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Zusammenfassung

Thrombininhibitoren sind als Antikoagulans für spezielle
Indikationen zur Therapie zugelassen. Studien, in denen
diese Medikamente mit anderen Antikoagulantien vergli-
chen wurden, zeigten z.B. auch bei Patienten mit Myo-
kardinfarkt, instabiler Angina, tiefer Venenthrombose,
disseminierter intravasaler Gerinnung und extrakorpora-
ler Zirkulation Vorteile. Bei therapeutischer Dosierung ist
ein Monitoring notwendig, für welches die aktivierte par-
tielle Thromboplastinzeit (APTT) und Modifikationen der
aktivierten Gerinnungszeit (ACT) verwendet wurden. In
vielen Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass diese
Tests nicht sensitiv genug sind, um Spiegel im therapeu-
tischen oder toxischen Bereich zu überwachen. Die Tests
weisen bei gleicher Dosierung große interindividuelle
Schwankungen auf, weswegen häufig eine Ratio ange-
geben wird. Die Korrelation mit den Ergebnissen der
Ecarin-Gerinnungszeit (ECT), enzymimmunologischen
und chromogenen Substrattests ist schlecht. Eine
Bestimmung der Plasmaspiegel mit Hilfe chromogener
Substrattests ist an Analysatoren oder als Bedside-
Methode mit kleinen Photometern möglich. Diese Tests
sind sehr präzise, weisen einen weiten Messbereich auf
und werden nicht durch Heparin und Antithrombin
gestört. Sie zeigen eine gute Korrelation mit der ECT. Die
ECT kann aus Vollblut oder Plasma bestimmt werden,
abhängig davon, ob eine mechanische oder eine opti-
sche Detektion der Gerinnungszeit verwendet wird. Die
ECT kann ebenfalls als Bedside-Methode durchgeführt
werden. Die Impräzisionen und der Messbereich des
Tests sind mit denen der chromogenen Methoden ver-
gleichbar. Testeinschränkungen sind nicht bekannt.
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Chromogene Tests oder die ECT sind für das Monitoring
der Therapie mit Thrombininhibitoren am besten geeig-
net. Die APTT sollte nur dann verwendet werden, wenn
keine anderen Methoden verfügbar sind.

Schlüsselwörter: aktivierte partielle Thromboplastinzeit;
chromogener Substrattest; Ecarin-Gerinnungszeit; the-
rapeutisches Drugmonitoring; Thrombininhibitoren.

Abstract

Direct thrombin inhibitors are licensed for anticoagulant
therapy in several indications. The results of studies
comparing these drugs with other antithrombotics also
indicate a benefit in patients with myocardial infarction,
unstable angina, deep venous thrombosis, disseminated
intravascular coagulation, and during extracorporeal cir-
culation. It has been shown that the various indications
for this agent require a monitoring of blood levels. Acti-
vated partial thromboplastin time (APTT) and modifica-
tions of activated clotting time (ACT) have been used for
this purpose. However, it could be demonstrated that
these methods cannot be adapted to the monitoring of
thrombin inhibitors because they are not sensitive
enough to measure relevant blood levels in the therapeu-
tic or toxic range and individual values vary too much.
The correlation with the results of ecarin clotting time
(ECT) and enzyme immunological and chromogenic sub-
strate assays is poor. Direct measurement of thrombin
inhibitor plasma levels using chromogenic substrates can
be performed with automated analyzers and with small
photometers as a bedside method. These tests are very
precise, offer a wide measuring range and are not dis-
turbed by heparin and antithrombin. Chromogenic sub-
strate assays show a good correlation with the ECT.
Depending on whether mechanical or optical measure-
ment of clotting time is used, the ECT can be performed
in whole blood or plasma. The performance of ECT
measurement also allows bedside monitoring. Test char-
acteristics like imprecision and measuring range are
comparable to the results of chromogenic substrate
assays. Limitations of ECT monitoring are not known. In
conclusion, the use of chromogenic substrate or ECT
measurement is the best approach for monitoring throm-
bin inhibitor levels. APTT should be determined if other
methods are not available.
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Einleitung

