60-43,19| 0,884 -1,093
Pathromtin SL | 33,65 28,64 - 37,01 33,26 |27,78-38,74| 0,887 -1,134
Neothromtin 33,15 28,48 - 38,11 33,03 |26,79-37,27| 0,862-1,154
DAPTTIN 39,90 34,64 - 42,75 39,52 34,04 -50,00| 0,876 -1,082
SynthASil 31,70 26,30 - 33,96 31,02 |25,77-36,27| 0,848 -1,095
APTT Sigma 29,35 26,12 - 32,56 29,23 |25,20-33,25| 0,893-1,114
Actin FSL 32,50 28,55 - 37,40 32,71 |27,04-38,39| 0,873-1,143
Platelin LS 34,00 30,05 - 38,41 33,86 |28,23-39,49| 0,887 -1,134
APTT-L 37,85 33,34 - 43,21 38,00 (31,41-4459| 0,877-1,137

Abbildung 4 Referenzbereiche der APTT-Methoden an BCT und BFA
Dargestellt sind die Referenzbereiche begrenzt durch das 5. und das 95.
Perzentil. Der Median ist als schwarze Linie mit dargestellt.

Pathromtin (BCT) ]
Pathromtin SL (BCT) 1
Neothromtin (BCT) 1
Pathromtin (BFA) 1
Pathromtin SL (BFA) 1
Neothromtin (BFA) 1
DAPTTIN (BFA) 1
SynthASil (BFA) 1
APTT Sigma (BFA) 1
Actin FSL (BFA) 1
Platelin LS (BFA) 1

APTT-L (BFA)

25

30

APTT [s]

45
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Tabelle 12 Signifikanz P beim Vergleich der APTT-Resultate des
Referenzkollektives ermittelt mit dem Wilcoxon-Test
Die Signifikanz P gibt an, mit welcher Fehlerwahrscheinlichkeit die Hypothese
abgelehnt werden kann, dass zwei verglichene Methoden eine im mittel gleiche
Dauer der APTT im Referenzkollektiv aufweisen. Rot sind die verbundenen
Stichproben  markiert, wo  diese  Nullhypothese nicht mit einer
Fehlerwahrscheinlichkeit a<5% abgelehnt werden kann.

Methode B C D E F G H I J K L
A | Pathromtin BCT <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001| 0,001
B | Pathromtin SL <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,071 | <0,001 | <0,001 | <0,001| 0,208 | <0,001 | <0,001
BCT
C | Neothromtin BCT <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,006 | <0,001 | <0,001 | <0,001
D | Pathromtin BFA <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,750
E | Pathromtin SL 0,401 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,167 | 0,398 | <0,001
BFA
F | Neothromtin BFA <0,001 | <0,001 | <0,001| 0,713| 0,017 | <0,001
G | DAPTTIN BFA <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,003
H | SynthASil BFA <0,001| 0,001 | <0,001 | <0,001
| | APTT Sigma BFA <0,001 | <0,001 | <0,001
J | Actin FSL BFA 0,001 | <0,001
K | Platelin LS BFA <0,001
L | APTT-L BFA

Auffallend sind auch die Unterschiede zwischen den in dieser Arbeit ermittelten
Referenzbereiche und den Herstellterangaben. (Tabelle 13) Besonders deutlich wird
dies am Neothromtin und Platelin LS. Allerdings wird von Hersteller nicht erwahnt, an
welchem Gerat er den Referenzbereich evaluiert hat. Die Verwendung eines
anderen Analysers konnte somit neben dem statistischen Fehler, die
unterschiedlichen Bereiche erklaren.

Tabelle 13 Vergleich der ermittelten Referenzbereiche zur Empfehlung des
Herstellers
Angegeben ist jeweils des 5.- 95. Perzentil der untersuchten Referenzpopulation

in Sekunden
APTT-Reagenz BFA BCS Hersteller
[s] [s] [s]

Pathromtin 33,49 -41,42 32,35-40,30 28 — 40
Pathromtin SL 28,64 - 37,01 27,43 - 35,70 26 —-36
Neothromtin 28,48 - 38,11 25,66 — 31,07 22-35
DAPTTIN 34,64 - 42,75 25-47
SynthASil 26,30 - 33,96

APTT Sigma 26,12 - 32,56

Actin FSL 28,55 - 37,40

Platelin LS 30,05 - 38,41 22,6 -40
APTT-L 33,34 -43,21 28 —42

Zusammenfassend konnte also durch die vorliegenden Untersuchungen zum
Referenzbereich gezeigt werden, dass der Referenzbereich einer APTT-Methode
sowohl von verwendeten Reagenz als auch vom verwendeten Analyser abhangig ist.
Da die Resultate des Normalkollektives in der Regel nicht normalverteilt sind, empfiehlt
sich die Angabe von Perzentilen zur Festlegung des Referenzbereiches. Auch durch
Berechnung einer APTT-Ratio ergibt sich keine einheitliche Referenzbereichgrenze
und damit kein Vorteil gegeniber der Angabe der APTT in Sekunden. In beiden Fallen
muss zum APTT-Resultat ebenfalls der Referenzbereich mitgeteilt werden.
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3.1.2 Prazision in Serie

Zur Bestimmung der Préazision in Serie wurde Kontrollplasma mit einer normalen
sowie mit einer verlangerten APTT 20 mal mit den zu untersuchenden Methoden an
BFA und BCT gemessen. Aus diesen Daten wurden Mittelwert, Standardabweichung
der Stichprobe (s) und Variationskoeffizient (VK) berechnet. Wie schon zuvor die
Referenzbereiche, so unterschieden sich auch hier die gewonnenen Mittelwerte. Alle
gewonnen VK in Serie fur die Prézision im Normalbereich lagen unterhalb von 2,1%.
(Tabelle 14) Bei Verwendung eines pathologischen Kontrollplasmas zeigte lediglich
Neothromtin am BFA einen VK gréRer 3%. (Tabelle 15) Zur besseren
Ubersichtlichkeit erfolgt eine grafische Darstellung des VK in Abbildung 5.

Tabelle 14 Prazision in Serie, Normalbereich, n=20
Als Kontrollplasma diente Kontrollplasma N von Behring, Charge 502746
(markiert mit !y und 502752 (markiert mit 2)

APTT-Reagenz |Gerat| Mittelwert S VK

Pathromtin® BCT 38,855 0,74 s 1,90 %
Pathromtin SL? | BCT 37,23 s 0,25 s 0,67 %
Neothromtin®> | BCT 30,52 s 0,51s 1,65 %
Pathromtin? BFA 38,10 s 0,61s 1,61 %
Pathromtin SL? | BFA 38,15s 0,35s 0,92 %
Neothromtin® | BFA 30,52 s 0,51s 1,65 %
DAPTTIN? BFA 37,34 s 0,25 s 0,69 %
SynthASiI? BFA 35,35s 0,71s 2,02 %
APTT Sigma® | BFA 32,77 s 0,31s 0,94 %
Actin FSL! BFA 29,17 s 0,35s 1,19 %
Platelin LS* BFA 29,30 s 0,28 s 0,97 %
APTT-L' BFA 34,11s 0,34s 1,00 %

Tabelle 15 Prazision in Serie, pathologischer Messbereich, n=20
Als Kontrollplasma diente Verify von Organon, Charge 102612 (markiert mit 1)
und Kontrollplasma P von Behring, Charge 512612 (markiert mit 2)

APTT-Reagenz |Gerat| Mittelwert S VK

Pathromtin® BCT 67,08 s 0,51s 0,76 %
Pathromtin SL? | BCT 101,40 s 1,46 s 1,44 %
Neothromtin®> | BCT 64,70 s 0,74 s 1,14 %
Pathromtin? BFA 69,62 s 0,47 s 0,67 %
Pathromtin SL? | BFA 105,90 s 1,19's 1,12 %
Neothromtin® | BFA 59,47 s 218s 3,66 %
DAPTTIN? BFA 94,43 s 2,62s 2,77 %
SynthASiI? BFA 66,92 s 0,72s 1,08 %
APTT Sigma® | BFA 67,49 s 1,11s 1,65 %
Actin FSL! BFA 54,96 s 0,48 s 0,88 %
Platelin LS! BFA 64,45 s 0,91s 1,41 %
APTT-L' BFA 66,95 s 1,01s 1,51 %
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Abbildung 5 Grafischer Vergleich der Prazision in Serie (n=20)
Blau ist der VK bei Messung eines normalen und rot bei Messung eines
pathologischen Kontrollplasmas dargestellt.
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3.1.3 Préazision von Tag zu Tag

Die Bestimmung der Prazision von Tag zu Tag erfolgte ebenfalls mittels der
normalen und pathologischen Kontrollplasmen des Punktes 3.1.2. Diese wurden an
5 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils 4 mal mit den zu untersuchenden Methoden
an BFA und BCT gemessen. Aus diesen Daten wurden Mittelwert,
Standardabweichung der Stichprobe (s) und Variationskoeffizient (VK) berechnet.
Auch hier unterschieden sich die gewonnenen Mittelwerte. Alle gewonnen VK in
Serie fur die Prazision im Normalbereich lagen unterhalb von 3,4%. (Tabelle 16) Bei
Verwendung eines pathologischen Kontrollplasmas zeigten lediglich Neothromtin am
BCT und APTT-L einen VK groRBer als 5%. (Tabelle 17) Zur besseren
Ubersichtlichkeit erfolgt eine grafische Darstellung der VK in Abbildung 6.

Tabelle 16 Prazision von Tag zu Tag, normaler Bereich, n=5*4
Als Kontrollplasma diente Kontrollglasma N von Behring Chargen 502746
(markiert mit 1, 502752 (markiert mit ©) und 502758 (markiert mit 3)

APTT-Reagenz |Gerat| Mittelwert |Standardabweichung VK

Pathromtin® BCT 36,02s 0,71s 1,98 %
Pathromtin SL? | BCT 34,05 s 0,39 s 1,14 %
Neothromtin®> | BCT 29,52's 0,85s 2,89 %
Pathromtin? BFA 36,65 s 0,65s 1,76 %
Pathromtin SL? | BFA 35,05 s 0,18 s 0,51 %
Neothromtin® | BFA 31,04 s 0,76 s 2,45 %
DAPTTIN® BFA 38,10 s 0,39 s 1,01 %
SynthASiI? BFA 33,04 s 0,48s 1,45 %
APTT Sigma® | BFA 29,02 s 0,82s 2,83 %
Actin FSL! BFA 29,72's 0,73s 2,45 %
Platelin LS! BFA 29,87 s 0,80 s 2,67 %
APTT-L' BFA 35,49 s 1,19 s 3,36 %
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Tabelle 17 Prazision von Tag zu Tag, pathologischer Bereich n=5*4
Als Kontrollplasma diente Verify von Organon, Charge 102612 (markiert mit 1)
und Kontrollplasma P von Behring, Charge 512617 (markiert mit 2)

APTT-Reagenz |Gerat| Mittelwert |Standardabweichung VK

Pathromtin® BCT 66,73 S 1,44 s 2,15 %
Pathromtin SL? | BCT 101,30 s 1,73 s 1,70 %
Neothromtin® | BCT 67,33 s 3,43s 5,10 %
Pathromtin? BFA 72,55 s 2,25s 3,10 %
Pathromtin SL? | BFA 105,20 s 1,99 s 1,89 %
Neothromtin® | BFA 60,01 s 1,63s 2,72 %
DAPTTIN? BFA 98,29 s 341s 3,47 %
SynthASiI? BFA 69,20 s 242s 3,50 %
APTT Sigma® | BFA 64,64 s 1,16 s 1,79 %
Actin FSL* BFA 56,01 s 1,29's 2,31 %
Platelin LS* BFA 65,47 S 2,06s 3,15 %
APTT-L* BFA 72,28 s 514 s 7,11 %

Abbildung 6 Grafische Darstellung der Préazision von Tag zu Tag im (n=5*4)
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Werden die Daten zur Prazision in Serie als auch zur Prézision von Tag zu Tag
betrachtet, zeigt sich, dass durch den Einsatz moderner Analysatoren auch bei der
Untersuchung von koagulometrischen Testen zu einer guten Prazision kommt. Ein
besonderer Vorteil ist es auch, wenn das verwendete Reagenz ,ready to use”
angeboten wird. Dies bedeutet, dass es bereits in flissiger Form vorliegt und nach
einer kurzen Inkubation bei RT in den Analyser eingesetzt werden kann. Diese
Reagenzien wiesen im Gegensatz zu Neothromtin (lyophilisiertes Reagenz muss mit
destilliertem Wasser rekonstituiert werden.) und APTT-L (Oberflachenaktivator muss
mit dem restlichen Reagenz vermengt werden.) keine Probleme hinsichtlich ihrer
Prazision auf.

3.1.4 Faktormangelempfindlichkeit der APTT-Reagenzien

Vier Verdinnungsreihen aus Poolplasma mit F VIII-, F IX-, F XI- und F XII-
Mangelplasma wurden hergestellt, um das Verhalten der APTT-Methoden
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zu untersuchen, einen Mangel eines Einzelfaktors des
intrinsischen Systems zu detektieren. Die Faktorenaktivitdt des Poolplasmas wurde
zuvor am BFA koagulometrisch bestimmt und ergab fur F VIII 109,4%, fur F IX
112,7%, fur F XI 99,9% und fur F XII 121,3% Die Aktivitat des Mangelplasmas wurde
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mit 0% festgelegt. Als Verdinnungsstufen wurden Mischungen mit einem
Poolplasmaanteil von 100%, 80%, 60%, 40%, 20%, 10%, 5% und 2,5% gewahlt,
woraus sich durch Multiplikation mit der Faktorenaktivitat der Pools die jeweilige
Aktivitat der Verdinnungsstufe ergab.

Dargestellt ist der Verlauf, welcher APTT und APTT-Ratio (berechnet als gemessene
APTT durch Mittelwert des Referenzkollektives) bei Verminderung der
Gerinnungsfaktorenaktivitat nehmen. (Abbildung 7- Abbildung 11) Dabei stellen die
vier unteren Kurven die APTT in Sekunden dar, wahrend die vier oberen die APTT-
Ratio wiedergeben. Eingezeichnet ist ebenfalls der Referenzbereich fiur die APTT
und die APTT-Ratio in grau. Das verwendete Mangelplasma ist durch folgende
Farben gekennzeichnet: rot Faktor VIII, , blau Faktor Xl, schwarz
Faktor XII

Im Bereich Uber 50% - 60% Faktorenaktivitat erfahrt die APTT bei den untersuchten
Methoden keine wesentliche Veranderung, ab dann zeigt sich bei weiterer
Minderung der Aktivitat ein exponentieller Anstieg der APTT.

Pathromtin zeigt sowohl am BCT als auch am BFA einen spateren und auch
geringeren Anstieg als im Vergleich zum Pathromtin SL, welches sich als am
empfindlichsten fur Mangel an allen 4 untersuchten Faktoren darstellt. Bei der
Untersuchung von Pathromtin am BFA liegt die APTT fur das Poolplasma und damit
fur die Verdinnungsstufe mit der héchsten Aktivitdt in der Nahe der unteren
Referenzbereichsgrenze. Dies gilt ebenfalls fur APTT Sigma, Actin FSL, APTT-L und
Platelin LS. Dadurch kann die obere Referenzbereichsgrenze erst nach einer
groReren relativen Verlangerung der APTT Uberschritten werden, als dies bei den
Methoden mit Poolplasmawerten nahe dem Median des Referenzbereiches der Fall
ware. Neothromtin, welches hierbei nur am BCT untersucht wurde, zeigte in den
einzelnen Verdunnungswerten Unterschiede in der Messung des gleichen
Poolplasmas. AulRerdem Uberschreitet die APTT dieses Reagenzes schon bei etwa
70% - 90% Faktorenaktivitat die obere Referenzbereichsgrenze, bleibt aber dafir bis
zu einer Aktivitat von 30% auf einer Hohe. DAPTTIN und Actin FSL zeichnen durch
eine im Vergleich zu den anderen Faktormangelempfindlichkeiten verminderten
Detektion eines F XII-Mangels aus. Ahnliches gilt nicht so stark ausgepragt fir APTT
Sigma und Platelin LS. APTT-L ist beim Nachwies aller vier Faktorenmangel nur
wenig sensitiv.

