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Zusammenfassung:
Ein neuartiges Thromboplastin auf der Basis von rekombinantem humanem 77ssi/e
Factor und synthetischen Phospholipiden („\") wurde klinisch erprobt. Als Vergleichs-
reagenz wurde ein Thromboplastin aus Humanplacenta („TS") eingesetzt.

Alle Untersuchungen wurden an einem vollautomatisierten Gerinnungsgerät durchge-
führt. Hinsichtlich der Präzision ergaben sich Vorteile für „/" gegenüber TS sowohl bei
Kontrollen, Patientenplasmen sowie bei der Bezugskurve, insbesondere bei Gerinnungs-
zeiten im pathologischen Bereich. Während Gesunde und Patienten mit Lebererkrankun-
gen relativ gut vergleichbare Werte lieferten, wurden deutliche Unterschiede in 30 Pa-
tienten unter Heparintherapie beobachtet. Mit „TS" wurden deutlich tiefere TPZ-Werte
gefunden (72%) als mit „l" (96%). Der TPZ-Wert von 96% rqit „l" korrespondierte gut mit
dem Mittelwert der vier exogenen Faktoren (92%). Bei Patienten mit oraler Antikoagula-
tion besteht eine recht gute Korrelation zwischen beiden Reagenzien. Es fanden sich
jedoch einige Proben mit Diskrepanzen, die auch durch Umrechnung in die Internatio-
nale Normalisierte Ratio (INR) nicht zu erklären waren. Hier wurden durch Untersuchung
der Einzelfaktoren Patienten gefunden, bei denen einer oder mehrere der Vitamin-K ab-
hängigen Gerinnungsfaktoren tief lagen und offensichtlich durch „l" sensitiver erfaßt
wurden als mit „TS". Nach diesen Daten erscheint ei n Ersatz von Gewebethromboplasti-
nen durch ein gentechnologisch hergestelltes standardisiertes Reagenz möglich und
könnte zu einer Qualitätsverbesserung der TPZ beitragen.

~ Schlüsselwörter:.
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Summary·
A new thromboplastin reagent based on recombinant human tissue factor and synthetic
phospholipids ("l") was evaluated in a clinical trial. As the reference reagent a human
placenta thromboplastin ("TS") was used. All assays were performed on a fully auto-
mated coagulometer. The precision was better for "l" for controls, patient plasmas and
in the establishment of the calibration curvef especially with prolonged clotting times in
the pathological ränge. Healthy persons and patients with liver disease showed similar
results. Differences were observed in 30 patients on heparin therapy. When using 'TS",
Iower PT values were found (72%) than with 'T (96%). The PT value of 96% with 'T
corresponded well with the mean ofthe four extrinsic factors (92%). In patients with oral
anticoagulation the correlation between bpth reagents was good. Some samples were
identified, however, in which discrepancies could not be explained even when the Inter-
national Normalised Ratio (INR) was calculated. In this group, patients were identified
in which one or more vitamin K-dependent coagulation factors were relatively Iow.
Apparently this was diagnosed more sensitively with "/" than with "TS". According to
these data a repJacement of tissue thromboplastins by a standardised reagent based
on recombinant technology seems to be possible and may improve the quality of PT
testing.
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Einlei tung
Die Bestimmung der Thromboplastinzeit (TPZ) wurde be-
reits 1935 von A. Quick eingeführt [1] und ist seither nicht
mehr aus der Gerinnungsanalytik wegzudenken. Insbe-
sondere zur prä- und postoperativen Kontrolle, zur Dia-
gnostik von Leberfunktionsstörungen und vor allen Din-
gen zur Überwachung der Therapie mit oralen Antikoagu-
lanzien werden große Testzahlen erreicht. Die zur Durch-
führung der TPZ erforderlichen Reagenzien, die soge-
nannten Thromboplastine, werden seit den Zeiten von A.
Quick prinzipiell mit einer nahezu unveränderten Metho-
dik hergestellt. Es handelt sich dabei um Gewebeextrakte,
die die zur Auslösung der Gerinnung über den exogenen
Weg erforderlichen Komponenten enthalten. Die aktive
Proteinkomponente ist ein Membranprotein von heute
gut bekannter Struktur, der sogenannte Tissue Factor (Ge-
webefaktor). Dieses hochglykolisierte Protein benötigt zu
seiner gerinnungsfördernden Wirkung negativ geladene
Phospholipide wie Phosphatidylserin oder Phosphatidyl-
cholin, die ebenfalls während des Extraktionsprozesses
aus den Geweben extrahiert werden. Weiterhin werden
dem Extrakt Calciumionen zugesetzt, die auch zum Ablauf
der Gerinnungskaskade benötigt werden. Eine Übersicht
über Tissue Factor findet sich in [2].