Vor fast zehn Jahren sind Thrombininhibitoren (TI), ins-
besondere rekombinantes Hirudin (r-Hirudin) und Arga-
troban, erstmals als Antikoagulantien für spezielle
Indikationen zur Therapie zugelassen worden. Diese und
andere Präparate (z.B. Melagatran) sind in zahlreichen
Untersuchungen getestet worden, so dass ausreichend
Erfahrungen vorhanden sind, die zeigen, dass eine The-
rapie nicht in jedem Falle ohne ein Monitoring auskommt
w1–9x. Nicht notwendig ist eine Therapieüberwachung
während einer Thromboseprophylaxe bei Patienten ohne
Gegenanzeigen und ohne Einnahme weiterer Medika-
mente w10x.

Werden hingegen Patienten mit Leberfunktionsstörun-
gen oder unter Kombinationstherapie mit oralen Antikoa-
gulantien behandelt oder bei Anwendung der Präparate
im Kindesalter ist eine Therapieüberwachung unerläss-
lich. Ebenfalls notwendig ist das Monitoring schon bei
mäßiger Nieren- und Leberfunktionseinschränkung, da
r-Hirudin renal bzw. Argatroban hepatisch eliminiert wer-
den w11, 12x. Eine Kumulation z.B. des r-Hirudins im Blut
um mehr als das 20-fache (Plasmahalbwertzeit bei nor-
maler Nierenfunktion: 1–2 h) ist je nach Schweregrad der
Nierenerkrankung zu beobachten w13, 14x. Aber auch bei
Patienten unter Behandlung mit Plättchenaggregations-
hemmern und/oder nichtsteroidalen Antirheumatika sind
TI mit Vorsicht anzuwenden, da vergleichbar mit anderen
antikoagulatorisch wirksamen Medikamenten auch bei
Verwendung von TI mit einem erhöhten Blutungsrisiko zu
rechnen ist. Hinzu kommt, dass alle thrombinabhängigen
Tests (z.B. Quick, APTT, TZ, Einzelfaktoren, Inhibitoren)
bereits durch niedrige TI-Dosierungen gestört werden, so
dass auch aus diagnostischen Gründen die Kenntnis der
Plasmaspiegel zur Interpretation dieser Befunde hilfreich
ist w15x.

Aufgrund des engen therapeutischen Bereiches der TI
sind Überdosierungen nicht immer zu vermeiden, so
dass nur unter Therapiekontrolle rasche Dosisanpassun-
gen durchgeführt werden können w1–3x. Problematisch
ist, dass keine Antidote verfügbar sind. Ein solches Anti-
dot zur Neutralisierung der TI-Wirkung stünde im Falle
des r-Hirudins in Form von Meizothrombin oder eines
Meizothrombinderivates prinzipiell zur Verfügung und
könnte auch in seiner Wirksamkeit durch das Monitoring
nachgewiesen werden. Die Substanzen sind jedoch kom-
merziell nicht erhältlich w16x. Zur Neutralisation anderer TI
gibt es keine Antidote. Zur schnellen TI-Elimination aus
dem Blut sind zurzeit nur die Hämofiltration oder eine
Hämodialyse mit Highflux-Dialysatoren geeignet w11, 17x.

Da in den Fachinformationen der Medikamentenher-
steller detaillierte Angaben zur Therapiekontrolle enthal-
ten sind, wird die Notwendigkeit für das Monitoring der

Therapie mit TI zusätzlich untermauert. Die Empfehlun-
gen bezüglich des Testverfahrens sind einheitlich und
sehen die Durchführung der APTT vor w18, 19x. Aufgrund
der Bedeutung des Therapiemonitorings bei Verwendung
von TI und der Vielzahl an Methoden zum Nachweis des
Medikamentes stellte sich schon sehr früh die Frage, ob
die APTT tatsächlich ein geeigneter Test zur Kontrolle der
TI-Therapie ist w20, 21x.