Abbildung 7 Pathromtin BCT Pathromtin SL BCT
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Abbildung 8 Neothromtin BCT

APTT [s] APTT - Ratio
100 1

20 L L L ) . 1 0
0 200 40 60 80 100 120 140

Faktorenaktivitit [%]

Abbildung 9 Pathromtin SL BFA
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Abbildung 10 APTT Sigma BFA
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Abbildung 11 APTT-L BFA Platelin LS BFA
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In Abbildung 12 bis Abbildung 19 werden die einzelnen untersuchten Reagenzien
hinsichtlich ihre Faktor VIII-, IX-, XI- und Xll-Empfindlichkeit vergleichend
gegenubergestellt. Das erste Diagramm stellt jeweils dar, um wie viel Prozent die
Gerinnungszeit gegenuber der APTT des Poolplasmas verlangert ist, wenn die APTT
mit einem Poolplasmaanteil von 40% bzw. von 20% in das Verhaltnis zur APTT des
Poolplasmas gesetzt wird. Der Referenzbereich der Reagenzien bleibt somit in
dieser Art der Darstellung auf3er acht. Dafiir gibt die weitere Abbildung durch
jeweils an, ab welcher Faktorenaktivitat in der obigen Verdinnungsreihe die
zuvor ermittelte Obergrenze des Referenzbereiches Uberschritten wird.
Die grofdte prozentuale Steigerung der APTT in der Verdunnungsreihe mit F VIII-
Mangelplasma (Abbildung 12) erfahrt neben Neothromtin am BCT das Pathromtin
SL an beiden Analysern. Es folgt Pathromtin am BFA, wahrend fur Pathromtin am
BCT nur die geringsten Steigerung erreicht werden. Das Mittelfeld (DAPTTIN, APTT
Sigma, Actin FSL, APTT-L und Platelin LS) liefert hier vergleichbare Werte.
Pathologische Werte erreichen die Methoden unter Verwendung von Neothromtin
am BCT bei 66% und unter Verwendung von Pathromtin SL, DAPTTIN und APTT
Sigma bei 44% Faktorenaktivitat. Diese Grenze wird bei APTT-L erst bei 11%
Faktorenaktivitat Gberschritten. (Abbildung 13)

Abbildung 12 F VIlI-Empfindlichkeit — prozentuale Veranderung
Der blaue Balken stellt die prozentuale Veranderung der APTT bei einer Aktivitat
von 44% gegenuber dem Pollplasma dar. Der rote gibt entsprechend die
prozentuale Veranderung bei 22% wieder.
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Abbildung 13 F VIII- Empfindlichkeit, héchste F VIII-Aktivitat mit APTT
aulRerhalb des Referenzbereiches
Die Lange des griinen Balkens gibt jeweils die héchste F VIII-Aktivitat wieder, bei
der in der Verdinnungsreihe die jeweilige APTT aullerhalb des ermittelten
Referenzbereich lag.
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Ebenfalls in der Verdinnungsreihe zur Testung der Faktor IX-Empfindlichkeit stellt
sich das Pathromtin SL mit einer hohen relativen Veranderung gegeniber dem
Analysenergebnis des Pools dar. (Abbildung 14) Auch zeigt Pathromtin eine
geringere Steigerung seiner APTT beim F 1X-Mangel, wenn der BCT statt des BFA
verwendet wird. Die geringsten Steigerungsraten am BCT zeigt wiederum APTT-L.
Ein F IX-Mangel wird von Pathromtin SL, Neothromtin, DAPTTIN, APTT Sigma ab
45% Aktivitat durch eine pathologische Wertlage angezeigt. (Abbildung 15) APTT-L
ist auch hier wieder am unempfindlichsten. Erst unter 6% weil3t es eine Wertlage im
pathologischen Bereich auf.

Abbildung 14 Faktor IX-Empfindlichkeit - prozentuale Veranderung
Der blaue Balken stellt die prozentuale Veranderung der APTT bei einer Aktivitat
von 45% gegenuber dem Pollplasma dar. Der rote gibt entsprechend die
prozentuale Veranderung bei 23% wieder.
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Abbildung 15 F IX- Empfindlichkeit, hochste F VIII-Aktivitdt mit APTT
aulRerhalb des Referenzbereiches
siehe Abbildung 13
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Betrachtet man in der Verdiinnungsreihe mit dem F XI-Mangelplasma (Abbildung 16)
die relativen Steigerungen gegenuber dem Poolplasma, so ist diese auch hier bei
Pathromtin SL am starksten ausgepragt, wahrend es bei Pathromtin am BCT zu den
geringsten Veranderungen kommt. Am BFA ist Pathromtin jedoch mit den restlichen
Methoden vergleichbar.

In Abbildung 17 wird durch Neothromtin eine Minderung der Faktorenaktivitat auf
60% durch eine APTT oberhalb des Referenzbereiches anzeigt, wahrend dies bei
Pathromtin SL und DAPTTIN erst bei 40% der Fall ist. Mit allen anderen Reagenzien
wird der F XI-Mangel erst bei 20% festgestellt.

Abbildung 16 Faktor XI-Empfindlichkeit — prozentuale Veranderung
Der blaue Balken stellt die prozentuale Veranderung der APTT bei einer Aktivitat
von 40% gegenuber dem Pollplasma dar. Der rote gibt entsprechend die
prozentuale Veranderung bei 20% wieder.
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Abbildung 17 F XI- Empfindlichkeit, hochste F VIII-Aktivitdt mit APTT
aulRerhalb des Referenzbereiches
siehe Abbildung 13
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Die Empfindlichkeit fur einen F Xll-Mangel ist bei den untersuchten APTT-Methoden
geringer ausgepragt als fir den Nachweis eines Defizits eines anderen intrinsischen
Faktors. (Abbildung 18). Die starkste Steigerung im Vergleich zum Poolplasma ergibt
sich wiederum beim Pathromtin SL. DAPPTIN und Pathromtin am BFA unterscheiden
sich in den Verdinnungsstufen 20% und 40% kaum in ihrer APTT vom Poolplasma,
wahrend Pathromtin am BFA, Neothromtin am BCT und APTT-L eine relative
Verlangerung um 20% in der 20%-Stufe erhalten. Abbildung 19 zeigt, dass Pathromtin
SL ab 49% die obere Referenzbereichsgrenze uberschreitet. Neothromtin folgt bei
32%. Sehr unempfindlich sind Actin FSL mit pathologischer Wertlage unter 3% und
Platelin LS unter 6% F XIlI-Aktivitat.
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Abbildung 18 Faktor XII-Empfindlichkeit — prozentuale Verdnderung
Der blaue Balken stellt die prozentuale Veranderung der APTT bei einer Aktivitat
von 49% gegenuber dem Pollplasma dar. Der rote gibt entsprechend die
prozentuale Veranderung bei 24% wieder.
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Abbildung 19 F XIlI- Empfindlichkeit, héchste F XII-Aktivitat mit APTT
aulRerhalb des Referenzbereiches
siehe Abbildung 13
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Die meisten Reagenzien weisen eine annehmbare Sensitivitat flr einen isolierten
Mangel eines Gerinnungsfaktors des intrinsischen Systems auf. Im Allgemeinen ist
die Sensitivitat fur einen F XllI-Mangel niedriger. Da jedoch erst bei ausgepragtem
Mangel an F Xl eine klinische Relevanz besteht, ist dies nicht als negativ zu
bewerten. Beste Ergebnisse liefert Pathromtin SL an beiden Analysatoren. Im Falle
des Pathromtin zeigt sich, dass ein APTT-Reagenz dem verwendeten
Detektionsprinzip angepasst sein muss. Das tribe, kaolinhaltige Reagenz erzielt
namlich nur am photometrisch arbeitenden BCT schlechte Ergebnisse. APTT-L kann
wegen seiner geringen Sensitivitat nicht fur den Nachweis eines Faktorenmangels
empfohlen werden. Neothromtin ist ebenfalls ungeeignet, da zum einen unprazise
misst, zum anderen ein sehr leichten von einem Klinisch relevanten Mangel nicht
ausreichend unterscheiden kann.

3.1.5 Heparinempfindlichkeit der einzelnen APTT-Reagenzien

Poolplasma wurde mit einem hochmolekularen Heparin (Liquemin) aufgestockt und
die APTT in Sekunden (blau ®) und die APTT-Ratio (rot []) bestimmt. (Abbildung 20
bis Abbildung 24). Der Referenzbereich ist in grau eingezeichnet.
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Pathromtin gemessen am BCT steigt zwar bis zu einer Heparinkonzentration von
0,35 IE/ml linear an, liefert aber bei héheren Werten keine detektierbare Gerinnung.
Am BFA hingegen zeigt sich ein linearer Anstieg der APTT bis zur hoéchsten
Aufstockungsstufe von 0,55 IE/ml, die dann einer APTT von 92 s entspricht.
Pathromtin SL am BCT steigt bis 0,35 IE/ml linear an und liefert ab 0,5 IE/ml keine
messbare APTT mehr. Am BFA steigt die APTT bestimmt mit diesem Reagenz bis
0,4 IE/ml linear an und liefert ab dann keine messbare APTT.

Neothromtin steigt exponentiell an und liefert ab 0,45 IE/ml keine messbare APTT.
DAPTTIN weil3t unter allen Reagenzien den geringsten, aber daflr linearen Anstieg
auf. Die APTT-Ratio liegt hier bei einer Heparinkonzentration von 0,55 IE/ml erst bei
1,8.

APTT Sigma, Actin FSL und APTT-L zeigen bei den untersuchten UFH-
Konzentrationen einen linearen Anstieg und bleiben messbar.

Platelin LS steigt in einer angedeutet S-formigen Kurve an und verlasst ab 0,4 IE/ml
den Messbereich.

Abbildung 20 Pathromtin BCT Pathromtin SL BCT
APTT [s] APTT - Ratio APTT [s] PTT - Ratio
200 ¢ 15 200 ¢ 15
180 | 180
160 | 14 160 b 14
140 | 140
13 3
120 | 120
100 | 100 |
> 12 2
80 80
601k 60
41 [j/ / 11
pry e wt o
—
20 T T T S S R 0 20 M 0
0 0,050,10,150,20,250,30,350,4 0,45 0,5 0,55 0 0,050,10,150,20,250,30,350,4 0,45 0,5 0,55
Heparinkonzentration [IE/ml] Heparinkonzentration [IE/ml]
Abbildung 21 Neothromtin BCT Pathromtin BFA
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Abbildung 22 Pathromtin SL BFA
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Abbildung 23 APTT Sigma BFA

APTT [s] APTT - Ratio
200 ¢ 15
180
160 f 14
140
120 ¢
100

80 f

60

40 F

20 P S S S S S S 0
0 0,050,10,150,20,250,30,350,40,450,50,55

Heparinkonzentration [IE/ml]

Abbildung 24 APTT-L BFA
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Experimentelle (CHIU et al. 1977) und klinische Studien (HULL et al. 1986) geben als
therapeutischen Bereich fir die UFH-Konzentration 0,2 IE/ml bis 0,4 IE/ml an, wenn
die Heparinbestimmung mittels Protamintitration erfolgt. In Abbildung 25 ist dargestellt,
welcher therapeutische Bereich in Sekunden sich damit fir die einzelnen APTT
darstellt. Fur Pathromtin am BCT und fur Platelin SL lasst sich dabei leider keine
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Obergrenze fur den therapeutischen Bereich festlegen, da bereits bei 0,4 IE/ml UFH-
Konzentration die Detektion einer Clotbildung nicht mehr moéglich war. Im Gegensatz
dazu ist der therapeutische Bereich fur die DAPTTIN-Methode nicht breiter als 12,4 s.
Alle Methoden liefern unterschiedliche Bereiche, wobei auch noch auffallt, dass
Pathromtin am BFA eine wesentlich niedrige Bereichslage aufweist als am BCT.

Abbildung 25 Therapeutische Bereiche beim Einsatz von UF-Heparin

Die therapeutischen Bereiche (definiert als 0,2 IE/ml bis 0,4 IE/mI
Heparinplasmakonzentration) wurde an Hand der in Abbildung 20 bis Abbildung
24 dargestellten Verdunnungsreihe ermittelt. Er wird durch

dargestellt. Beim Pathromtin am BCT und beim Platelin SL am BFA (markiert mit
*) kam es bereits bei 0,4 IE/ml zum Uberschreiten der eingestellten maximalen
Messdauer, sodass hier nur die untere Grenze des therapeutischen Bereiches
angegeben werden kann.

Pathromtin (BCT)* _ [ ]
Pathromtin SL (BCT) | [ ]
Neothromtin (BCT) | [ ]
Pathromtin (BFA) | |
Pathromtin SL (BFA) | —
DAPTTIN (BFA) | =
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Actin FSL (BFA) |
Platelin LS (BFA)* | [ ]
APTT-L (BFA) | —

0 30 60 90 120 150 180 210 240
APTT [s]

Im klinischen Alltag hingegen wird vielfach als therapeutischer Bereich eine
Verlangerung der APTT um das 1,5- bis 2,5-fache eines Basiswertes vor
Heparintherapie verwendet. Oftmals steht dieser Basiswert nicht zur Verfigung, dann
wird als therapeutischer Bereich das 1,5- bis 2/5-fache der oberen
Referenzbereichsgrenze angesehen. Dies Verhalten geht noch auf eine Empfehlung
aus der Studie von BASU aus dem Jahre 1972 zuriick. Abbildung 26 stellt dar, in weit
der Bereich, welcher einer UFH-Konzentration von 0,2 IE/ml bis 0,4 IE/ml entspricht,
mit einer APTT-Ratio von 1,5 bis 2,5 zur APTT des Poolplasmas Ubereinstimmt:
Angenahrt entsprechen diesem Ideal nur die APTT ermittelt mit Pathromtin am BFA
und mit APTT Sigma, sowie bedingt APTT-L. Bei DAPTTIN liegt der therapeutische
Bereich niedriger als bei BASU (1972) empfohlen (1,24-1,58). Alle noch nicht an dieser
Stelle erwahnten Methoden liegen mit dem Beginn ihres therapeutischen Bereiches
unter einer APTT-Ratio von 2,5, schiel3en aber mit inrem Ende weit dartiber hinaus.
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Abbildung 26 Therapeutische Bereiche ausgedrickt als APTT-Ratio
Dargestellt ist der therapeutische Bereich (definiert als 0,2 IE/ml bis 0,4 IE/ml
Heparinplasmakonzentration) der APTT-Ratio berechnet als Quotient der APTT
der aufgestockten Probe durch die APTT des Poolplasmas. (griine Balken) Der
Bereich 1,5 bis 2,5 ist durch das halbtransparente Rechteck verdeutlicht.
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Abbildung 27 zeigt nun umgekehrt, welche Heparinkonzentrationen erreicht wiirden,
wenn fur alle Methoden als therapeutischer Bereich die BALU'sche Verlangerung der
APTT um die Faktoren 1,5 bis 2,5 im Vergleich zum Pool verwendet werden wirde.
Zur empfohlen UFH-Konzentrationen von 0,2 IE/ml bis 0,4 IE/ml wirden angenéahrt
nur die Methoden Pathromtin am BFA, APTT Sigma und APTT-L fuhren. Mittels
DAPTTIN wirde der Patient zu hoch antikoaguliert, bei allen anderen Methoden
ware die Gerinnungshemmung im Bereich der 1,5- bis 2,5-fachen Verlangerung der
Ausgangs-APTT nicht effektiv.

Abbildung 27 1,5- bis 2,5fache Verlangerung der APTT Heparinkonzentration
Mittels des Aufstockungsversuchs mit Heparin wurde extrapoliert, welcher UF-
Heparinplasmakonzentration eine Verlangerung der APTT um das 1,5- bis
2,5fache entspricht. (dunkelgriine Balken) Zum Vergleich ist der in der Literatur
geforderte Bereich von 0,2 bis 0,4 IE/ml durch ein transparentes Rechteck
verdeutlicht. Bei DAPTTIN liel3 sich im gemessenen Bereich bis 0,55 IE/ml keine
VergrofRerung um das 2,5-fache feststellen.
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Schlief3lich wurde noch das Verhalten von Pathromtin am BFA gegen einen Anti-F Xa-
Assay uberprift. Laut HIRSH (1991a) gilt fur eine Heparinkonzentration, wenn sie
durch einen Anti-F Xa-Assay ermittelt wird, einen anderer therapeutischer Bereich als
wenn sie mittels Protamintitration bestimmt wurde. Dieser liegt bei 0,35 IE/ml bis 0,7
IE/ml. In Abbildung 28 ist die Anti-F Xa-Aktivitat und die APTT ermittelt mit Pathromtin
am BFA von 32 Patienten gegeneinander aufgetragen. Diese Patienten sind
intravends mit Liquemin, einem unfraktionierten Heparin behandelt. Es zeigt sich in
dieser Darstellung, dass 8 Patienten im therapeutischen und 8 im subtherapeutischen
Bereich beider Methoden liegen. 2 Patienten werde von beiden Methoden als
Ubertherapiert dargestellt. Allerdings weisen 9 Patienten mit APTT im therapeutischen
Bereich hierflr eine zu geringe und 2 eine zu hohe Anti-F Xa-Aktivitat auf. Bei 2
Patienten mit einer therapeutischen Anti-F Xa-Aktivitdt zeigen zwei eine APTT Uber
und einer eine APTT unter dem therapeutischen Bereich. Da Bestimmtheitsmal3 R? ist
gleich 0,56.