Gehirn, Lunge und Plazenta eignen sich besonders gut als
Organe zur Extraktion von Tissue Factor (TF)f da die Kon-
zentration dieses Membranproteins hier besonders hoch
ist [3]. Da es sich bei diesen Organen um sehr blutreiche
Gewebe handelt, ist vor der Extraktion der TF-haltigen
Membranfraktion zunächst eine Entfernung der konta-
minierenden Blutbestandteile, insbesondere der Gerin-
nungsfaktoren erforderlich. Diese könnten eventuell Ge-
rinnungsdefekte in zu untersuchenden Patientenproben
maskieren. Je nach Hersteller sind hier entsprechende
großtechnische Verfahren entwickelt worden, die zu mehr
oder weniger gut standardisierten Produkten führen. Die
variable Qualität des Ausgangsmaterials macht das Erzie-
len konstanter Produkteigenschaften schwierig. Während
der Herstellung des Endproduktes aus dem Thrombopla-
stin rohextrakt ist daher eine Feinabstimmung basierend
auf dem Ergebnis wiederholter Kontrollmessungen
nötig.

Die verschiedenen Herstellprozesse sowie auch die unter-
schiedlichen Ausgangsmaterialien bedingen bei der An-
wendung von Thromboplastinen eine relativ große Varia-
bilität (Tabelle 1). Dadurch ist eine Vergleichbarkeit der Re-
sultate nur bedingt möglich. Durch Einführung der Inter-
nationalen Normalisierten Ratio ( INR) gelang es teilweise
recht gut, für die Gruppe der Patienten mit stabiler oraler
Antikoagulation eine weitgehende Übereinstimmung der
Ergebnisse zu erzielen [4].

Durch die Möglichkeit, Tissue Factor gentechnologisch
herzustellen [5-10], ist nun eine neuartige Möglichkeit ge-

Tab. 1: Mögliche Ursachen der Variabilität von Thromboplastinen.

Unterschiedliche Herkunftsorgane: Lunge, Hirn, Placenta
Unterschiedliche Spezies: Kaninchen, Rind, Mensch
Zusätze von Fibrinogen- und'Faktor V bei einigen
Reagenzien
Unterschiedliche Faktorenempfindlichkeit
Unterschiedliche Heparinempfindlichkeit
Konzentration und Art der Phospholipide
Konzentration an aktivem Tissue Factor
Kontamination mit verschiedenen Proteinen
Geräteeinfluß
Angabe des Resultats (Prozent, Ratio, INR)
pH-Wert, Puffersystem, lonenstärke

geben, die immer noch variierenden Reagenzien weiter zu
standardisieren.

Die Nutzung von rekombinantem humanem Tissue Factor
aus Escherichia coli zur Herstellung eines Thrombopla-
stinreagenz wurde erstmals von Hawkins und Mitarbei-
tern 1991 [11] beschrieben. Das durch Relipidierung mit
synthetischen Phospholipiden hergestellte Reagenz [12]
wurde klinisch erprobt und die im Rahmen einer multizen-
trischen Studie [13] und nachfolgenden Untersuchungen
erzielten Resultate werden hier beschrieben.