Prinzipiell stehen folgende Testverfahren zur
Verfügung:

– Globaltests
Thrombinzeit (TZ) und quantitative Thrombinzeit
(QTT)
aktivierte Gerinnungszeit (ACT)
aktivierte partielle Thromboplastinzeit (APTT)

– immunologische Tests (ELISA)
– Thrombinhemmtests

chromogener Substrattest
Ecarin-Gerinnungszeit (ECT) und ECT-Modifika-
tionen

Grenzen des bisherigen Monitorings mit
Globaltests

Parallel zu den Untersuchungen über den Mechanismus
der blutgerinnungshemmenden Wirkung des Hirudins
wurde von Markwardt und Mitarbeitern bereits in den
Fünfzigerjahren eine Bestimmungsmethode für Hirudin
beschrieben w22, 23x. Sie verwendeten eine Thrombinti-
trationsmethode, bei der die hirudinhaltige Lösung mit
Citratplasma und steigenden Mengen einer kalibrierten
Thrombinlösung bis zum Eintritt der Gerinnung versetzt
wurde. Da viele Thrombinhandelspräparate nicht nur aus
reinem a-Thrombin bestehen, sondern auch Autolyse-
produkte enthalten, die zwar Hirudin binden, aber keine
Gerinnung auslösen, wurden die Titrationstests durch
amidolytische Verfahren (chromogene Substrattests)
abgelöst w24–26x.

Bei klinischen Untersuchungen (Thrombolyse bei Myo-
kardinfarkt w1–3x, Thromboseprophylaxe w10x, Hämodia-
lyse w13, 14x, instabile Angina pectoris und perkutane
transluminale Koronarangioplastie w18, 19, 27x, Therapie
tiefer Venenthrombosen w28x, disseminierte intravasale
Gerinnung w29x, kardiochirurgische Eingriffe w30, 31x)
wurden zur Kontrolle und Steuerung der Therapie mit TI
mehrheitlich Globaltests verwendet, neben der aktivier-
ten Gerinnungszeit (ACT) insbesondere die aktivierte par-
tielle Thromboplastinzeit (APTT) w30x. Betrachtet man
jedoch die Dosis-Wirkungsbeziehung der TI-Plasmaspie-
gel zu den Sekundenzeiten der Globaltests, so erkennt
man, dass ein linearer Zusammenhang bei der ACT völlig
fehlt und bei der APTT nicht über einen weiten Mess-
bereich gegeben ist w21, 30–33x. Bereits bei mittleren
therapeutischen Spiegeln (bei r-Hirudin )0,6 mg/L) ist im
Gegensatz zu amidolytischen Tests und der ECT der
APTT-Anstieg nicht mehr linear, so dass genaue Mess-
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werte bei höheren TI-Konzentrationen wegen der gerin-
gen Sensitivität nicht erwartet werden können w33x.
Dieses in mehreren Studien nachgewiesene Pro-
blem ist unter anderem auf die großen interindividuellen
Schwankungen im Ansprechen auf die Medikamente
zurückzuführen w20, 21, 34x.

Diese Schwierigkeiten hat man durch Verwendung der
APTT-Ratio (das Vielfache der Ausgangsmesszeit) zu
umgehen versucht und konnte auch gute Ergebnisse
erzielen w35x. Im Gegensatz dazu zeigten aber andere in
vitro- wie in vivo-Untersuchungen, dass sich die APTT-
Ratio bei Zusatz von Hirudin zu Normalplasma ebenfalls
nicht linear zur Hirudin-Konzentration verhält w21, 34x.
Nur geringe Steigerungen werden im Hochdosis-Bereich,
z.B. bei r-Hirudin oberhalb von 1,0 mg/L, beobachtet.
Erst bei einer doppeltlogarithmischen Darstellung erhält
man eine lineare Beziehung zwischen der APTT-Ratio
und der TI-Konzentration, jedoch nicht über den gesam-
ten therapeutischen Bereich w21, 34x. Da nicht selten
höhere Spiegel auftreten, kann diese Art der Bestimmung
und ihre Form der Auswertung nicht als problemgerecht
angesehen werden. Ein weiterer Nachteil der APTT-Ratio
im Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Messergebnisse
liegt in den zum Teil erheblichen Abweichungen bei Ver-
wendung unterschiedlicher Reagenzien w25, 34x. Hiervon
sind neuere APTT-Reagenzien nicht ausgenommen. Bei
r-Hirudin-Konzentrationen von 1,5 mg/L können je nach
Reagenz APTT-Ratios von 2 bis fast 3,5 erreicht werden.
Es ist bekannt, dass in einem Kontrollkollektiv unter
Heparinmedikation ausgeprägtere Verlängerungen der
APTT gemessen werden als unter einer gleich effektiven
TI-Therapie w19, 36–38x.