Abbildung 28 In vivo heparinisierte Plasmen (n=32)
APTT ermittelt mit Pathromtin gegen die gemessene Anti-F Xa-Aktivitat: Der
therapeutische Bereich der APTT mit dem 1,5- bis 2,5-fachen der oberen

Referenzbereichsgrenze ist in eingezeichnet. Der empfohlene
therapeutische Bereich der UFH-Therapie bei Uberwachung mittels Bestimmung
der Anti-F Xa-Aktivitat ist dargestellt. Eine lineare Trendlinie mit Formel und
BestimmtheitsmaR R? ist eingezeichnet
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Je nachdem wie man also den therapeutischen Bereich ermittelt, ergeben sich
unterschiedliche Resultate. (Tabelle 18) Wenn man, wie BASU et al. (1972) den
therapeutischen Bereich aus der oberen Referenzbereichsgrenze heraus berechnet,
ergibt sich ein relativ weiter Bereich. Auffallend ist auch, dass der durch den in vitro
Versuch gewonnene Bereich kiirzere Gerinnungszeiten beinhaltet als wenn dieser
an Hand von Patientenplasmen mit linearer Regression zur Anti-FXa-Aktivitat
gewonnen wird.

32



Ergebnisse

Tabelle 18 Unterschiedliche Ergebnisse fir den therapeutischen Bereich von

Pathromtin
Berechnungsgrundlage Therapeutischer Bereich
Referenzbereich:
Verlangerung auf das 1,5- — 2,5- des 62,1s-103,6s

Referenzbereiches

in vitro Verdiinnungsreihe:

APTT von normalem Poolplasma nach 55,0s-78,7s
Aufstockung mit 0,2 -0,4 I[E/mIUFH |
Untersuchung von Plasma

heparinisierter Patienten:
Einsetzen von 0,35- 0,70 U/ml in die
Regressionsgerade

68,3s—-89,7s

Zusammenfassend zeigt sich also, dass die Heparinempfindlichkeit der einzelnen
untersuchten Methoden sehr unterschiedlich ist. In der Regel decken sich die beiden
Definitionen des therapeutischen Bereichs der Heparinbehandlung nach BASU (1972)
und nach HIRSH (1995) nicht. Auch wenn in vivo gewonnene Plasmen von Patienten
unter Therapie mit UFH untersucht werden, lasst sich deren unterschiedliche APTT
nur zu etwa 50% aus dem unterschiedlichen Heparinplasmakonzentration erklaren.
Proben mit therapeutischer APTT und einer zu hohen Anti-F Xa-Aktivitdt kommen
genauso vor wie Proben mit hoher APTT aber korrektem Anti-F Xa-Aktivitat. Viele
Proben im therapeutischen Bereich der APTT weisen eine zu niedrige Anti-F Xa-
Aktivitat auf.

3.1.6 Empfindlichkeit gegentber Lupusantikoagulantien

Poolplasma wurde in mehreren Stufen mit dem Plasma eines Patienten gemischt,
welches einen hohen Gehalt an Lupusantikoagulantien aufwies. Der Anteil des
Patientenplasmas entsprach dabei 0%, 0,195%, 0,391%, 0,781%, 1,56%, 3,13%
6,25%, 12,5%, 25%, 50% und 100%. Dargestellt ist die APTT in Sekunden (blau @),
sowie in rot (L) die Abweichung von der APTT des Poolplasmas in Prozent in einer
logarithmischen Skala. Der Referenzbereich der APTT ist in grau eingezeichnet, eine
schwarze, horizontale Linie markiert eine Abweichung von 20% zur APTT des
Poolplasma.

Das verwendete Poolplasma liefert bei seiner Messung bei Pathromtin SL am BCT,
Neothromtin am BCT, APTT Sigma und Actin FSL eine APTT im unteren
Referenzbereich. Im Gegensatz dazu liefert Pathromtin am BFA eine APTT oberhalb
dieses Bereiches. Aus diesem Grund kann der Austrittspunkt der dargestellten
blauen Kurve aus dem Referenzbereich nicht zum Vergleich der Empfindlichkeit der
Reagenzien aus LA verwendet werden. Relevanter ist daher die Beobachtung, ab
welcher Verdinnungsstufe des Patientenplasmas die APTT um 20% von der APTT
des Poolplasmas abweicht. Die hochste Verdinnungsstufe erreichen dabei APTT
Sigma und Platelin LS, welche schon eine 20%ige Veranderung der APTT
ausweisen, wenn nur 1,56% des lupusantikoagulans-positiven Plasmas zugefligt
werden. DAPTTIN, APTT-L und SynthASil zeigen dies ab Zusatz von 3,13%
Patientenplasmas, alle anderen bei 6,25%. Lediglich Neothromtin am BCT braucht
12,5% Patientenplasma, um eine um 20% verlangerte APTT zu erzeugen.
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Abbildung 29 Pathromtin BCT
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Abbildung 30 Neothromtin BCT
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Abbildung 31 Pathromtin SL BFA
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Abbildung 32 APTT Sigma BFA
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Abbildung 33 APTT-L BFA
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Abbildung 34 SynthASil BFA
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In einer zweiten Untersuchung wurde Plasma von 20 h&matologischen Patienten mit
pathologischem DRVVT untersucht. Tabelle 19 stellt dar, dass Pathromtin SL an
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beiden Geréaten, Pathromtin am BFA, Neothromtin am BFA fir alle diese Plasmen
eine pathologische APTT fand, dies heil3t, dass das Analysenergebnis oberhalb des
Referenzbereichs lag. Platelin LS hingegen zeigte nur 15 pathologische Ergebnisse,
was lediglich einer Sensitivitdt von 75% entsprach. Auch APTT-L und ACTIN FSL
zeigten sich mit geringer Sensitivitat als die anderen Methoden. Abbildung 35 stellt
das untersuchte Kollektiv noch einmal grafisch dar, wobei jedes rote Rechteck einem
Messergebnis  entspricht.  Durch  schwarze Balken sind die oberen
Normbereichsgrenzen fir die jeweiligen Methoden eingetragen. Da ein Plasma mit
keiner Methode zur Clotbildung fuhrte, ist es mit dem Messdauermaximum von 240 s
in die Grafik mitaufgenommen. Sichtbar wird auch hier, das die meisten
Analysenergebnisse im pathologischen Bereich zum Liegen kommen. Bei
Pathromtin BCT, DAPTTIN, APTT Sigma, Actin FSL, Platelin und APTT-L zeigen
sich falsch negative Ergebnisse. Pathromtin weil3t drei, Platelin LS eins, APTT-L funf
Messergebnisse auf, welche weit oberhalb der anderen zum liegen kommen, wenn
man von der ungerinnbaren Probe absieht.

Tabelle 19 Verlangerte APTT bei LA-haltigen Citratplasmen
Citratplasma von 20 Patienten mit pathologischem DRVVT wurde mit den APTT-
Methoden untersucht. Dargestellt ist die Anzahl der in den pathologischen
Bereich verlangerten APTT. (Das bedeutet, oberhalb des 95. Perzentil gelegen).
Die Sensitivitat ergab sich als Quotient der Anzahl der pathologischen Resultate
durch deren Gesamtzahl von 20.

APTT-Reagenz | Gerat | 95. Perzentil | Anzahl pathologisch Sensitivitat
Pathromtin BCT 40,30 s 18 90%
Pathromtin SL BCT 35,70 s 20 100%
Neothromtin BCT 31,07 s 19 95%
Pathromtin BFA 41,42 s 20 100%
Pathromtin SL BFA 37,01s 20 100%
Neothromtin BFA 38,11s 20 100%
DAPTTIN BFA 42,75 s 16 80%
APTT Sigma BFA 32,56 s 18 90%
Actin FSL BFA 37,40 s 16 80%
Platelin LS BFA 38,41 s 15 75%
APTT-L BFA 43,21s 16 80%
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Abbildung 35 Verlangerte APTT bei APA-positiven Citratplasmen
Durch die schwarzen Linien ist das jeweilige 95. Perzentil der Referenzgruppe
dargestellt, ein Patient fuhrte mit keiner Methode zu einer nachweisbaren
Fibrinclotbildung und ist mit 240 s in die Darstellung aufgenommen.
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Auch die Empfindlichkeit der einzelnen Reagenzien fur Lupusantikoagulantien ist
unterschiedlich. In der Verdiinnungsreihe eines Plasmas mit einem besonders starkem
LA und in der Untersuchung von 20 Patienten zeigten sich scheinbar widerspruchliche
Ergebnisse: In vitro zeigten APTT Sigma und Platelin LS die hdchste Sensitivitat.
Unterschied zwischen Neothromtin am BCT und am BFA verdeutlichen, dass auch
diese Eigenschaft der Methode vom Analysator beeinflusst wird. Anscheinend tragt zu
diesen widerspruchlichen Ergebnissen die grol3e Heterogenitat der LA bei, welche zu
unterschiedlichen Ergebnissen bei verschiedenen Methoden der APTT fuhrt.

3.1.7 Methodenvergleich nach Passing-Bablok

In drei Durchgangen wurde ein Vergleich der APTT-Methoden durchgeflnhrt.
Zunachst wurden sechs Reagenzien am BFA miteinander verglichen, dann drei
Reagenzien am BFA mit drei Reagenzien am BCT und schlie3lich noch Pathromtin
gegen DAPTTIN am BFA. Fur den Methodenvergleich wurden lediglich Proben
verwendet, welche bei der Messung mit Pathromtin am BFA pathologische Werte
aufwiesen. Es wurde dann noch einmal unterschieden, ob diese Patienten UF-
Heparin erhalten haben (Kollektiv UFH) oder nicht (Kollektiv NH). In diesen anderen
Fallen ist also die Verlangerung der APTT nicht auf Heparin, sondern auf andere
Ursachen z. B. auf einen Faktorenmangel zurtickzufthren.

In Tabelle 20 bis Tabelle 22 sind fur die Untersuchungen an den Kollektiven unter
und ohne UF-Heparintherapie angegeben:

b = Steigung der berechneten Regressionsgeraden
a = Achsenabschnitt dieser Geraden
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r = Korrelationskoeffizient

Zum Verdeutlichung, welcher Oberflachenaktivator bei den einzelnen Methoden
verwendet wurde, sind die Methoden entsprechend eingefarbt:

Kaolin — rot Silikate — blau Ellagsaure — griin

Zusatzlich sind auf3er den Tabellen einige der interessantesten Vergleiche nach
Passing-Bablok als Plot dargestellt. Einzelne Messpaare sind hierbei durch rote
Punkte gekennzeichnet, die durchgezogene Linie gibt die Korrelationsgerade wieder.
Dargestellt ist der Vergleich, welcher am Kollektiv UFH (links) und am Kollektiv NH
(rechts) ermittelt wurde.

Die lineare Korrelation der einzelnen Methoden féallt sehr unterschiedlich aus: Der
lineare Korrelationskoeffizient reicht von geringen 0,37 (APTT-L gegen SynthASil,
Abbildung 36) bis zu sehr guten 0,96.(Pathromtin SL am BFA gegen Pathromtin SL
am BCT, Abbildung 37) Diese sehr gute Korrelation verbunden mit einer Steigung
von nahe 1 und einem kleinen Achsenabschnitt, also einer vergleichbaren Wertlage,
wurde bei Vergleich zweier Methoden erreicht, welche das selbe Reagenz
verwendeten und sich somit nur durch den Analysator unterschieden.

Dies sieht jedoch bei Vergleich von Pathromtin an BFA gegen BCT (Abbildung 38)
anders aus: Obwohl auch hier jeweils das gleiche Reagenz genutzt worden ist,
finden sich am BCT in beiden untersuchten Kollektiven langere APTT. Wahrend aber
die APTT bei Patienten unter Heparintherapie zu mindestens von der Korrelation
(r=0,91) her als gut vergleichbar darstellt, sieht dies beim NH-Kollektiv schlechter
aus. (r=0,76)

In diesem Beispiel wechselt der lineare Korrelationskoeffizient mit der Art des
untersuchten Patientenkollektiv. Dies zeigt sich auch beim Beispiel der Korrelation
APTT-L gegen SynthASil. (Abbildung 36) Werden in den Vergleich ausschliel3lich
Patienten unter UFH-Therapie einbezogen, so ergibt sich ein Korrelationskoeffizient
von annehmbaren r=0,81, wobei SynthASil in der Regel zu niedrigeren APTT-
Resultaten fiuhrt. Ist die APTT-Verlangerung jedoch nicht durch Heparin bedingt,
zeigt sich eine sehr geringe Korrelation mit r=0,37. Beide Reagenzien wurden am
gleichen Analyser verwendet und benutzten Silikate als Oberflachenaktivator.
Unterschiede der Methoden lagen in den verwendeten Phospholipide und in der
Inkubationsdauer. Scheinbar ist in diesem Falle die Heparinempfindlichkeit der
Methoden vergleichbar, wéahrend dies bei der Faktorenempfindlichkeit nicht der Fall
ist.

Aber auch wenn Kaolin als Oberflachenaktivator am gleichen Gerat von zwei
Methoden verwendet wird, ergeben sich auch nur maRige Korrelationen: DAPTTIN
(welches als zuséatzlichen Aktivator auch Sulfatid einsetzt) vs. Pathromtin (Abbildung
39) zeigte am BFA ein r=0,86 fur Patienten unter UFH-Therapie und r=0,76 fur das
Kollektiv NH. DAPTTIN liefert in den meisten Féllen kirzere Resultate fur die APTT
als Pathromtin.

MaRige Vergleichbarkeit der Methoden am gleichen Analyser (BFA) zeigt sich auch,
wenn zwei Methoden, welche beide Ellagsaure als Oberflachenaktivator verwenden,
gegenuber gestellt werden. (Abbildung 40) Actin FSL lieferte kirzere
Gerinnungszeiten als Neothromtin, wobei die Korrelation lediglich r=0,74
(heparinisierte Patienten) bzw. r=0,64 (nicht-heparinisierte Patienten) betrug.

Trotz des Beispieles in Abbildung 36 existieren zwei auf Silikate basierende
Methoden, Platelin LS und APTT-L, welche zumindest fur das Kollektiv UF-
heparinisierter Patienten eine gute Korrelation (r=0,92) bietet, beim Vergleich des
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Kollektives NH ist jedoch der Korrelationskoeffizient r=0,73 niedriger ausgefallen.
(Abbildung 41)

Betrachtet man die Reagenzien, welche von einem Hersteller (Behring) stammen, so
fallt auf, Pathromtin und Neothromtin (Abbildung 42) nur eine niedrige lineare
Korrelation demonstrieren: (r=0,65 fir das UFH-Kollektiv und r=0,60 fir das NH-
Kollektiv). Wie schon bei gesunden Probanden liefert Neothromtin in beiden
Patientenkollektiven niedrigere Werte als Pathromtin.