Materialien und Methoden
Das eingesetzte neue Thromboplastin („ ist ein lyophili-
siertes Monoreagenz aus rekombinantem humanem Tis-
sue Factor aus E. coli und synthetischen Phospholipiden
in einem optimierten zwitterionischen Puffer bei physiolo-
gischem pH-Wert (Innovin™, Baxter Diagnostics, Unter-
schleißheim). Es wird direkt mit Wasser angelöst und lie-
fert nach wenigen Augenblicken ein gebrauchsfertiges
klares Reagenz. Die Haltbarkeit beträgt laut Packungsbei-
lage 10 Tage bei 2-8° C bzw. 24 h bei 37° C. Das Reagenz
sedimentiert nicht. Rühren ist nicht erforderlich. Durch im
Reagenz enthaltenes Polybren wird eine Neutralisierung
von Heparin bis zu 2 U/ml erzielt. Das Reagenz wurde wie
auch das Vergleichsthromboplastin „TS" (Thromborel® S,
Behring, Marburg), ein humaner Plazentaextrakt, am
Electra™ 1000 (MLA, Vertrieb durch Baxter Diagnostics,
Unterschleißheim), einem vollautomatischen Coagulome-
ter eingesetzt. Die Kalibration der Quickprozentwerte er-
folgte mit Frischplasmapool von über 50 Spendern. INR-
Werte werden auf den Mittelwert der in dieser Studie un:
tersuchten Normalspender bezogen. Die Kalibration der
Fribrinogenbestimmung innerhalb der TPZ („Derived
Fibrinogen") erfolgte mit Patientenplasmen, deren Fibri-
nogenkonzentration zuvor mit der Methode nach Clauss
bestimmt wurde [14-16].

Die Bestimmung der exogenen Faktoren erfolgte in aufge-
tauten Proben, die unmittelbar nach der Bestimmung der
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JOKOH HS-8: Vollautomatisches HPLC-System zur HbA1-/HbA1c-Bestimmung.

II . Schnell und zuverlässig -
die Vorbereif ung:
Vollautomatisch mit optimierter Säulentechnik.
Die Probenvorbereitung entfällt.

2. Sehnelß und zuverlässig -
die Ergebnisse:
HPLC in nur 3,5 Minuten. Mit integrierter
Prozeßkontrolle für höchste Zuverlässigkeit der
Meßergebnisse.



Die Bestimmung des Glykierungsgrades des Hämoglo-
bins ist bei der Langzeitkontrolle des Kohlenhydrat-
Stoffwechsels von grundlegender Bedeutung. Der
spezifische HbAI- oder HbA1c-Wert bestimmt im
Krankhei tsfal l wesentlich die Therapie-Entscheidung.
Mit den zunächst beschriebenen Analyseverfahren
wurde nur die Gesamtfraktion HbA1 bestimmt. Erst
durch Fortschritte in der Trenntechnik ist es heute
möglich, die als Hbalc bezeichnete Fraktion der gly-
kierten Hämoglobine separat zu bestimmen.
Bestrebungen zur Automatisierung dieser Methode
scheiterten aber bisher an der Begrenzung durch den
beträchtlichen manuellen Arbeitsaufwand bei der
Probenvorbereitung.
Der JOKOH HS-8, das innovative, vollautomati-
sche HPLC-System, sprengt diese Limitierungen.
Er arbeitet um ein Vielfaches schneller und bie-
tet doch höchste Zuverlässigkeit. JOKOH HS-8: Schnell und zuverlässig.

Das glykierte Hämoglobin wird über der Kationen-
Austauschersäule so fraktioniert, daß eine sichere
Trennung und Quantifizierung des stabilen HbAlc bei
gleichzeitiger Anwesenheit der labilen Fraktion mög-
lich ist.
Mit dieser Optimierung des Kationen-Austauscherma-
terials der HPLC-Säule ist dem JOKOH HS-8 der
Durchbruch gelungen: Die arbeitsaufwendige Proben-
vorbereitung kann entfallen.

Die zur Analyse benötigten 5 EDTA-Vollblut werden
jetzt direkt verarbeitet. Der Meßzyklus dauert nur
noch 3,5 Minuten. Der-Autosampler bietet Platz für
99 Proben und eine Notfall-Position.
Gekühlte Probenbereitstellung und integrierte Pro-
zeßkontrolle schaffen Sicherheit und sorgen für höch-
ste Zuverlässigkeit der Meßergebnisse.

Ganz genau und zuverlässig.
D - 22083 Hamburg · Weidestraße 118 b · Tel.: 0 4 0 / 2 7 0 7 0 5 0
CH-8810 Morgen · Burghaldenstraße J1 · Tel.: 01 / 725 61 91
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TPZ bei -70° C eingefroren wurden und bis zu 2 Monaten
gelagert waren. Die später erneut gemessenen TPZ-Werte
dieser Proben waren nahezu identisch mit den zuvor er-
mittelten Werten. Die verwendeten Reagenzien waren
Thromboplastin IS und käufliche Mangelplasmen (Baxter
Diagnostics, Unterschleißheim) an einem Electra™ 900
Koagulometer. Die Kalibration der Faktorenbestimmun-
gen erfolgte mit CoagCal™ N4 (Baxter).