Eine etwas bessere Linearität der Dosis-Wirkungsbe-
ziehung für die APTT findet sich bei Argatroban. In einer
Untersuchung von Francis und Hursting zeigen 21 kom-
merzielle APTT-Reagenzien über den gesamten Mess-
bereich einen nahezu linearen Anstieg der APTT (bei
doppelt logarithmischer Darstellung). Jedoch besteht
auch bei Argatroban das Problem, dass unterschiedliche
APTT-Reagenzien sehr unterschiedlich sensitiv auf den TI
reagieren. So kann eine APTT-Ratio von 3,0 in Abhängig-
keit vom verwendeten Reagenz bei Argatroban-Konzen-
trationen von 1,0 bis 2,5 mg/mL gefunden werden w58x.

Da die APTT nicht als idealer Test für die Kontrolle und
Steuerung der TI-Therapie gelten kann, können auch von
der Bestimmung der ACT keine besseren Ergebnisse
erwartet werden. Diese sehr einfach durchzuführende
Methode wurde im Rahmen kardiochirurgischer Eingriffe
mit extrakorporaler Zirkulation untersucht w30, 31, 34x.
Übereinstimmend kommen die Untersucher zum
Schluss, dass die ACT-Ratio wegen der sehr schlechten
Beziehung zu den TI-Plasmaspiegeln für das Monitoring
ungeeignet ist, obwohl Plasmakonzentrationen (bei r-
Hirudin bis 6 mg/L) erfasst werden können. Auch die
konventionelle TZ ist wegen eines massiven Anstiegs der
Gerinnungszeit bereits bei sehr niedrigen Konzentratio-
nen und einer fehlenden linearen Dosis-Wirkungsbezie-

hung zu den TI-Plasmakonzentrationen für das
Monitoring nicht geeignet w33x.

Wesentlich sensitiver sind immunologische Nachweis-
verfahren, die zur Bestimmung der r-Hirudin-Plasmakon-
zentration in wenigen Studien neben der APTT
Verwendung fanden w37x. Diese Tests, die als Sandwich-
wie auch als kompetitive ELISA-Methoden mit polyklo-
nalen und monoklonalen Antikörpern verfügbar sind,
zeichnen sich durch eine gute Reproduzierbarkeit
(Intraassay-Impräzisionen -4%, Interassay-Impräzisio-
nen -7%) und eine gute Wiederfindung (92–107%) aus
w39–43x. Der Sandwich-Assay deckt einen weiten Mess-
bereich (0,1–5,0 mg/L) ab, während die kompetitive
Methode sehr sensitiv im niedrigen Konzentrationsbe-
reich (0,02–1,0 mg/L) ist w43x. Nachteilig sind bei beiden
Methoden die langen Messzeiten ()1,5 h) und die
Tatsache, dass sie nicht rund um die Uhr durchgeführt
werden können.