Anders sieht es jedoch aus, wenn Pathromtin und sein Nachfolger Pathromtin SL
(Abbildung 43) miteinander verglichen werden: Der Korrelations-Koeffizient betragt
gute 0,92 bzw. 0,88, wobei die Wertlage, besonders wenn das NH-Kollektiv
betrachtet wird, ahnlich ist.
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Tabelle 20 Vergleich von 6 Methoden der APTT-Bestimmung am BFA

UFH-Therapie keine UFH-Gabe
Methode 1 Methode 2 b a r b a r
Pathromtin Neothromtin 0,97 |-582 | 0,65 | 0,51 (10,84 | 0,60
Pathromtin Actin FSL 0,78 |-1,19 | 0,62 | 0,50 10,82 | 0,70
Pathromtin Platelin LS 1,08 [-11,95| 0,58 | 0,92 [-0,69 | 0,60
Pathromtin APTT-L [,23 |-11,81 | 0,62 | 0,98 |-447 | 0,59
Pathromtin SynthASil 0,56 | 928 | 0,46 | 0,36 [15,73 | 0,74
Neothromtin Actin FSL 0,72 | 646 | 0,74 | 0,51 |12,89 | 0,64
Neothromtin Platelin LS 1,04 |-241 | 0,78 | 0,57 | 9,61 | 0,65
Neothromtin APTT-L 1,05 | 433 | 0,80 | 1,00 |-1,10 | 0,74
Neothromtin SynthASil 0,59 (12,38 | 0,56 | 0,35 (18,88 | 0,64
Actin FSL Platelin LS 1,46 |-11,89 | 090 | 1,22 |-7,00 | 0,73
Actin FSL APTT-L 1,38 [-2,53 | 0,91 1,99 (-28,35 | 0,74
Actin FSL SynthASil 0,76 | 857 | 0,83 | 0,71 | 9,51 | 0,76
Platelin LS APTT-L 097 | 823 | 0,92 | 1,52 |-10,14 | 0,73
Platelin LS SynthASil 0,56 |14,03 | 0,79 | 0,61 (13,05 | 0,64
APTT-L SynthASil 0,58 | 887 | 0,81 | 0,38 |I8,41 | 0,37

Tabelle 21 Vergleich von 6 Methoden der APTT-Bestimmung an BFA und BCT

UFH-Therapie keine UFH-Gabe
Methode 1 Methode 2 b a r b a r
Pathromtin BFA Pathromtin SL BFA (1,18 |-11,57 | 0,92 ,00| -540/ 0,88
Pathromtin BFA Sigma APTT BFA [I,17 |-1542 | 0,89 0,76/ 045/ 0,70
Pathromtin BFA Pathromtin BCT 1,37 |-13,08 | 0,91 1,47| -20,06| 0,75
Pathromtin BFA Pathromtin SL BCT (1,29 |-16,38 | 0,89 1,06/ -7,51| 0,87
Pathromtin BFA Neothromtin BCT (1,27 |-20,09 | 0,82 098| -4,51| 0,74
Pathromtin SL BFA |Sigma APTT BFA 0,96 |-1,25 0,83 0,79 4,01 0,74
Pathromtin SL BFA |Pathromtin BCT 1,23 |-2,69 0,77 1,56 -17,68| 0,59
Pathromtin SL BFA |Pathromtin SL BCT |1,08 |-2,14 0,96 1,06| -2,32| 0,94
Pathromtin SL BFA |Neothromtin BCT |I,01 [-4,59 0,86 0,98| -0,68/ 0,78
Sigma APTT BFA  |Pathromtin BCT 1,27 |-0,09 0,84 222| -32,38| 0,44
Sigma APTT BFA  |Pathromtin SL BCT (1,10 |-0,62 0,88 1,40 -9,25| 0,69
Sigma APTT BFA  |[Neothromtin BCT |1,20 |-9,19 0,80 [,25| -6,40| 0,68
Pathromtin BCT Pathromtin SL BCT (0,90 |-1,05 0,82 0,65| 10,83 0,71
Pathromtin BCT Neothromtin BCT (0,81 |-2,04 0,73 0,62| 11,45 0,67
Pathromtin SL BCT |Neothromtin BCT 10,99 |-3,93 0,87 092 1,60{ 0,85
Tabelle 22 Vergleich von DAPTTIN und Pathromtin am BFA
UFH-Therapie keine UFH-Gabe

Methode 1 Methode 2 b a r b a r
Pathromtin BFA DAPTTIN BFA 0,71 9,88/ 0,86 088 4722 0,76
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Abbildung 36 Methodenvergleich - APTT-L am BFA vs. SynthASil am BFA
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Abbildung 37 Methodenvergleich — Pathromtin SL an BFA vs. BCT
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Abbildung 38 Methodenvergleich — Pathromtin an BFA vs. BCT
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Abbildung 39 Methodenvergleich — Pathromtin an BFA vs. BCT
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Abbildung 40 Methodenvergleich — Neothromtin vs. Actin FSL am BFA
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Abbildung 41 Methodenvergleich — Platelin LS vs. APTT-L am BFA
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Abbildung 42 Methodenvergleich — Pathromtin vs. Neothromtin am BFA
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Abbildung 43 Methodenvergleich — Pathromtin vs. Pathromtin LS am BFA
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Einzelne Methoden zur Bestimmung der APTT lassen sich nur bedingt vergleichen.
Die lineare Korrelation zwischen den Resultaten kann hoch bis sehr schlecht sein.
Ein ahnlicher Typ des Oberflachenaktivators bedeutet nicht gleichzeitig eine gute
lineare Korrelation. Bei Verwendung unterschiedlicher Analyser kann die Korrelation
gut sein, wenn das Reagenz an beide Geréate angepasst ist. (Pathromtin SL) Wenn
aber, wie im Fall des Pathromtin ein Reagenz anscheinend fir eine (hier: die
photometrische) Methode nicht geeignet ist, so ergibt sich auch hier eine schlechtere
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Korrelation. Wahlt man unterschiedliche Patientenkollektive (heparinisiert vs. nicht-
heparinisiert) so ergeben sich andere lineare Korrelationen.

3.2 Zum Vergleich verschiedener Bestimmungsmadglichkeiten der APC-
Resistenz
3.2.1 Referenzbereiche

Zur Bestimmung der Referenzbereiche der einzelnen Methoden zur Bestimmung der
APC-Resistenz (Tabelle 23) wurde tiefgefrorenes Plasma von 50 offensichtlich
gerinnungsgesunden Personen ohne APC-Resistenz im Wasserbad bei 37°C
auftaucht und innerhalb von 30 Minuten gemessen. Als Unter- bzw. Obergrenze des
Referenzbereich wurde das 5. bzw. 95. Perzentil festgelegt. Dabei ergab sich der
hochste Referenzbereich fur die APC-Ratio fur Coatest ohne F V-MP-
Vorverdinnung (2,59-3,93). Fur die Methode mit gleichem Reagenz und F V-MP-
Vorverdinnung ergab sich ein Referenzbereich bei 2,30 - 2,92 und fur ProC bei 2,27
- 2,69. Der Bereich der APC-Response ist breiter (2,09 - 3,71).

Die normierte APC-Ratio wurde aus APC-Ratio des zu untersuchenden Plasmas
durch den Mittelwert des Referenzkollektives berechnet. Trotzdem ergaben sich
auch hier keine einheitlichen Bereiche: Coatest mit F V-MP: 0,92 - 1,17 und ProC
0,88 - 1,04.

Mittels Zweipunktkalibration wurde ebenfalls aus der APTC die APC-Sensitivitat
kalkuliert. Auch hier ergaben sich unterschiedliche Referenzbereiche: Coatest
lieferte mit 81,8% - 132,0% einen weiteren Referenzbereich als ProC mit 91,16% -
112,04%.

Der Referenzbereich der AIT stellte sich sehr breit dar: 63,9% - 229,0%

Erhebliche Unterschiede zwischen dem Referenzbereich ermittelt durch das 5. - 95.-
Perzentil und dem 2s-Bereich ergaben sich fir die AIT, wo bedingt durch die groR3e
Standardabweichung s dieser schon bei 17,7% beginnt.

Tabelle 23 Normbereiche, ermittelt an 50 offensichtlich gesunden Personen

Testverfahren Auswertung Median 5. — 95. Perz. | Mittelwert 2s-Ber.
Coatest ohne |APC-Ratio 3,44 2,59-3,93| 3,39(2,55-4,23
F V-MP- | normierte APC-Ratio 1,00 0,76 -1,15| 0,99/0,74 -1,23
Vorverdinnung

Coatest mit F V-|APC-Ratio 2,55 2,30-2,92| 2,58[2,17 — 3,00
MP- normierte APC-Ratio 1,02 0,92-1,17| 1,04/0,87-1,20
Vorverdinnung |APC-Sensitivitat [%] 100,5 81,8-132,0| 104,1/70,8—-137,4
ProC APC-Ratio 2,48 2,27-2,69| 2,48|2,20-2,76

normierte APC-Ratio 0,96 0,88-1,04| 0,96/0,85-1,07

APC-Sensitivitat [%] 99,39| 91,16-112,04| 100,2(86,9 —113,5

AIT Akzelerininaktiv. [%0] 117,3 63,9 - 229,0| 129,7 (17,7 - 2417

Immunochrom |APC-Response 2,78 209-3,71| 2,81/1,84-3,78

Mittels des Testes auf Normalverteilung nach LILLEFORS zeigte sich eine
Normalverteilung des Referenzkollektives bei beiden Coatesten (APC-Ratio, normierte
APC-Ratio und APC-Sensitivitat), der AIT und der APC-Response. Lediglich beim
ProC APC konnte eine Normalverteilung ausgeschlossen werden. Da nur die
Erniedrigung der APC-Resistenz eine klinische Relevanz besitzt, ist in erster Linie die
untere Grenze des Referenzbereichs entscheidend fur die Testaussage. Dieses liegt
bei den methodisch &ahnlichen Testen Coatest mit FV-MP und ProC auf nahezu
gleichem Niveau, wahrend die ebenfalls mit diesen Testen ermittelte APC-Sensitivitat
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Unterschiede aufweist. (81,8% zu 91,2%) Bei allen anderen Methoden ist der
Referenzbereich ebenfalls unterschiedlich.

3.2.2 Kalibrationen

Kalibrationen waren sowohl zur Berechnung der APC-Sensitivitat (Coatest und ProC)
sowie zur Berechnung der Akzelerininaktivierung notwendig.

Bei der unter 2.4.2.4 (Seite 12) beschriebenen Kalibration des AIT ergab sich eine
Akzelerininaktivierung von 0% eine Gerinnungszeit von 85,36 s. (Abbildung 44)
Diese Zeit stieg mit der Akzelerininaktivierung exponentiell an und erreicht bei 100%
136,40 s.

Abbildung 44  Akzelerin-Inaktivierungs-Test: Ergebnisse der Kalibration
Die Kalibrationskurve fur die Akzelerininaktivierung wurde wie unter 2.4.2.4
beschrieben bestimmt. In der Tabelle sind die Gerinnungszeiten fir die
gemessen Stufen des APC-Gehaltes des Startreagenzes ebenfalls dargestellt.
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Die APC-Sensitivitat wurde fur den Coatest mit F V-MP und fiir ProC durch Messung
zweier Plasmen mit festgelegter APC-Sensitivitdt bestimmt. (Abbildung 45) Dabei
ergab sich fir eine APC-Sensitivitat von 18% eine APTC von 44,75 s fur Coatest und
41,70 s fur ProC sowie fur eine APC-Sensitivitat von 91% eine APTC von 80,70 s fur
Coatest und 90,85 s fur ProC. An Hand der dadurch gewonnenen Gerade, war eine
Umrechnung der APTC in APC-Sensitivitat moglich.

46



Ergebnisse

Abbildung 45 Kalibration der APC-Sensitivitat
Behring bietet die Mdglichkeit an, mittels zweier Kalibrationsplasmen (mit 18%
bzw. 91% APC-Sensititivitat) aus der APTC die APC-Sensitivitat zu ermitteln.
Angewendet wurde dies fir den Coatest APC mit Faktor V-
Mangelplasmavorverdinnung und fir den ProC APC-Test.
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3.2.3 Prazision in Serie (n=10)

Die Prazision der einzelnen Teste wurde mittels zweier Probe mit normaler (Tabelle
24) bzw. pathologischer APC-Resistenz (Tabelle 25) durch 10 Messungen in Serie
bestimmt. Bei der Untersuchung der pathologischen Probe mit dem AIT konnte die
Akzelerininaktivierung nicht in Prozenten angegeben werden, da die gewonnen
Rohdaten in Sekunden unter dem Kalibrationspunkt fir 0% lagen. Die fir die AIT
gemessene Gerinnungszeit zeigte im pathologischen Bereich folgende
Prazisionseigenschaften: Mittelwert=68,43 s, s=2,24 s, VK=3,27%

Coatest mit F V-MP (VK=2,71% bzw. 0,92%) und ProC (VK=1,36% bzw. 0,69%)
mal3en praziser als Coatest ohne F V-MP (VK=4,65% bzw. 4,48%). Die APC-
Response war noch unpraziser: VK=7,95% bzw. 6,54%. Ubertroffen wurde dies
jedoch vom AIT: VK=15,11% fur das Normalplasma.

Durch Anwendung der APC-Sensitivitat kam es fur die gleiche Methode zu einer
Verschlechterung der Préazision durch Steigerung des VK um 0,66% bis 2,59%. Der
VK der normierten APC-Ratio ist aus mathematischen Grinden gleich dem VK der
APC-Ratio.
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Tabelle 24 Prazision Kontrollplasma N (Normalplasma) n=10

Testverfahren Auswertung Mittelwert S VK
Coatest ohne | APC-Ratio 3,83 0,18 4,65%
FV-MP- normierte APC-Ratio 1,12 0,05 4,65%
Vorverdinnung
Coatest mit FV-| APC-Ratio 2,29 0,06 2,71%
MP- normierte APC-Ratio 2,01 0,05 2,71%
Vorverdinnung APC-Sensitivitat 82,11% 2,99% 3,64%
ProC APC-Ratio 2,25 0,03 1,36%
normierte APC-Ratio 1,77 0,02 1,36%
APC-Sensitivitat 89,31% 1,80 2,02%
AlT Akzelerininaktivierung 79,63% 12,04% 15,11%
Immunochrom APC-Response 2,55 0,20 7,95%
Tabelle 25 Prazision APC-Kontroll (pathologisch) n=10
Testverfahren Auswertung Mittelwert S VK
Coatest ohne |APC-Ratio 3,04 0,14 4,48%
FV-MP- normierte APC-Ratio 0,89 0,04 4,48%
Vorverdinnung
Coatest mit FV-|APC-Ratio 1,70 0,02 0,92%
MP- normierte APC-Ratio 1,50 0,01 0,92%
Vorverdinnung APC-Sensitivitat 33,73% 1,18% 3,51%
ProC APC-Ratio 1,51 0,01 0,69%
normierte APC-Ratio 1,19 0,01 0,69%
APC-Sensitivitat 33,91% 0,70% 2,05%
AlT Akzelerininaktivierung <0%
Immunochrom APC-Response 2,14 0,14 6,54%
Abbildung 46 Prazision in Serie (n=10) im grafischen Vergleich

Blau ist jeweils die Prasizion bei Messung eines normalen und rot bei Messung
eines pathologischen Kontrollplasmas dargestellt.
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3.24 Prazision von Tag zu Tag (n=2*5)

Die Prazision der einzelnen Teste wurde mittels der gleichen Plasmen wie zuvor
schon fur die Prazision in Serie durch 2 Messungen an 5 Tagen bestimmt. (n=2*5)
Auch hier war eine AIT fur das pathologische Kontrollplasma nicht bestimmbar. Die
Gerinnungszeiten der pathologischen Probe fir die AIT zeigten folgende
Eigenschaften der Prazision: Mittelwert=72,35 s, s=5,65 s, VK=7,81%

Die Verhéltnisse der VK der einzelnen Methoden bestétigen, dass was sich bereits in
der Bestimmung der Prazision in Serie gezeigt hat: Mit 42,18% ist der VK der AIT
unakzeptabel. ProC misst praziser als Coatest mit F V-MP. Danach folgen Coatest
ohne F V-MP und APC Response. Die APC-Sensitivitat lieferte hohere VK als die

APC-Ratio.

Tabelle 26 Prazision Kontrollplasma N (Normalplasma) n=2*5

Testverfahren Auswertung Mittelwert S VK
Coatest ohne |APC-Ratio 3,83 0,20 5,26%
FV-MP- normierte APC-Ratio 1,12 0,06 5,26%
Vorverdinnung
Coatest mit FV-| APC-Ratio 2,37 0,11 4,43%
MP- normierte APC-Ratio 2,09 0,09 4,43%
Vorverdinnung APC-Sensitivitat 86,17% 6,12% 7,10%
ProC APC-Ratio 2,27 0,05 1,99%
normierte APC-Ratio 1,79 0,04 1,99%
APC-Sensitivitat 91,01% 4,59% 5,05%
AlT Akzelerininaktivierung 92,03% 38,82% 42,18%
Immunochrom APC-Response 2,63 0,17 6,64%
Tabelle 27 Prazision APC-Kontroll von Behring (pathologisch) n=2*5
Testverfahren Auswertung Mittelwert S VK
Coatest ohne |APC-Ratio 3,05 0,20 6,72%
FV-MP- normierte APC-Ratio 0,89 0,06 6,72%
Vorverdinnung
Coatest mit FV-|APC-Ratio 1,72 0,03 1,92%
MP- normierte APC-Ratio 1,51 0,03 1,92%
Vorverdinnung APC-Sensitivitat 34,02% 1,95% 5,74%
ProC APC-Ratio 1,49 0,03 2,32%
normierte APC-Ratio 1,18 0,03 2,32%
APC-Sensitivitat 33,09% 1,21% 3,66%
AlT Akzelerininaktivierung <0%
Immunochrom APC-Response 2,24 0,20 9,08%
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Abbildung 47 Prazision von zu Tag (n=2*5) im grafischen Vergleich
Blau ist jeweils die Prasizion bei Messung eines normalen und rot bei Messung
eines pathologischen Kontrollplasmas dargestellt.