Präzisionsuntersuchungen wurden mit Citrol® 1, 2 und 3
(Baxter) bzw. mit Patientenplasmapools sowie Normal-
plasmapool, die aliquotiert bei -70° C gelagert wurden,
durchgeführt. Die Blutentnahme erfolgte standardisiert in
Citratmonovetten (Sarstedt, Nümbrecht). Im Rahmen die-
ser Studie wurden Proben von Gesunden, Patienten mit
hereditärem Faktor VII-Mangel, Patienten unter oraler
Antikoagulation mit Marcumar (La Röche, Basel), zum Teil
unter gleichzeitiger Behandlung mit Heparin (Liquemin®
von La Röche) sowie Patienten unter Heparintherapie un-
tersucht. Die Zuordnung der Patienten in die einzelnen
Gruppen erfolgte durch Konsultation der behandelnden
Ärzte, Ergebnisse von Laboruntersuchungen bzw. Anga-
ben zur Therapie.

Tab. 2: Präzision der Bezugskurve am Electra 1000 C in % VK.

Frischplasmapool

1:1
1 :2
1:4
1 :8

„l"
1,3
2,6
3,0
4,6

„TS"

1,3
2,6
5,4

10,3

Tab. 3: Inter- und Intraassay-Präzisionswerte von Kontrollplasmen
und Plasmapools (in % VK).

Probe

Citrol 1
Citrol 2
Citrol 3
Normal-Plasmapool
Pathol-Plasmapool

Präzision in der
Serie an 10 Tagen
(n = 10)

*/l"

0,7-1,5
1,6-2,7
1,8-3,4
0,7-1,2
1,5-2,2

„TS"

0,6-1,4
1,7-4,2
0,8-4,3
0,7-1,4
2,3-3,8

Präzision von
Tag zu Tag
(n = 10)
„l"

1,7
3,7
3,9
1,5
3,4

„TS"

1,4
4,7
4,5
1,5
3,4

Ergebnisse
Bestimmung der Präzision der Kalibrationskurve
Zur Bestimmung der Reproduzierbarkeit bei der Erstel-
lung der Bezugskurven wurde ein Frischplasmapool nach
Auftauen eingesetzt. Dieser wurde verwendet, um eventu-
elle Unterschiede von lyophilisierten Kalibrierplasmen
auszuschließen, da zuvor Untersuchungen verschiedener
kommerzieller Plasmen gezeigt hatten, daß „l" systema-
tisch etwas tiefere Prozentwerte in lyophilisierten Plas-
men liefert als konventionelle TPZ-Reagenzien und zum
Zeitpunkt der Studie noch keine Referenzwerte für „l" in
einem kommerziellen Kalibrator verfügbar waren [17]. Zu
Vergleichszwecken wurden weiterhin auch Präzisions-
untersuchungen mit CoagCal™ N (Baxter), einem lyophili-
sierten KalibrierplasmaUurchgeführt.

Die Verdünnung des Plasma erfolgte vollautomatisch im
Kalibrationsprogramm des Electra™ 1000 durch serielle
Verdünnungen des Kalibrators mit physiologischer Koch-
salzlösung. Die Gerinnungszeiten der einzelnen Verdün-
nungen wurden über insgesamt 10 Tage ausgewertet und
in Tabelle 2 zusammengefaßt.-Die Präzisionswerte von „l"
sind im unverdünnten Plasma mit den Werten mit TS
vergleichbar, während· die Verdünnungen eine bessere
Präzision mit ;,l" zeigen. Dieses zeigt sich sowohl bei
Frischplasmapool als auch bei dem lyophilisierten Kali-
brierplasma. Die „Linearität" der Bezugskurven war ähn-
lich. Mit „ werden etwas kürzere Gerinnungszeiten er-
zielt.