Optimierung des Monitorings durch
automatisierte TI-Bestimmungen

Die APTT war in allen klinischen Studien die Nachweis-
methode der Wahl, obwohl Thrombinhemmtests schon
früh zur Verfügung standen. Der erste Test, mit dem TI
aus Plasmaproben unter Verwendung chromogener Sub-
strate nachgewiesen werden konnten, wurde bereits
1982 von Markwardt beschrieben w45x. Die Reaktion des
Thrombins mit Hirudin in Gegenwart des Substrates
Chromozym TH in verdünnten Plasmaproben reduzierte
die interferierenden Effekte von Fibrinogen und Anti-
thrombin und war über einen weiten Messbereich (10
mg/L) linear. In verschiedenen pharmakologischen Stu-
dien mit natürlichem und rekombinantem Hirudin erwies
sich diese Methode in humanen wie auch in Tier-Unter-
suchungen als sehr zuverlässig w46, 47x. Durch weitere
Optimierungen in der Testdurchführung (z.B. Zugabe von
Aprotinin und Polypren) sind chromogene Substratas-
says heute die am wenigsten störanfälligen Methoden
zum Nachweis von TI im Plasma w48, 49x. Sie eignen sich
zur Bestimmung von TI in allen Körperflüssigkeiten und
korrelieren mit der HPLC-Bestimmung des reinen Wirk-
stoffs w50x. Darüber hinaus ermöglichen Adaptationen
des amidolytischen Tests an Analysatoren eine zeitnahe
und kostengünstige Erstellung der Messergebnisse
(-15 min.) w51x.

Da interindividuelle Schwankungen bei diesen Bestim-
mungen in viel geringerem Maße beobachtet werden als
bei der Messung der APTT, eignen sich die amidolyti-
schen Tests besser zum Therapiemonitoring. Dies gilt
insbesondere für die automatisierten Methoden w51x.
Wird das Thrombinreagenz als Startreagenz nach Zuga-
be des chromogenen Substrates zum Plasma eingesetzt,
kann eine mögliche Beeinflussung des Testergebnisses
durch die langsamer ablaufende Inhibition über den He-
parin-Antithrombin-Komplex vernachlässigt werden.
Impräzisionen von Tag zu Tag mit VKs -5% und ein
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Messbereich, der sich bei non-linearer Kalibration und
geringem Probenvolumen (-15 mL) von 0,2 bis
4,0 mg/L TI im Plasma erstreckt, erweisen sich im Ver-
gleich zur APTT als weit überlegen. Durch Modifikation
des Probenvolumens lässt sich die Empfindlichkeit des
Tests im unteren wie im oberen Messbereich erweitern.
Die Messergebnisse der amidolytischen Assays sind mit
den Resultaten immunologischer Tests gut vergleichbar.
Der Methodenvergleich mit einer ELISA-Methode in einer
eigenen Untersuchung ergab einen sehr guten Korrela-
tionskoeffizienten (rs0,964, ns323) w51x.

Ebenso wie die meisten immunologischen Tests
erfasst dieser Thrombininhibitionstest keine TI-Thrombin-
komplexe. Wie aus in vitro- und in vivo-Experimenten im
Tiermodell bekannt ist, spielt der TI-Anteil in den TI-
Thrombinkomplexen keine Rolle, da seine Konzentration
nur etwa 1% der Plasmakonzentration des freien TI
beträgt w44, 52x.

Eine Alternative zu den chromogenen Substratassays
ist ein koagulometrischer Thrombinhemmtest, die Ecarin-
Gerinnungszeit (ECT) w33, 53x. Die ECT ist eine schnelle
und sensitive Methode zur Bestimmung von TI in Vollblut
und Plasma. Die Bestimmung in anderen Körperflüssig-
keiten erfordert den Zusatz eines Standardplasmas w33x.
Im ECT-Test wird ein gereinigtes Enzym der Echis cari-
natus-Schlange verwendet, das als Prothrombinaktivator
fungiert w33x. Im Gegensatz zur Prothrombinase entste-
hen bei der Ecarin-induzierten Prothrombinaktivierung
ohne Zuhilfenahme von Kofaktoren Intermediärprodukte
wie z.B. das Meizothrombin w54x. Im Vergleich zum
Thrombin besitzt das Meizothrombin eine deutlich gerin-
gere prokoagulatorische Aktivität, bindet aber ebenso
rasch TI und wird dadurch inhibiert. Über Meizothrombin
wird nach Neutralisation des in der Probe vorhandenen
TIs der Gerinnungsprozess angestoßen, da durch Auto-
katalyse bzw. in Gegenwart von Spuren der Faktoren Xa
und Va sehr schnell a-Thrombin entsteht w54x. Die Ecarin-
induzierte Aktivierung des Prothrombins ist unabhängig
von der Anwesenheit gerinnungsfördernder Phospholi-
pide w55x.