Coatest ohne F V-MP
Coatest mit F V-MP
Coatest APC-Sensitivitat
ProC

ProC APC-Sensitivitat
AIT

APC-Response

42,18%

0 4 8 12 16
VK / [%]

Zusammenfassend kann man an den zur Bestimmung der Prézision ermittelten Daten
sehen, dass die beiden Coateste und der Behringtest eine akzeptable Préazision liefert.
Der chromogene APC-Response-Test stellt sich hier weniger Gberzeugend dar. Der
AIT zeigt eine so schlechte Prasizion, dass seine Verwendung nicht empfohlen werden
kann.

3.25 Heterozygotie fur Faktor V Leiden

Zur Untersuchung standen lediglich Plasmen dreier Patienten mit nachgewiesenem
heterozygoten Faktor V Leiden zur Verfigung. Die Hersteller empfehlen als cut-off,
ab dem ein Patient zusétzlich zur APC-Resistenz auf ein Faktor V-Leiden genetisch
untersucht werden sollte, den Mittelwert eines zuvor untersuchten
Referenzkollektives weniger zweier Standardabweichungen, obwohl die Resultate
dieses Kollektives nicht in jeden Fall normalverteilt sind. HINTZ et al. fordert jedoch
fur die von ihm entwickelte Akzelerininaktivierung einen cut-off von 50%. Diese cut-
offs stellt Tabelle 28 im Vergleich zu den Messergebnissen der drei Plasmen dar.
Dabei zeigte sich, das die beiden APTT-Modifikationen mit F V-MP-Vorverdinnung
(Coatest mit F V-MP und ProC) sowohl mittels APC- Ratio als auch mittels APC-
Sensitivitat alle Plasmen als pathologisch erkennen. Das selbe ist bei dem AIT der
Fall.

Mittel Coatest ohne F V-MP wurde ein Patient nicht als pathologisch erkannt. Im
Falle der APC-Response waren dies sogar zwei.
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Tabelle 28 APC-Resistenz:

Messung dreier

F V Leiden

heterozygoter

Patienten
Messungen, die keine Werte unterhalb des cut-offs ergeben haben, sind rot
dargestellt.
Testverfahren |Auswertung cut-off 1. Pat. 2. Pat. 3. Pat.
Coatest ohne|APC-Ratio 2,55 2,16 2,64 2,16
FV-MP- normierte APC-Ratio 0,74 0,65 0,79 0,65
Vorverdinnun
g
Coatest mit | APC-Ratio 2,17 1,52 1,57 1,62
FV-MP- normierte APC-Ratio 0,87 0,61 0,63 0,65
Vorverdunnun |APC-Sensitivitat 70,8% 32,1 28,7 28,7
g
ProC APC-Ratio 2,20 1,50 1,57 1,67
normierte APC-Ratio 0,85 0,57 0,61 0,64
APC-Sensitivitat 86,9 46,5 42,8 47,0
AlT Akzelerininaktivierung 50 % 31,7 16,5 14,3
Immunochrom |APC-Response 1,84 1,52 1,86 1,88

Alle Patienten waren gesund, nicht oral antikoaguliert und wiesen einen normalem
Quick und eine normale APTT ohne Hinweis auf einen wesentlichen F V-Mangel auf.
Trotzdem detektiert im Falle des 2. Patienten der Coatest ohne FV-MP die APC-
Resistenz nicht. Coatest mit FV-MP, ProC APC und AIT weisen bei allen dreien eine
APC-Resistenz nach. Die APC-Response versagt in 2 von 3 Fallen und scheint nicht
geeignet zu sein, einen heterozygoten FV Leiden-Tréager zu erkennen.

3.2.6 Verdinnungsreihe: Plasma einer F V Leiden-homozygoten Patientin
mit Poolplasmas

Das Plasma einer Patientin, welche homozygot fir einen F V Leiden war, wurde im
Verhéltnis 0+5, 1+4, 2+3, 3+2, 4+1 und 5+0 mit Poolplasma gesunder Spender
gemischt und mit den zu untersuchenden Methoden gemessen.

Bei der Untersuchung des Coatest ohne F V-MP (Abbildung 48) zeigte sich ein
linearer Abfall der APTC bei weitgehend konstanter APTT ohne APC-Zusatz. Ab der
2+3-Verdunnungsstufe verlasst die APC-Ratio den Normbereich. Das Poolplasma
besitzt eine Ratio von 3,43. Der Bereich, der einer F V Leiden-Heterogygotie
entsprechen sollte (2+3- bzw. 3+2-Verdinnung) liegt bei einer Ratio von 2,57 bis
2,20. Die homozygote Patientin besitzt mit dieser Methode eine APC-Ratio von 1,50.
Im Unterschied dazu befindet sich schon die 1+4-Verdinnungsstufe beim Coatest
mit F V-MP (Abbildung 49) und beim ProC (Abbildung 50) unterhalb des
Referenzbereiches und dies sowohl, wenn man APC-Ratio als auch APC-Sensitivitat
betrachtet. Die APC-Ratio betrdgt dabei fur das Plasma der Patientin 1,13 fur
Coatest und 1,27 fur ProC. Die APC-Sensitivitdt war entsprechend 6,93% bzw.
28,7%. Fur das Poolplasma ist die APC-Ratio 2,48 (Coatest) bzw. 2,58 (ProC), die
APC-Sensitivitat 98,9% bzw. 96,4%. Im Bereich der Heterozygotie (2+3- bis 3+2
Verdinnung) zeigt Coatest eine Ratio von 1,63 bis 1,51 und eine APC-Sensititivitat
von 39,0% bis 31,5%, wéahrend ProC hier eine Ratio von 1,79 bis 1,50 und eine
APC-Sensitivitat von 57,5% bis 41,2% liefert.

Der AIT (Abbildung 51) lieferte eine leicht konkave Kurve und maf das Poolplasma
mit 97,7% und die Patientin mit 1,71%. Im Bereich, der fur eine heterozygote
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Mutation zu erwarten ware (2+3- bzw. 3+2-Verdlinnung), ergab sich eine
Akzelerininaktivierung von 24,9% bzw. 14,7%.

Die APC-Response (Abbildung 52) verlasst erst mit der 3+2-Verdlinnungsstufe ihren
Referenzbereich. Dadurch Uberlappt sich dieser teilweise mit dem Bereich der
Heterozygotie (2,19 bis 1,98). Fiur das Poolplasma ergibt sich eine APC-Response
von 3,27, fur das Plasma der homozygoten Patientin 1,66. Auffallend ist auch, das
nicht nur die Extinktionskinetik des Testansatzes mit APC zum Patientenplasma hin
zunimmt, sondern, dass dieses auch in abgeschwéchter Form beim Testansatz ohne
APC auftritt.

Abbildung 48 Coatest APC Resistance ohne F V-MP-Vorverdinnung:
Links ist der Normbereich fir die APC-Ratio in grau eingezeichnet.
® Messzeit des Testes mit APC

® Messzeit des Testes ohne APC ® normierte APC-Ratio
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Abbildung 49 Coatest APC Resistance mit F V-MP-Vorverdinnung
Links ist der Normbereich fur die APC-Ratio in Grau eingezeichnet.
® Messzeit des Tests mit APC ® APC-Ratio
® Messzeit des Tests ohne APC ® normierte APC-Ratio
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Abbildung 50 ProC APC
Links ist der Normbereich fir die APC-Ratio in Grau eingezeichnet.
® Test ohne APC ® APC-Ratio
® Test mit APC ® normierte APC-Ratio
® Sensitivitat
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Abbildung 51  Akzelerin-Inaktivierungs-Test:

Der Normbereich fiir die Akzelerininaktivierung ist in Grau eingezeichnet.
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® Akzelerininaktivierung

140 Al [%]* 140

«Messzeit [s]
120 \\ 1 120

100 ,

100

80 80

60 60
40 40

20 20

L ! | 1 »

0
Pool 1+4 2+3 3+2 4+1 Patientin

Verdiinnungsstufe

Abbildung 52 Immunochrom APC Response: Links ist der Normbereich fur
die APC-Ratio eingezeichnet.
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Alle Teste erkennen die homozygote FV Leiden-Tréagerin und zeigen eine
ausgepragte APC-Resistenz an. Die meisten Teste liefern auch im Bereich, der den
Resultaten eines heterozygoten FV Leiden-Tragers entsprechen wuirde, Ergebnisse
unterhalb des Referenzbereiches. Lediglich die APC-Response zeigt hier, wie schon
unter 3.2.6 beschrieben, dass eine APC-Resistenz, wie sie heterozygote FV Leiden-
Trager aufweisen, durch diese Methode nicht nachgewiesen wird.

3.2.7 Storfaktor Lupusantikoagulantien
Mit Citratplasmen von 23 Spendern mit pathologischem DRVVT wurde untersucht, in
wie vielen Fallen es zu einem pathologischem bzw. — bei einem fehlenden Eintritt der
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Gerinnung - zu keinem verwertbaren Ergebnis kam. Als pathologisch wurde ein
Resultat dann bewertet, wenn es unterhalb des gewahlten cut-offs lag. Dieser
wurden bei allen Test als Mittelwert minus zwei Standardabweichungen festgelegt,
mit Ausnahme des AIT, wo gemaf HINTZ et al. (1995) ein cut-off von 50% gewahlt
wurde. Mit der APC-Sensitivitdt (Coatest als auch ProC) und mit dem AIT zeigten
sich keine falsch pathologischen Ergebnisse. Die APTC des ProC lieferte in drei
Fallen keine detektierbaren Gerinnung, mit dieser Methode zeigte sich auch in einem
anderen Fall eine pathologische APC-Ratio. Der Coatest mit F V-MP lieferte immer
detektierbare Gerinnungszeiten, aber daftir in zwei Féllen eine pathologische Ratio.
Die APC-Response lieferte funf pathologische Ergebnisse.

Tabelle 29 Anwendung der Methoden zur APC-Resistenz bei 23 LA-haltigen
Plasmen

Testverfahren Auswertung cut-off |Messbar und|Nicht
pathologisch |messbar

Coatest mit F V-|APC-Ratio <2,17 2 0
\'\;'5 r'v erdiinnung APC-Sensitivitat <70,8% 1 0
ProC APC-Ratio <2,20 1 3
APC-Sensitivitat <86,9 0 3

AlT Akzelerininaktivierung <50% 0 0
Immunochrom APC-Response <1,84 5 0

Die APC-Response von Immuno wird am starksten von LA beeinflusst. Dies ist
verstandlich, da der fur den Messablauf entscheidende Schritt der Aktivierung von F
X durch F IX PL-abhéangig ist. Die AIT ist wegen der hohen Verdinnung der Probe
sehr unempfindlich gegeniber dem Storfaktor LA. Die APC-Sensitivitat zeigt eine
besser Spezifitat als die Angabe als APC-Ratio. Da jedoch bei der Berechnung der
APC-Sensitivitat kein Vergleich mit der APTT ohne APC-Zugabe hergestellt wird, ist
damit zu rechnen, dass bei der Kombination LA und APC-Resistenz die
Verlangerung des Gerinnungstestes durch die LA eine Verkirzung durch die
vorhandene APC-Resistenz ausgleicht. Dies wirde die Sensitivitat fur eine APC-
Resistenz bei Plasmen mit LA senken.
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4 Diskussion

Die APTT stellt neben der Prothrombinzeit eine der haufigsten Analysen im
héamostaseologischen Labor dar. Sie dient der Feststellung eines Mangel an
Gerinnungsfaktoren im intrinsischen System und wird auch zur Analyse von
Gerinnungsinhibitoren und von Lupusantikoagulantien eingesetzt. Aul3erdem ist sie
APTT das haufigste Verfahren zur Therapietiberwachung bei Gabe von
unfraktionierten Heparin und von Hirudin.

Die auf dem Markt befindlichen Methoden zur Bestimmung der APTT unterscheiden
sich deutlich und ihre Vergleichbarkeit ist mangelhaft. Dies wird zum einen deutlich,
wenn Ringversuchsergebnisse (Tabelle 1, Seite 1) als auch bei den Ergebnisse dieser
Studie Referenzbereiche und Empfindlichkeit fur Faktorenmangel, Heparin und
Lupusantikoagulanzien  betrachtet werden. Neben der unterschiedlichen
Inkubationszeit und der CaCl,-Konzentration unterscheiden sich die auf dem Markt
vorhanden Methoden der APTT durch die verwendeten Phospholipide, den
Oberflachenaktivator und den verwendeten Analyser:

4.1 Methodische Unterschiede der APTT

Viele Firmen bieten Reagenzien in unterschiedlichen Zusammensetzungen der
verwendeten Phospholipide und des Oberflachenaktivators an. Diese werden an
unterschiedlichen Analysern desselben oder anderer Hersteller eingesetzt. Dieses
sind jedoch Faktoren, welche die Eigenschaften der zu bestimmten Gerinnungszeit
entscheidend beeinflussen.

4.1.1 Phospholipide

Phospholipide dienen als Ko-Faktoren bei der Aktivierung von F X durch F IXa und F
Vlilla und bei der Umwandlung von Prothrombin in Thrombin durch F Xa und Va.
(Abbildung 2, Seite 3). Die Verlangerung der APTT bei Anwesenheit von
Lupusantikoagulanzien beruht auf einer Komplexierung der Phospholipide durch
diese besonderen Antikdrper. Daher wird verstandlich, dass die Auswahl der
verwendeten Phospholipide eine wichtige Rolle flr die Faktoren- als auch fur die
Lupusantikoagulanzempfindlichkeit spielt. So bewirkt eine hohe
Phospholipidkonzentration eine geringere Sensitivitat fur Lupusantikoagulantien
(STEVENSON et al. 1986). Ein hoher Anteil an Phosphatidylcholin und ein niedriger
Anteil an Phosphatidylserin verbessert die Empfindlichkeit gegeniiber einem Mangel
an F VIII. Entscheidend fiir eine hohe Faktorenempfindlichkeit ist auch die Struktur
der Liposomen, in welcher die Phospholipide angeordnet sind. So zeigen
Reagenzien mit einem definierten einheitlichen Liposomenaufbau eine hdhere
Empfindlichkeit gegentber Faktorenmangel und Heparingabe als Reagenzien mit
Liposomen in unregelméaiiger Grolie.

4.1.2 Oberflachenaktivator

Der Einfluss des verwendeten Oberflachenaktivators wurde von HELLSTERN (1989)
herausgestellt. Er fand, dass Ellagsaure zu kirzeren Gerinnungszeiten als Kaolin
fuhrt. SMITH et al. (1985) beschreiben, dass eine Methode mit Ellagsaure
empfindlicher auf einen Faktorenmangel reagiert als bei Verwendung des
Oberflachenaktivators Silikat. Dies konnen die Daten dieser Studie aber nicht
bestatigen, da sich in unseren Verdinnungsreihen ein Reagenz, Pathromtin SL,
welches gerade eben Silikat verwendet, als am empfindlichsten zum Nachweis eines
Faktorenmangels herausstellte. BABSON et al. (1974) veroffentlichten, dass ein
Reagenz mit Ellagsdure im Vergleich zu einem mit kolloidalen Silikaten weniger
empfindlich fur F X- und F XlI- Mangel war. Das Silikat-Reagenz war hingegen
empfindlicher bei Detektion niedriger Heparinspiegel. Insgesamt existiert also keine
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einheitliche Meinung, in wieweit der Oberflachenaktivator die Empfindlichkeiten des
Reagenzes beeinflusst. In der vorliegenden Studie zeigte jeweils ein Reagenz mit
Silikat als Aktivator die beste bzw. die schlechteste Empfindlichkeit flr einen
Faktorenmangel. Offenbar bestimmt der Aktivator in erster Linie die Dauer der APTT
von Normalprobanden, wahrend die Empfindlichkeit fir Faktorenmangelzustande
von der Phospholipidzusammensetzung abhéngig ist. Unterstrichen wird dies auch
durch den Befund in dieser Studie, dass APTT-Methoden mit &hnlichem
Kontaktaktivator sehr unterschiedlich miteinander korrelieren konnen. Dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass andere Faktoren die Empfindlichkeit fir einen
Faktorenmangel oder eine Heparingabe in Wesentlichen beeinflussen.