Präzision von Kontrollplasmen bzw. individuellen
Patientenplasmapools
Die Präzision i.d. Serie bzw. von Tag zu Tag wurde, um
potentielle Matrixeffekte auszuschließen, nicht nur mit
kommerziellen Kontrollplasmen, sondern auch mit indivi-
duellen Plasmapools im Normalbereich bzw. pathologi-
schen Bereich untersucht. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3

zusammengefaßt. Es zeigte sich ein ähnlicher Trend wie
bei der Kalibrationskurve: Proben mit kurzen Gerinnungs-
zeiten lieferten mit beiden Reagenzien sehr gute VK-Werte
in einer ähnlichen Größenordnung, während bei längeren
Gerinnungszeiten die Präzision der Plasmen mit patholo-
gischen Werten mit „l" deutlich besser war als mit „TS".
Da· für Citrol™ 1, 2 und 3 noch keine Referenzwerte zum
Zeitraum der Studie zur Verfügung standen, konnte die
Richtigkeit nicht untersucht werden. Die durchwegs sehr
guten Präzisionsdaten wurden sowohl für Kontrollen als
auch für Patientenproben erhalten und zwar sowohl inner-
halb der Serie wie auch von Tag zu Tag.

Ermittlung des Normalbereichs
Zur Ermittlung des Normalbereichs wurden insgesamt
121 Plasmen von Gesunden untersucht. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 4 zusammengefaßt. Generell werden mit
„l" kürzere Gerinnungszeiten gefunden als mit „TS'7. Für
beide Reagenzien ergeben sich keine Unterschiede zwi-
schen männlichen und weiblichen Spendern. Der Nor-
malbereich ist bemerkenswert eng mit beiden Reagen-
zien.

Patienten mit Lebererkrankungen
Insgesamt 12 Patienten mit Lebererkrankungen verschie-
dener Genese (Kriterium: Pathologische Leberwerte wie

Tab. 4: Normalwerte (Mittelwert ± 2fache Standardabweichung).

Gerinnungszeiten (sec)

•

Männer (n = 70)
Frauen (n -51)

Gesamt ( n = 121)

„1"

10,8 ±0,7
10,9 ±0,7

10,9 ±0,7

,TS"

12,0 ±0,6
12,1 ±0,5

12,1 ±0,6
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Tab. 5: Patienten mit Lebererkrankungen
(Darstellung in Prothrombinratio).

Tab. 7: Einfluß von Heparin auf die TPZ (%) bei 30 Patienten.

Patient No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
Mittelwert
Normalbereich
Patienten im
Normalbereich {%)

„1"

1,12
2,35
2,41
1,17
1,23
1,92
1,97
1,48
1,82
1,36
1,52
1,66
1,67
0,87-1,13

1/12 (8,3)

„TS"

1,17
2,12
2,26
,21
,17
,74

2,02
,42
,95
,36
,39
,69

1,63
0.90-1,10

0/12(0)

z. B. Pseudocholinesterase sowie weitere klinische Daten)
wurden mit beiden Reagenzien untersucht. Die Ergeb-
nisse sind sehr ähnlich mit einem Trend zu etwas höheren
Prozentwerten mit „l" als mit „TS". Der Vergleich der
Daten in Prothrombinratio (Tabelle 5) erlaubt einen objek-
tiveren Vergleich als die Benutzung der Prozente.

Patienten mit Faktor VII-Mangel
Zum Zeitpunkt der Studie war es lediglich möglich, drei
Patienten mit einem milden hereditären Faktor VII-Mangel
(ca. 50% Faktor VII) zu untersuchen. Bei zwei Patienten
waren die Prothrombinratios mit beiden Reagenzien iden-
tisch, bei einem weiteren zeigte „l" eine etwas höhere
Prothrombinratio (Tabelle 6) als „TS". Alle Patienten
waren mit beiden Reagenzien außerhalb des Normalbe-
reichs.

Einfluß von Heparin
Der Einfluß von Heparin wurde bei insgesamt 30 gerin-
nungsgesunden Patienten mit Heparintherapie (Lique-
min®, Röche, durchschnittlich 30,000 Einheiten/Tag) unter-
sucht. Dazu wurden in dieser Gruppe neben TPZ auch die
Faktoren des exogenen Gerinnungssystems bestimmt,
um eine Abschätzung der Plausibilität der Quickprozent-
werte vornehmen zu können. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchung sind in Tabelle 7 zusammengefaßt. Während die
Mittelwerte der Einzelfaktoren zwischen 84 und 102%
lagen, mit einem Gesamt mitte l wert der exogenen Fakto-
ren von 92%, wurde mit „TS" ein Wert von lediglich 72%

Tab. 6: Vergleich der Ergebnisse bei Patienten (n = 3) mit Faktor
VII-Mangel.