Zur Testdurchführung werden 100–200 mL Plasma
oder Vollblut mit 20–50 mL Ecarin (4–10 U/mL) versetzt
und die Gerinnselbildung wird in weniger als 5 min.
detektiert w33, 53x. Das Testergebnis kann als Messzeit
in Sekunden, als Ecarinzeit-Ratio oder als TI-Konzentra-
tion angegeben werden. Die Impräzisionen von Tag zu
Tag liegen mit 5–6% VK nur geringfügig über denen der
chromogenen Assays w53x. Die Korrelation zwischen der
ECT-Prolongation (Plasma) und der TI-Konzentration im
Plasma zwischen 0,05 und 5 mg/L ist gut (rs0,94). Dies
erlaubt nicht nur die Überwachung therapeutischer Plas-
maspiegel, sondern auch die Erkennung möglicher
Unter- oder Überdosierungen des Medikamentes. Die
ECT ist nicht unabhängig von Verminderungen der Fibri-
nogenkonzentration (bis 750 mg/L) und der Prothrombin-
aktivität (bis 40%) im Plasma w53, 56x. Eine
1q1-Verdünnung eines Normalplasmapools mit der
Patientenprobe kann jedoch eine Beeinflussung des

Testergebnisses durch erniedrigte Fibrinogen- und/oder
Prothrombinspiegel in der Probe aufheben. Heparin ist
nicht in der Lage, eine Inhibition des Meizothrombins
durch Antithrombin zu katalysieren. Daher ist die Bestim-
mung von TI im Blut auch in Gegenwart hoher Heparin-
dosen (bis 2 IU/mL) möglich. Ein weiterer Vorteil dieser
Bestimmungsmethode ist, dass sie ohne Schwierigkeiten
an Gerinnungsanalysatoren adaptiert werden kann. Die
Kalibrationskurve ist an den Geräten über mehrere
Wochen stabil. Durch Auftauen von tiefgefrorenen Portio-
nen des Testreagenzes (bei y708C, haltbar mindestens 6
Monate) kann bei Testanforderung rasch und kosten-
günstig eine Bestimmung durchgeführt werden.

Die ECT wurde mit Hilfe entsprechender Cartridges
auch an Point-of-Care-Test-Systemen (POCT) etabliert.
Diese Testsysteme sind der Automaten-adaptierten ECT
in ihren klinisch-chemischen Eigenschaften jedoch unter-
legen (eigene unveröffentlichte Daten).

Eine interessante Variante der ECT ist der Ecarin Chro-
mogenic Assay (ECA) w57x. Mit diesem Test werden die
Nachteile der ECT umgangen, da Meizothrombin anstelle
von Fibrinogen ein chromogenes Substrat umsetzt.
Außerdem wird exogenes humanes Prothrombin über
den Reaktionspuffer im Testansatz verwendet, so dass
die Bestimmung vom endogenen Prothrombingehalt
unabhängig ist. Durch enstsprechende Adaptation der
Methode können sowohl Hirudin als auch andere direkte
Thrombininhibitoren gemessen werden. Die Validations-
daten zeigen, dass es sich um einen schnell durchführ-
baren, präzisen (VK -4%) und über einen weiten
Messbereich (0,1–3,0 mg/L für r-Hirudin) linearen Test
handelt w57x. Ebenso wie die ECT kann auch der ECA als
POCT-Methode verwendet werden.

Eine optimal angepasste TI-Therapie in der klinischen
Praxis ist am effektivsten über das Monitoring mit auto-
matisierten amidolytischen oder ECT-Tests möglich, da
sie im Vergleich zur APTT präzise sind, die klinische Si-
tuation besser wiedergeben und weit weniger interindi-
viduelle Schwankungen aufweisen. Dadurch können
unnötige Dosisadaptationen vermieden werden.
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