4.1.3 Analysator

Auch der verwendete Analysator kann entscheidend fur die Eigenschaften einer
APTT-Methode sein. Der BCT liefert bei allen auf ihm getesteten Reagenzien kirzere
Gerinnungszeiten als der BFA. Besonders deutlich wird dies beim Neothromtin mit
einem Unterschied der Mediane von fast 5 Sekunden. Die entscheidende Rolle spielt
mit grol3er Wahrscheinlich die unterschiedliche Detektionsmethode der beiden
Analyser: Anscheinend reagiert die photometrische Methode des BCT sehr
empfindlich auf die Tribung durch die beginnende Bildung eines Fibrinsclots. Schon
geringere Abweichungen der Extinktion von der Baseline werden als Ende der
Messung bewertet. Die optomechanischen Methode des BFA hingegen detektiert erst
den vollstandig ausgebildeten Fibrinclot. Dieser fuhrt dann zu Spannungsveranderung
an der Fotozellen durch die mechanische Bewegung des Gerinnsels im Strahlengang.
Wichtig for Qualitdt einer APTT-Methode ist, dass sich das Reagenz fir die
verwendete Detektionsmethode eignet. Dies war in dieser Untersuchung bei
Pathromtin jedoch nicht der Fall, welches sich aufgrund seiner starken Tribung
durch Kaolin bei der photometrischen Gerinnungsdetektion Probleme bereitet.
Wurde diese und keine optomechanische verwendet, folgte eine Verminderung der
Sensitivitat fir Faktormangelzustanden und eine Uberempfindlichkeit fiir Heparin.
Eine Verwendung von triben Reagenzien kann daher auf photometrischen
arbeitenden Geraten nicht empfohlen werden. Ebenso bereiten triilbe Proben diesem
Detektionsverfahren Probleme. Im Gegensatz dazu hatte bei Verwendung des klaren
Reagenzes Pathromtin SL ein Wechsel des Analysators und damit der
Detektionsmethode zwar eine Anderung des Referenzbereiches zur Folge, doch war
die Empfindlichkeit fir einen Faktorenmangel an beiden Geraten vergleichbar.
Allerdings ergaben sich dann Unterschiede, wenn eine grol3ere Menge Heparin in
vitro dem Plasma zu gegeben wurde. Die photometrische Methode wies hierbei
langere Zeiten als die optomechanische auf. An Hand von drei Plasmen, die in 340
Laboratorien parallel gemessen wurden, konnte gezeigt werden, dass die
unterschiedliche Ratio aus der APTT eines Patientenplasmas zu einem
Normalplasma zu etwa 94% auf unterschiedliche Reagenzien zurlckzuflihren sei
und 6% auf die unterschiedlichen Detektionsmethoden (NAGHIBI et al. 1988). Auch
haben schon Veranderungen am Auswertealgorithmus bei der optischer Detektion
einen Einfluss auf die Dauer der gemessen APTT. Dieser Effekt tritt sowohl auf,
wenn die Art des Algorithmus als auch die Schwellwerte verandert werden. Daher ist
bei jeder  Anderung des Detektionsverfahrens einschlief3lich des
Detektionsalgorithmus der Referenzbereich erneut zu evaluieren. (HEINS und
REINAUER 1996)

Durch die Ergebnisse in Kapitel 3.1.2 (Seite 18) und 3.1.3 (Seite 19) konnte gezeigt
werden, dass die Verwendung eines vollautomatischen Analysegerates, sei es ein
photometrisch oder ein optomechanisch arbeitender  Analyser, zu
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zufriedenstellenden Ergebnissen hinsichtlich der intra- als auch interassay-Prazision
fuhrt, welche den VK manueller Methoden deutlich unterschreiten. Von einer
Doppelbestimmung der APTT fur Routineproben kann daher heutzutage auch aus
Kostengriinden abgesehen werden.

4.2 Bisherige Ansétze einer Standardisierung

42.1 Versuch der Normierung der Referenzbereiche: APTT-Ratio und
APTT-Quotient
Die Referenzbereiche sind sowohl von der Zusammenstellung des Reagenz als auch
vom verwendeten Analyser abhangig. Deshalb muss an den Herstellern der hier
untersuchten Reagenzien Kritik gelbt werden, da sie nicht in ihrem
Reagenzbeschreibung mitteilen, wann und an welchen Geraten ihr Referenzbereich
ermittelt worden ist. Mdglicherweise erklart dies auch zum Teil, warum die
Ergebnisse dieser Studie sich von den Herstellerangaben (Tabelle 13, Seite 17)
unterscheidet:
Selbst Behring-Reagenzien gemessen auf zwei Behring-Analysern zeigen
Abweichungen zwischen den Ergebnissen dieser Studie und den Herstellerangaben.
Zumindest im Falle des Neothromtin kann dies nicht nur statistisch bedingt sein.
Daher unterstreicht die vorliegende Arbeit noch einmal, was auch schon von
KOEPKE et. al (1995) und Kdhler (1995) gefordert worden ist: Der Referenzbereich
des Herstellers ist im anwendenden Labor an einer Referenzpopulation (mindestens
40 Probanden) zu uberprifen, bei Abweichung muss ein eigener Referenzbereich
ermittelt werden.
Auch die Referenzbereiche angegeben als APTT-Ratio entsprechen sich nicht.
Auffallend ist hier besonders das Verhalten von Neothromtin, welches am BCT den
engsten (Differenz 95. zu 5. Perzentil = 0,190), am BFA hingegen den weitesten
Bereich liefert. (0,292) Das bedeutet, allein durch ein Wechsel des Analysegerates
kann sich die Breite des Referenzbereiches um 54% erweitern. Bei den anderen
Methoden liegt diese Weite zwischen 0,206 und 0,270. Folglich ist auch die APTT-
Ratio nicht dazu eignet, vergleichbare Referenzbereiche zu erzeugen. lhr Einsatz
bietet somit keinen wesentlichen Vorteil gegentber der APTT in Sekunden mit
gleichzeitiger Nennung des Referenzbereiches.
Gleiches wirde auch fur den in der DIN 58908 ,Bestimmung der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit (APTT)“ (2000) genannten APTT-Quotienten gelten. Dieser wird
berechnet, indem die APTT des Patientenplasmas (APTT,) durch die APTT eines
Kalibrationsplasmas (APTT,) geteilt wird. Durch den Korrekturfaktor F wird noch der
Unterschied der APTT des Kalibrationsplasma zum Referenznormalplasma (APTT))
ausgeglichen:

APTT, APTT,
F F=
APTT, APTT,

APTT-Quotient =

Wirde man  vereinfacht davon ausgehen, dass die APTT des
Referenznormalplasma in etwa der Mitte des Referenzbereiches entspréache, so
lieBen sich dennoch nicht mit der Methode der Quotientenbildung die obere und
untere Grenze des Referenzbereiches vereinheitlichen, da in die Formel die
Spannbreite des Referenzbereiches nicht eingeht. Aul3erdem bertcksichtig diese Art
der Vereinheitlichung auch nicht das unterschiedliche Verhalten der einzelnen
Methoden der APTT im pathologischen Bereich. Der Referenzbereich wird an
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gerinnungsgesunden Personen gewonnen, die unterschiedlichen Eigenschaften der
Methoden hinsichtlich Heparin-, Lupusantikoagulans-, Faktormangelsensitivitat usw.
werden durch den Referenzbereich alleine also nicht erfasst. Ein &hnlicher
Referenzbereich zweier verschiedener Methoden hat somit keine Aussage uUber
deren Vergleichbarkeit im pathologischen Bereich.

Die Verwendung der APTT-Ratio verbessert jedoch die Prazision von Messungen des
gleichen Plasmas in verschiedenen Laboratorien, da mittels der APTT-Ratio eine
gewisse Anpassung der Wertlage erfolgt. (NAGHIBI, 1988) Daher verwenden vor allen
Dingen Ringversuchsorganisation die Ratio eines pathologischen Plasmas zu einem
mitversandten  Normalplasma zur Auswertung ihrer ha&mostaseologischen
Ringversuche. Ob dies jedoch die Qualitat der Analysen der Teilnehmer verbessert, ist
fraglich, da somit lediglich im Ringversuch das Verhéltnis der APTT zweier Proben zu
einander untersucht wird. Eine komplette Verschiebung der Wertlage im normalen und
pathologischen Bereich wiirde durch so eine Auswertung unerkannt bleiben.

4.2.2 Versuche der Normierung der Uberwachung der Heparintherapie

Der Umstand, dass auf dem Markt die unterschiedlichsten Reagenzien und
Analysatoren mit verschiedenen Detektionsweisen verwendet werden, sowie das
Fehlen eines Referenzreagenzes, haben bisher eine Standardisierung unmdéglich
gemacht. Dazu beigetragen hat auch die Tatsache, dass die APTT so vielen
verschiedenen Einflissen von Seiten des Untersuchungsgutes wie Faktorenmangel,
Inhibitoren, Lupusantikoagulantien und Heparin unterliegt: Da eine Standardisierung
fur alle diese Einflussfaktoren gleichzeitig sich sehr schwierig gestaltet, versprach
der Versuch einer Standardisierung der APTT von Patienten unter Heparintherapie
mehr Erfolgt, zu mal dies mit der International Normalized Ratio (INR) bereits fur die
Prothrombinzeit gegliickt ist.

Die INR wurde von der Weltgesundheitsorganisation WHO 1983 eingefuhrt, um die
Uberwachung der Cumarintherapie zu vereinheitlichen. (Ubersichten bei VAN DEN
BESSELAER 1991, HIRSH 1991b, LOELIGER 1985) BezugsgroRe fur die INR ist
die Prothrombinratio, also der Quotient aus Thromboplastinzeit des Patienten durch
die Thromboplastinzeit eines Normalplasmapools. Diese wird mit dem International
Sensitivity Index des Thromboplastinreagenzes potenziert. Die I1SI des ersten WHO-
Standards entspricht dabei 1,0. Jedes andere Thromboplastin wird kalibriert, indem
die Prothrombinratio von Normalplasmen und von Plasmen von Patienten unter
Cumarintherapie gegen das WHO-Thromboplastin gemessen und in einem
doppellogarithmischen System einander zugeordnet werden.

. _ ISI
Thromboplastinzeit des Patientenplasmas

INR =
Thromboplastinzeit des Normalplamapools

Diese Normierung der Prothrombinzeit ist allerdings nur anwendbar auf Plasmen, der
Gerinnungszeitverlangerung allein  auf eine stabile orale Antikoagulation
zuruckzufihren ist.

Der Versuch, dieses System auf die APTT bei heparinisierten Patienten zu
Ubertragen, misslang jedoch. REED et al. verteilten 1994 fiinf APTT-Reagenzien an
13 Laboratorien und lie3en dort eine frische Normalplasmaprobe und Plasma von
Patienten unter Heparintherapie analysieren. Unabhéangig davon, welches Reagenz
als Standardreagenz betrachtet wurde, lagen die Unterschiede der gewonnenen ISl
der einzelnen Laboratorien und die Unprazision innerhalb eines Labors und
zwischen den Labors unakzeptabel hoch. REED et al. folgerten daraus, dass ein
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solches System auf die APTT nicht Ubertragbar sei. Dies war auch schon 1986 von
NAGHIBI et al. nach Untersuchungen mit verschiedenen APTT-Reagenzien an
verschiedenen Analysern und mehren Laboratorien gefunden worden. Sie konnten
keine logarithmische Beziehung zwischen den einzelnen Methoden der APTT-
Bestimmung finden. Auch wenn VAN DER VELDE et. al (1995) einen weiteren,
angeblich positiven Versuch der Einfihrung eines Standardreagenzes und einer
Kalibration nach dem Vorbild der INR unternahmen, so konnte sich dies ebenfalls
nicht allgemein durchsetzen, da ihre guten Ergebnisse zwar fiir die drei untersuchten
Reagenzien zutrafen, aber nicht auf die Vielzahl der auf dem Markt befindlichen
Ubertragbar war.

Ein weiteres Problem stellt die fehlende Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus in vitro
Verdunnungsreihen auf das Verhalten der Methoden bei Untersuchung von Proben
heparinisierter Patienten. Trotzdem wird diese Art der Testevaluation in der
Standortbestimmung von KOHLER et al. (1995) zumindest zum orientierenden
Vergleich der Heparinsensitivitdten gefordert. Im Rahmen dieser Studie wurde das
Reagenz Pathromtin sowohl mit in vitro heparinisierten Plasmen als auch mit
Plasmen heparinisierter Patienten untersucht, flir welche die Heparinkonzentration
mittels eines chromogenen Anti-F Xa-Assays bestimmt wurde. Dabei haben sich fur
den therapeutischen Bereich der Heparintherapie unterschiedliche Werte ergeben:
Wenn man, wie BASU et al. (1972) den therapeutischen Bereich aus der oberen
Referenzbereichsgrenze heraus berechnet, so ist dieser relativ weit. Auffallend ist
auch, dass der durch den in vitro Versuch gewonnene Bereich kirzere
Gerinnungszeiten beinhaltet als wenn dieser an Hand von Patientenplasmen mit
linearer Regression zur Anti-F Xa-Aktivitat gewonnen wird. (Tabelle 18, Seite 33)
Ahnliche Ergebnisse sahen auch schon BAIN et al. (1980): Die Autoren konnten bei
einer Untersuchung mit sechs APTT-Reagenzien, unter anderem auch Pathromtin,
eine hohere Empfindlichkeit der APTT nachweisen, wenn in vitro zugesetztes
Heparin statt Heparin aus Plasmen antikoagulierter Patienten bei gleicher Anti-F Xa-
Aktivitdt gemessen wird. Zusatzlich haben VAN DER VELDE et al. (1995) ihre
Versuche zu Standardisierung der Therapietberwachung mittels APTT mit in vitro
aufgestockten Plasmen durchgefuihrt, aber gleichzeitig in den teilnehmenden Labors
ein Patientenplasma mit bekannter Anti-FXa-Aktivitat untersuchen lassen. Auch
hierbei ergaben sich niedrigere Resultate fur die APTT des Patientenplasma als von
den Daten der in vitro Studie erwartet werden musste. Zum selben Ergebnis kommt
noch eine weitere Studie mit in vitro und ex vivo Proben. (VAN DEN BESSELAAR et.
al 1990)

Der Unterschied zwischen der in vitro und ex vivo Heparinempfindlichkeit scheint bei
den einzelnen Methoden verschieden stark ausgepréagt ist. So fanden KITCHEN et
al. (1996) bei Vergleich britischer Ringversuche mit in vitro heparinisierten Proben
und Plasmen heparinisierter Patienten, dass die Methode, welche die hochste APTT-
Ratio bei in vitro heparinisierten Proben aufweist, eine niedrige Response fur das
Heparin in Plasmen heparinisierter Patienten besitzt als ein in der in vitro
Verdinnungsreihe  maRig  sensitives Reagenz. Die  Ergebnisse aus
Aufstockungsversuchen von Heparin in Normalplasmapools sind daher ungeeignet,
einen therapeutischen Bereich fur die jeweilige APTT-Methode zu ermitteln. Die auf
diese Weise gewonnenen Daten sind in ihrer Aussagekraft in hohem Mal3e
eingeschrankt.

In aktuell gultigen Leitlinien empfiehlt das College of American Pathologists (CAP)
(OLSON et al. 1998), dass der therapeutische Bereich fur jede APTT-Methode zu
bestimmen ist, indem in Plasmen von Patienten mit thromboembolischen
Erkrankungen die APTT und die Anti-F Xa-Aktivitdt gemessen wird und dann durch
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lineare Regression der Bereich der APTT berechnet wird, welcher einer Anti-F Xa-
Aktivitat von 0,3 IE/ml bis 0,7 IE/ml entspricht. Als Alternative wird auf3erdem
vorgeschlagen, zwischen dem einzufiihrendes und dem bisher verwendeten APTT-
Reagenz mit Hilfe dieser Plasmen einen Methodenvergleich durchzufihren und die
bisherigen Bereiche dann zu Ubernehmen, wenn sich beide Methoden als
vergleichbar darstellen. Die in Kapitel 3.1.5 (Seite 27) dargestellten
Methodenvergleiche an Plasmen heparinisierter Patienten verdeutlichen jedoch, wie
selten dies der Fall ist und daher wieder auf den Vergleich Anti-F Xa-Aktivitdt APTT
Zu gegriffen werden muss.

Auch die Leitlinien des National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, Approved Guideline 1996) sehen eine Bestimmung des therapeutischen
Bereiches an Hand der Bestimmung von APTT und Anti-F Xa-Aktivitat von Plasmen
heparinisierter Patienten vor. Eine Bestimmung mittels einer in vitro
Verdunnungsreihe wird in dieser Leitlinie noch als gleichwertig angesehen, was
jedoch wegen den Ergebnissen dieser Studie und der anderen hier dargestellten
Literatur abgelehnt werden muss. Im udbrigen liefert die deutsche Norm DIN 58908
zur Bestimmung der APTT keinen Hinweis zur Bestimmung eines therapeutischen
Bereiches.

Die Standardisierung der Heparintherapie im Sinne eines INR/ISI-System wird von
einigen Autoren eher fir ein untergeordnetes Problem gehalten (z. B. EBY 1997).
Immer haufiger wird ein niedermolekulares statt eines unfraktionierten Heparins
verwendet. Diese bedurfen in der Regel nicht einer Therapietberwachung und
werden zudem nicht adaquat von der APTT erfasst. EBY schlagt vor, die
Zusammenarbeit von Industrie und Laboratorien dahingehend zu verbessern, dass
der laboreigene therapeutische Bereich kostenglnstig mit Hilfe von versandten
Plasmen heparinisierter Spender bestimmt werden kann. Diese Forderung nach
kommerziell erhdltlichen Patientenplasmen mit bekannter Anti-F Xa-Aktivitat ist
jedoch auch heute noch nicht erfullt.

4.2.3 Verwendung der APTT zum Nachweis von Lupusantikoagulantien
Eine Verlangerung der APTT kann auch durch ein sogenanntes Lupusantikoagulans
(LA) bedingt sein. Wie in Kapitel 3.1.6 (Seite 33) dokumentiert und durch andere
Autoren (MANNUCCI et al. 1979, ADCOCK et al. 1992, Hartung et al. 1997)
beschrieben, ist die Sensitivitat fur LA sehr von der verwendeten Methode abhangig.
Allerdings darf die Diagnostik des LA nicht alleine durch die APTT erfolgen. Aufgrund
der geringen Sensitivitat eines einzelnen Testes wird empfohlen, mindesten zwei
(besser drei) unterschiedliche phospholipidabhéngige Teste hierflr zu verwenden.
(BRANDT et al. 1995) Dies kdnnen zum Beispiel eine LA-empfindliche APTT, eine
verdinnte Schlangengiftzeit (DRVVT) oder eine Kaolin Clotting Time (KCT) sein. Die
APTT besitzt zwar in Bezug auf die Erkennung von LA die hohere Sensitivitat als der
DRVVT, dafur ist dieser aber spezifischer. (ALVING et al. 1992) Hohe F VIiI-
Aktivitaten, wie z. B. wahrend der Schwangerschaft oder in einer akuten Phase einer
bakteriellen Infektion, kbnnen ein LA maskieren. (BLANCO et al. 1993, BRANDT JT
1991)

Zur Diagnostik des LA gehort auch die Verdinnung des Patientenplasmas mit
Normalplasma und Wiederholung der Teste, um so die Existenz eines Inhibitors
nachzuweisen. Wahrend ein Faktorenmangel durch Mischung mit einem
Normalplasma in seiner Konsequenz fir die Gerinnungszeit zum grofdten Teil
ausgeglichen wird, bleibt die Wirkung eines Gerinnnungsinhibitors auch im
Plasmatauschversuch  bestehen. In  einem dritten  Schritt muss die
Phospholipidabhangigkeit dieses Inhibitors dargestellt werden: Durch Zugabe von
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Phospholipiden in den Reaktionsansatz soll sich die Gerinnungszeit normalisieren.
Dies kann bei einer pathologischen DRVVT eine DRVVT mit einem Uberschuss an
Phospholipiden im Reagenz sein oder bei einer pathologischen APTT eine APTT-
Messung nach Zugabe von Phospholipiden oder mit einer LA-unempfindlichen
APTT. Daher ist es fur den Anwender von Bedeutung zu wissen, welches Reagenz
LA-empfindlich bzw. -unempfindlich ist. Zum Screening reicht das erstere, wahrend
fur die Bestatigung ein Plasmatauschversuch und eine Untersuchung mit LA-
unempfindlichen Reagenz notwendig ist. Die Existenz von Reagenzien
unterschiedlicher Empfindlichkeit gegeniiber LA ist daher, wenn sie in Kombination
angewendet werden, fur diese diagnostische Aufgabe von Vorteil.

4.3 Moglichkeiten der Standardisierung in der Zukunft

Die bereits erwahnte Methodenbeschreibung und die Definitionen von DIN sowie die
Leitlinien der NCCLS geben nur einen groben Rahmen vor, wie eine APTT technisch
durchzufihren ist. Die Art des verwendeten Thromboplastin, des verwendeten
Kontaktaktivators, die CaCl,-konzentration des Startreagenzes, die Inkubationsdauer
und die Methode zur Gerinnseldetektion sind frei wahlbar. Dadurch existiert auf dem
Markt eine grof3e Zahl von Methoden, die in ihren Eigenschaften nicht vergleichbar
sind und auch nicht durch mathematische Methoden (z. B. analog zur INR)
vergleichbar gemacht werden konnen. Es sind nur die Ergebnisse einer APTT
vergleichbar, welche aus dem selben Labor stammen, da in der Regel dem
beurteilenden Kliniker weder das verwendete APTT-Reagenz noch dessen
besonderen Eigenschaften bekannt sind. An Hand des gleichzeitig mitgeteilten
Normbereiches lasst sich allenfalls eine grobe Einteilung in normal und pathologisch
treffen, wobei jedoch die eine Methode im individuellen Fall einen leichten
Faktorenmangel oder ein schwaches LA erkennen kann und die andere nicht.

Da sich die Unterschiede der Methoden in erster Linie durch die unterschiedlichen
Reagenzien erklaren (NAGHIBI et al. 1988), ware die Festlegung eines
Referenzreagenzes der erste und wichtige Schritt flr eine Standardisierung und eine
Vergleichbarkeit der APTT. Dieses miusste jedoch folgende Eigenschaften besitzen:

Anwendbarkeit an verschiedenen Analysesystemen: Das Referenzreagenz
sollte klar sein, und sowohl an mechanischen wie auch an optischen Systemen
vergleichbare Ergebnisse zu fuhren.

Nur synthetische Bestandteile: Reagenzien mit Bestandteilen biologischen
Ursprung unterliegen einer nattrlichen Variabilitdt. Daher sind unterschiedliche
Eigenschaften von Charge zu Charge mdglich. (ROSBOROUGH 1998) Die
artifizielle, genau vorgegebene Produktion des gleichen partiellen Phospholipids
und des gleichen Oberflachenaktivators wéaren die Eigenschaften des so
erhaltenen  Reagenzes unabhangig von  Produktionszeitpunkt und
Produktionsort.

Hohe  Empfindlichkeit  gegentber  Faktorenmangeln und  far
Lupusantikoagulanzien, einen gut definierten therapeutischen Bereich fir
Heparin und Hirudin: Ansonsten héatte ein nicht standardisiertes Reagenz
Vorteile gegenuber dem Referenzreagenz, was dadurch besonders auf
internationaler Ebene (1ISO, WHO) eine Durchsetzung verhindern wirde.
Fehlender Patentschutz: Das Reagenz sollte von mdoglichst vielen
Diagnostikaherstellern produziert werden.

Eine solche Forderung nach einem einheitlichen APTT-Reagenz ist jedoch nur
schwer durchzusetzen, da andere wirtschaftliche Grinde diesem entgegenstehen.
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Auch wére die Standardisierung erst dann perfekt, wenn die gleiche
Detektionsmethode mit dem gleichen Auswertealgorithmus angewendet wirde. Bis
dahin sind wenigsten Mindestanforderungen an die Prazision und die Empfindlichkeit
einer zugelassen APTT-Methode zu stellen. Auch sollte es vermieden werden, dass,
wie im Bereich des Universitatsklinikums Dusseldorf, innerhalb einer Institution
verschiedene APTT-Reagenzien zur Anwendung kommen. Die Einfihrung eines
APTT-Reagenzes in ein Labor bedarf einer genauen Evaluierung. An Hand von
Plasmen gesunder Spender ist zu Uberprufen, ob der vom Hersteller ermittelte
Referenzbereich Ubertragbar auf das Labor oder ob durch Berechnung der
Perzentile ein eigener festzulegen ist. Die Bestimmung des therapeutischen
Bereiches der Heparintherapie kdnnte dadurch vereinfacht werden, dass aus den
Laboratorien Patientenplasmen mit bereits gemessener Anti-F Xa-Aktivitat zur
Verfigung gestellt werden. Durch deren Messung lieRe sich mit vertretbaren
Aufwand der therapeutische Bereich festlegen. Die bisher verwandte
Verdunnungsreihe eines Normalpoolplasmas mit Heparin ist fir die Festlegung des
therapeutischen Bereiches nicht geeignet.

Mdglicherweise wird sich der Bedarf einer Standardisierung der APTT vermindern,
weil statt der unfraktionierten vermehrt niedermolekularen Heparine zum Einsatz
kommen. Diese werden nicht mittels der APTT Uberwacht und weisen eine bessere
Vertraglichkeit bei gleichem Klinischen Erfolg auf. (LENSING et al. 1995) AulRerdem
konnten spezifischere Methoden der Therapieliberwachung wie die chromogene
Anti-F Xa-Bestimmung gunstiger und verfugbarer werden.

4.4 Anwendbarkeit der Modifikation der APTT zur Diagnostik der APC-
Resistenz

Einige der in dieser Studie untersuchten Methoden wiesen Probleme auf, die ihre
Praktikabilitat in gro3em Mal3stab einschréanken und deren Verwendung daher nicht
empfohlen werden kann:

Die Akzelerininaktivierung zeichnet sich durch eine sehr hohe Unprézision und eine
komplizierte Kalibration aus. Sie ist daher fir den praktischen Einsatz weniger
geeignet als die APTT-Ratio mit F V-MP-Vorverdinnung. Seit ihrer Vorstellung 1995
(HINTZ et al. 1995) fand sie daher auch lediglich Anwendung durch die gleiche
Arbeitsgruppe (HORSTKAMP et al. 1996).

Die APC-Response, welche auf einer chromogenen Bestimmung der F VIII-Aktivitat
in An- und Abwesenheit von APC beruht, differenziert nicht ausreichend zwischen
Gesunden und heterozygoten F V Leiden-Tragern. Dies wurde sowohl in der
Verdinnungsreihe einer homozygoten Merkmalstragerin mit Normalplasma als auch
bei Untersuchung der drei Plasmen heterozygoter Spender deutlich. Auch in einer
Studie, in welcher insgesamt 13 Methoden miteinander verglichen wurden, fand sich
mit dieser Methode ein groRer Uberlappungsbereich der Resultate beider Kollektive.
(TRIPODI et al. 1996) Zudem zeigen die Ergebnisse in dieser Arbeit, dass
Lupusantikoagulantien in einem besonderen Mal3e die APC-Response beeinflussen.
Eine APTT-abhangige Bestimmung der APC-Resistenz kann ohne F V-MP-
Vorverdinnung nicht mehr empfohlen werden. Zunachst wurde die Vorverdiinnung
eingefihrt, um Patienten unter oraler Antikoagulation untersuchen zu kdnnen.
(JORQUERA et al. 1994) Durch diese MalRnahme liel3 sich aber auch bei der
Untersuchung anderer Patientenplasmen die Sensitivitat und Spezifitdt in einem
erheblichen Mal3e steigern. (SVENSON et al. 1996) Auch in dieser Arbeit zeigte sich
ein heterozygoter F V Leiden-Trager ohne Faktorenmangel, welcher nicht durch den
Coatest ohne F V-MP-Vorverdinnung erfasst wurde. Durch die 1+4-Verdinnung mit
F V-MP kann der Einfluss eines Protein S-Mangels und einer erhéhten F VIII- oder F
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IX-Aktivitat auf die APC-Ratio in einem entscheidenden Masse vermindert werden.
(KRAUS et al. 1995) Auch lasst sich durch diese Malinahme Plasma mit einer
Heparinkonzentration bis zu einer Anti-F Xa-Aktivitat von 2 IE/ml sinnvoll
untersuchen. Bei einem hoheren Anteil sollte Heparin vor der Untersuchung
neutralisiert werden. Somit besitzen lediglich neben einer Mutation des Faktors V ein
Faktor V-Mangel, Lupusantikoagulantien und Hirudin in jedoch vermindertem Mal3e
Einfluss auf die zu bestimmende APC-Ratio bei Verwendung der F V-MP-
Vorverdiinnung.

Nur zwei der untersuchten Methoden zur Bestimmung der APC-Resistenz kdnnen
also zur Anwendung empfohlen werden: ProC APC von Behring und der Coatest
APC Resistance mit F V-MP-Vorverdiinnung. Beide bedienen sich einer F V-MP-
Vorverdinnung und der APTT mit und ohne Zugabe von APC in das Startreagenz.
Der Unterschied liegt somit im verwendeten Aktivatorreagenz und im F V-MP.
Allerdings werden sowohl von im ProC APC-Kit verwendeten Pathromtin SL als auch
von der Coatest APTT Silikate als Aktivator benutzt. Beide Teste wiesen in der
vorliegenden Untersuchung eine &hnliche untere Normbereichsgrenze fur die APTT-
Ratio, als auch fir die normierte APTT-Ratio auf. Die Prazision beider Methoden war
akzeptabel und sowohl in der Verdinnungsreine mit einem Plasma einer
homozygoten Merkmalstragerin und einem Normalplasma als auch bei der
Untersuchung von Plasma dreier heterozygoter zeigten sich beide Methoden eine
Sensitivitat von 100%. Lupusantikoagulantien haben auf beide Teste einen
storenden Einfluss, was sich jedoch weniger deutlich als bei der APC-Response
auspragt. Beim Verwendung des ProC APC bei LA-haltigen Plasmen zeigte in nur
einem Fall eine pathologische Ratio in drei Fallen wurde die maximale Messzeit
Uberschritten, weshalb keine APC-Ratio angegeben werden konnte.

Durch die Verwendung der normierten APC-Ratio, also der Angabe des Quotienten
aus der APC-Ratio des untersuchten Plasmas durch die APC-Ratio eines
Poolplasmas von Spender ohne F V Leiden, ergab sich kein Vorteil hinsichtlich der
Unterscheidung von Tragern und Nicht-Trager der Mutation. Zum gleichen Ergebnis
kommen auch TRIPODI et al. (1998) In dieser Arbeit wurde zudem noch auf die
Gefahr einer reduzierten Sensitivitdt des Testes hingewiesen, wenn auch nur ein
Spender im Poolplasma eine minderte APC-Resistenz aufweist. Daher muss bei
Verwendung der normierten APC-Ratio sichergestellt werden, dass bei allen
Spender genetisch ein F V Leiden ausgeschlossen ist.

Die Angabe der APC-Sensitivitdt in Prozent nach Kalibration mit zwei Plasmen
beruht auf einem Vorschlag von Behring, wird aber in der Literatur nicht zur
Beschreibung der APC-Resistenz verwendet. Die Verwendung der APC-Sensitivitat
bringt keinen Vorteil hinsichtlich einer Vereinheitlichung der Ergebnisse
verschiedener Methoden. So wird der Unterschied der unteren und damit
entscheidenden Referenzbereiche zwischen ProC APC und Coatest sogar noch
vergroBert (APC-Sensitivitat 91,2% zu 81,8% statt APC-Ratio 2,27 zu 2,30).
AulRerdem geht in die APC-Sensitivitat lediglich das Testergebnis aus der APTC und
nicht aus der unmodifizierten APTT ein. Somit haben Storfaktoren, die zu einer
Verlangerung der APTC fuhren (Heparin, Lupusantikoagulantien, Hirudin, F V-
Mangel) einen groéReren Einfluss auf das Ergebnis, als wenn dieser durch die
Division mit der APTT ohne APC-Zugabe herausgerechnet wird. Damit kann durch
Verwendung der APC-Sensitivitat ein Trager der F V Leiden Mutation, welcher diese
Storfaktoren ausweist, nur mit einer geringeren Sensitivitat als bei Verwendung der
APC-Ratio erkannt werden.

Nicht untersucht wurden in dieser Studie neueren Methoden, die statt der APTT eine
Schlangengiftzeit oder F Xa verwendeten. In einem Methodenvergleich konnte
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gezeigt werden, das sowohl diese als auch die APTT-Methoden mit F V-MP-
Vorverdiinnung eine 100% Sensitivitat und Spezifitat fir den Nachweis des Faktor V
Leiden aufweisen. Alle anderen Methoden wie der hier untersuchte auf Messung der
F Vllla basierende Test aber auch die APTT-basierenden Methoden ohne
Vorverdinnung erreichten dies nicht. (TRIPODI et al. 1996)

Vor Einsatz teurer molekularbiologischer Diagnostik eignen sich die APTT-
basierenden Methoden mit der F V-MP-Vorverdinnung als Screening in
hervorragender Weise. Von Anwendung der APC-Sensitivitat in Prozent, der
Akzelerininaktivierung und dem APC Response Assay muss zumindest bei
Anwendung auf dem BCT abgeraten werden. Die Verwendung der normierten APC-
Ratio bringt keine Vorteile.
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5 Zusammenfassung

Um die Vergleichbarkeit verschiedener Methoden zur Analyse der APTT zu
Uberprifen, wurden acht verschiedene kommerzielle APTT-Reagenzien an zwei
verschiedenen Analysatoren mit optomechanischer (BFA) bzw. photometrischer
Fibrinclotdetektion (BCT) untersucht:

Die Referenzbereiche und die Nachweisempfindlichkeit fir einen Faktorenmangel im
intrinsischen System, fur Heparin und Lupusantikoagulantien waren reagenz- und
gerateabhangig. Durch Bildung einer APTT-Ratio lie3en sich die Referenzbereiche
nicht vereinheitlichen. Mittels Neothromtin kann nicht zwischen einem leichten und
einem klinisch relevanten Faktorenmangel unterschieden werden. Die
Empfindlichkeit fur einen F Xll-Mangel ist bei den meisten Reagenzien schwacher
ausgepragt als fur die anderen untersuchten Faktorenmangel. Lediglich Pathromtin
SL weil3t an beiden Analysatoren hierfir eine hohe Empfindlichkeit auf und tbertrifft
auch beim Nachweis eines Mangels an F Xl, F IX und F VIII die anderen
untersuchten Reagenzien. Die Ergebnisse von in vitro Verdinnungsreihen kdnnen
hinsichtlich der Heparinempfindlichkeit nicht auf die Resultate von Patientenproben
Ubertragen werden. Fur jede Methode muss ein eigener therapeutischer Bereich mit
Hilfe von Plasmen heparinisierter Patienten bestimmt werden. Auch die
Lupusantikoagulanzempfindlichkeit stellt sich in einer Verdinnungsreihe anders als
bei Patientenplasmen dar.

Die Prazision der Methoden lag mit Ausnahme von Neothromtin und von APTT-L
dank der vollstandigen Analysenautomatisation in einem akzeptablen Bereich.

Eine hohe Korrelation wurde beim Vergleich von Pathromtin SL am BFA und am
BCT erreicht. Zwischen Methoden, welche denselben Oberflachenaktivator
benutzten, ergaben  sich  sehr  unterschiedliche  Korrelationen. Der
Korrelationskoeffizient veranderte sich, wenn der Vergleich statt an einen Kollektiv,
dessen APTT-Verlangerung auf einer Heparingabe beruht, an einem Kollektiv nicht
heparinisierter Patienten durchgefihrt wurde. Dies deutet auf unterschiedliche
Eigenschaften hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit fur Faktormangel und
Heparin.

Eine Standardisierung der APTT unter Verwendung mathematischer Methoden ist
mehrfach fehlgeschlagen. Um eine Vereinheitlichung Gber Mindestanforderungen an
die APTT hinaus zu erreichen, missten alle Hersteller ein chemisch einheitliches
APTT-Reagenzes produzieren. Dieses sollte eine hohe Faktormangel- und eine
hohe Lupusantikoagulanzempfindlichkeit sowie eine definierte Empfindlichkeit fur
Heparin und Hirudin aufweisen, damit es in dieser Beziehung den zur Zeit auf dem
Markt befindlichen Reagenzien nicht unterlegen ist. Bis dahin ist fir jede APTT-
Methode der Referenz- und der therapeutische Bereich sowie nach Mdglichkeit die
Nachweisempfindlichkeit fir Faktorenmangel und Lupusantikoagulanzien zu
evaluieren. Zumindest fir ein Universitatsklinikum ist es notwendig, in allen
angeschlossenen Laboratorien ein einheitliches Analysesystem durchzusetzen.
Hilfreich ware auch, wenn zur Bestimmung des therapeutischen Bereiches der
Heparingabe Patientenplasmen mit bekannter Anti-F Xa-Aktivitat kommerziell zu
Verfigung stehen wurden.

Untersucht wurden weiterhin vier Methoden zur Bestimmung der APC-Resistenz.
Wegen ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitdt eignen sich hervorragend die APTT-
basierenden Methoden mit F V-Mangelplasmavorverdiinnung als Screeningteste vor
Anwendung teurer genetischer Teste. Von der Verwendung von APTT-
Modifikationen ohne F V-MP-Vorverdinnung, von der APC-Sensitivitdt, von der
Akzelerininaktivierung und von Testen, welche auf Messung der F VIII-Aktivitat
beruhen, muss hingegen abgeraten werden.
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Zusammenfassung

Eine Anwendung der sogenannten normierten APC-Ratio besitzt keine Vorteile, da
sich hiermit die Referenzbereiche nicht vereinheitlichen lassen und auch keine
Verbesserung der Sensitivitat oder Spezifitat erreicht wird.
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Abkirzungen

7

AIT
APA
APC
APTC

APTT
AT
BFA
BCT
CaCl,
CAP
DRVVT
ECT

F V Leiden
Fl

Fll
Flla
FV

F Va

F V-MP
F VI

F Vlla
F VI

F Vllla
F VI
FIX

F IXa

F X

F Xa

F Xl

F Xla

F Xl

F Xlla
F Xl

F Xllla
FSP
HIT
HMWK
YA
IE/ml
INR
INSTAND

ISI

KCT
LA
LMWH
NaCl
NCCLS
nm

Abkurzungen

Akzelerin-Inaktivierungs-Test
Antiphospholipidantikdrper

Aktiviertes Protein C

modifizierte APTT, bei der dem CaCl, im Startreagenz auch APC
zugesetzt ist

aktivierte partielle Thromboplastinzeit
Antithrombin

Behring Fibrintimer A

Behring Coagulation Timer

Calciumchlorid

College of American Pathologist

diluted Russell viper venom time

Ecarin Clotting Time

Faktor V Leiden

Fibrinogen

Prothrombin

Thrombin

Gerinnungsfaktor V (Akzelerin)

aktivierter Faktor V, entspricht Faktor VI
Faktor-V-Mangelplasma

Gerinnungsfaktor VII (Prokonvertin)

aktivierter Faktor VII

Gerinnungsfaktor VIl (antihdmophiles Globulin A)
aktivierter Faktor VIII

inaktivierter Faktor VIII

Gerinnungsfaktor IX (antihamophiles Globulin B)
aktivierter Faktor 1X

Gerinnungsfaktor X (Stuart-Prower-Faktor)
aktivierter Faktor X

Gerinnungsfaktor XI (Rosenthal-Faktor)

aktivierter Faktor XI

Gerinnungsfaktor XII (Hageman-Faktor)

aktivierter Faktor XiII

Gerinnungsfaktor XIII (fibrinstabilisierender Faktor)
aktivierter Faktor Xl

Fibrinogenspaltprodukte

Heparin-induzierte Thrombozytopenie

high molecular weight kininogen

intravends

Internationale Einheiten pro Milliliter

International Normalized Ratio

Institut fir Standardisierung und Dokumentation im medizinischen
Laboratorium e. V.

International Sensitivity Index

Kaolin Clotting Time

Lupusantikoagulans

Low molecular weight heparin (niedermolekulares Heparin)
Natriumchlorid

The National Committee for Clinical Laboratory Standards
Nanometer
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Abkirzungen

PCR
PL

PTZ
PTT

S. C.
TZ
UFH
VK
vWF
vWS
WHO

Polymerasekettenreaktion

Phospholipide

Prothrombinzeit

partielle Thromboplastinzeit

Standardabweichung der Stichprobe bzw. Sekunden
subkutan

Thrombinzeit

unfraktioniertes Heparin

Variationskoeffizient

von Willebrand-Faktor

von Willebrand-Jurgens-Syndrom

World Health Organization (Weltgesundheitsorganisation)

77



Danksagung

8 Danksagung

Ich mochte Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Hans Reinauer meinen besonderen Dank fir
die Uberlassung des Themas, fir die Ermoglichung eines selbststandigen Arbeitens in
dem vom ihm geleiteten Institut und fur die wertvolle Beratung bei der vorliegenden
Dissertation aussprechen.

AulBerdem gilt mein Dank Herrn Dr. med. Michael Heins fiir seine fachliche
Unterstltzung in der experimentellen Phase dieser Arbeit sowie meinen Laborkollegen
Herrn Dr. rer. nat. Theodorus Akerboom, Frau Dr. med. Christiane Boogen, Herrn Dr.
med. Stefan Dederichs, Herrn Dr. rer. nat. Manfred Falck, Frau Dr. rer. nat. Urte
Fahron, Herrn Dr. med. Derik Hermsen, Herrn Dr. med. Matthias Imohl, Herrn Dr. med.
Kardorf-Kovacs, Frau Dr. med. Susanne Kolbe-Busch, Herrn Dr. rer. nat. Manfred
Reuschenbach und Herrn Bernd Zur fir ihre Ermutigung und Hilfsbereitschatft.

78



Tabellarischer Lebenslauf

Name

Wohnort, Stral3e
Geburtsdatum
Geburtsort
Eltern

Schwester
Schulbesuch

1977 - 1982
1982 - 1990

Wehrdienst
1990 - 1991

Tabellarischer Lebenslauf

Gunther Kappert

40591 Dusseldorf, Bensberger Weg 13

10 Juni 1971

Monchengladbach

Brigitta Kappert geb. Warnecke, Herrenschneiderin,
Friedrich Kappert, Kraftfahrer Gefahrgut; beide im
Ruhestand

Sabine Hermans, geb. Kappert, Arzthelferin

kath. Gottfried-Kricker-Grundschule, Willich
St. Bernhard Gymnasium, Willich, vorzeitiger Versetzung
vom 1. Halbjahr 10 ins 2. Halbjahr 11

Militarkrafttanrer BCE und Ordonanz, Augustdorf und
Dulmen

Studium der Humanmedizin

1991 - 1998
Famulaturen

Praktisches Jahr

Erasmusstipendium

Arzt im Praktikum
Jul 1998 - Dez 1999

Weiterbildung
Jan 2000 - heute

Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf
Innere  Medizin, Augenheilkunde
Laboratoriumsmedizin, Gynakologie
Wabhlfach: Péadiatrie; Chirurgisches Terzial in Italien
Visceralchirurgie (4 Monate), Universita degli Studi di
Padova, Padua, Italien

(Perugia, ltalien),

Klinik fur Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie,
Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Direktor: Univ.-Prof.
Dr. med. D. Haussinger

Wissenschaftlicher Mitarbeiter im Zentralinstitut fir Klinische
Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, Heinrich-Heine-
Universitat Disseldorf, kommissarischer Direktor: Univ.-Prof.
Dr. med. H. Reinauer



Abstract: Vergleichbarkeit der Methoden zur Bestimmung der Aktivierten Partiellen
Thromboplastinzeit und der Resistenz gegen aktiviertes Protein C
von Ginther Kappert

Um die Vergleichbarkeit verschiedener Methoden zur Analyse der Aktivierten Partiellen
Thromboplastinzeit (APTT) zu Uberprifen, wurden acht verschiedene kommerzielle APTT-
Reagenzien an zwei verschiedenen Analysatoren mit optomechanischer bzw. photometrischer
Fibrinclotdetektion untersucht:

Die Referenzbereiche und die Nachweisempfindlichkeit fiur einen Faktorenmangel im
intrinsischen  System, fur Heparin und Lupusantikoagulantien waren reagenz- und
gerateabhangig. Durch Bildung einer APTT-Ratio lieRen sich die Referenzbereiche nicht
vereinheitlichen. Mittels Neothromtin kann nicht zwischen einem leichten und einem Kklinisch
relevanten Faktorenmangel unterschieden werden. Die Empfindlichkeit fir einen Faktor XlI-
Mangel ist bei den meisten Reagenzien schwacher ausgepragt als fur die anderen
untersuchten Faktorenmangel. Lediglich Pathromtin SL weil3t an beiden Analysatoren hierfir
eine hohe Empfindlichkeit auf und tbertrifft auch beim Nachweis eines Mangels Faktor XI, IX
und VIII die anderen untersuchten Reagenzien. Die Ergebnisse von in Vvitro
Verdunnungsreihen kénnen hinsichtlich der Heparinempfindlichkeit nicht auf die Resultate von
Patientenproben Ubertragen werden. Fur jede Methode muss ein eigener therapeutischer
Bereich mit Hilfe von Plasmen heparinisierter Patienten bestimmt werden. Auch die
Lupusantikoagulanzempfindlichkeit stellt sich in einer Verdinnungsreihe anders als bei
Patientenplasmen dar.

Die Prazision der Methoden lag mit Ausnahme von Neothromtin und von APTT-L dank der
vollstédndigen Analysenautomatisation in einem akzeptablen Bereich.

Eine hohe Korrelation wurde beim Vergleich von Pathromtin SL am BFA und am BCT erreicht.
Zwischen Methoden, welche denselben Oberflaichenaktivator benutzten, ergaben sich sehr
unterschiedliche Korrelationen. Der Korrelationskoeffizient veranderte sich, wenn der Vergleich
statt an einen Kollektiv, dessen APTT-Verlangerung auf einer Heparingabe beruht, an einem
Kollektiv nicht heparinisierter Patienten durchgefiihrt wurde. Dies deutet auf unterschiedliche
Eigenschaften hinsichtlich der Nachweisempfindlichkeit fir Faktormangel und Heparin.

Eine Standardisierung der APTT unter Verwendung mathematischer Methoden ist mehrfach
fehlgeschlagen. Um eine Vereinheitlichung Uber Mindestanforderungen an die APTT hinaus zu
erreichen, mussten alle Hersteller ein chemisch einheitliches APTT-Reagenzes produzieren.
Dieses sollte eine hohe Faktormangel- und eine hohe Lupusantikoagulanzempfindlichkeit
sowie eine definierte Empfindlichkeit fir Heparin und Hirudin aufweisen, damit es in dieser
Beziehung den zur Zeit auf dem Markt befindlichen Reagenzien nicht unterlegen ist. Bis dahin
ist fir jede APTT-Methode der Referenz- und der therapeutische Bereich sowie nach
Mdoglichkeit die Nachweisempfindlichkeit fir Faktorenmangel und Lupusantikoagulanzien zu
evaluieren. Zumindest fir ein Universitatsklinikum ist es notwendig, in allen angeschlossenen
Laboratorien ein einheitliches Analysensystem durchzusetzen. Hilfreich ware auch, wenn zur
Bestimmung des therapeutischen Bereiches der Heparingabe Patientenplasmen mit bekannter
Anti-F Xa-Aktivitdt kommerziell zu Verfigung stehen wiirden.

Untersucht wurden weiterhin vier Methoden zur Bestimmung der Resistenz gegen aktiviertes
Protein C (APC). Wegen ihrer hohen Sensitivitat und Spezifitdt eignen sich die APTT-
basierenden Methoden mit Faktor V - Mangelplasmavorverdinnung hervorragend als
Screeningteste vor Anwendung teurer genetischer Methoden. Von der Verwendung von
APTT-Modifikationen ohne Faktor V - Mangelplasmavorverdinnung, von der APC-
Sensitivitdt, von der Akzelerininaktivierung und von Teste, welche auf Messung der Faktor
VIII-Aktivitat beruhen, muss hingegen abgeraten werden. Eine Anwendung der sogenannten
normierten APC-Ratio besitzt keine Vorteile, da sich hiermit die Referenzbereiche nicht
vereinheitlichen lassen und auch keine Verbesserung der Sensitivitat oder Spezifitat erreicht
wird.