Patient No

1
2
3

Faktor VII

49
53
43

Prothrombinratio
,\"

.1,28
1,24
1,15

„TS"

1,28
1,16 '
1,15

F l l
F V
F V I I
F X
Mittelwert von F II, V, VII, X
TPZ „1"
TPZ , ,TS"

102%
95%
88%
84%
92%
96%
72%

gefunden. Der mit „ gefundene Wert von 96% liegt in
der gleichen Größenordnung wie die exogenen Faktoren
und paßt daher gut dazu. Die Analyse der Faktoren und
TPZ-Werte von individuellen Patienten bestätigte die
durchwegs recht gute Plausibilität der Ergebnisse mit
Thromboplastin „ , dessen TPZ-Wert generell besser
mit den Faktoren werte n korrespondiert als der Wert von
.TS".

Patienten mit oraler Antikoagulation
Neben 50 Plasmen mit Normalwerten wurden insgesamt
101 Patienten unter oraler Antikoagulation untersucht, die
teilweise auch überlappend mit Heparin therapiert wur-
den. In dieser Gruppe ergaben sich bei insgesamt guter
Korrelation auch einige bemerkenswerte Unterschiede,
insbesondere bei Patienten mit besonders intensiver ora-
ler Antikoagulation. Generell werden hier bei Patienten in
der stabilen Phase mit dem rekombinanten Thrombopla-
stin etwas tiefere Prozentwerte gefunden als mit „TS". In
Abbildung 1 sind die Werte von 50 Normalen sowie von
den 101 Patienten mit oraler Antikoagulation zusammen-
gefaßt (Abb. 1).

Die Auswertung dieser-Daten in INR konnte bei den mei-
sten Patienten diese Unterschiede weitgehend beseitigen
und zeigt daher den Vorteil dieses Systems. Es verblieben
jedoch einige Proben, in denen die Abweichungen der INR
>0,5 waren, und zwar zumeist mit höheren INR-Werten
für das Reagenz ;,\" (Abb. 2).

Die Analyse einiger ausgewählter Proben ergab in diesen
Proben häufig eine Konstellation der Vitamin K-abhängi-
gen Faktoren, wie sie beispielhaft für einige Patienten in
Tabelle 8 dargestellt sind. Offensichtlich führt die höhere
Faktorenempfindlichkeit des biosynthetischen Reagenz zu
höheren INR-Werten (bzw. tieferen Prozentwerten), wäh-
rend mit „TS" der in diesen Proben vorliegende doch
schpn recht tiefe Spiegel von Faktor VII, aber auch gele-
gentlich von Faktor X, nicht so sehr ins Gewicht fällt. An-
scheinend ist hier die Plausibilität zwischen dem Resultat
der TPZ-Bestimmung mit „l" im Vergleich zur Aktivität ein-
zelner Gerinnungsfaktoren besser als mit „TS". In den
untersuchten Proben war der Faktor V jeweils im Normal-
bereich.

Einen typischen Verlauf einer Einstellphase bei einem Pa-
tienten zeigt Abbildung 3. Zunächst werden unter gleich-
zeitiger Heparinbehandlung etwas tiefere Prozentwerte
mit „TS" als mit „l" gefunden. Beide Reagenzien folgen
dem Abfall der Gerinnungsfaktoren VII, X und V aber recht
ähnlich- Nach Absetzen des Heparins erfolgt dann ein wei-
teres Absinken des Quickwertes mit beiden Reagenzien,
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Abb. 7: Vergleich der TPZ
%-Werte von insgesamt 757
Plasmen (50 Gesunde und_
707 Patienten mit oraler
Antikoagulation)

TPZ (%) mit „TS"
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allerdings werden mit dem rekombinanten Thrombo-
plastin erwartungsgemäß dann etwas tiefere Prozent-
werte erzielt.

Gesamtauswertung
Die Gesamtauswertung von Daten der verschiedenen
Patientengruppen erfolgte im Prozentsystem. Die Korre-
lation von insgesamt 151 Proben von Patienten mit Leber-
erkrankungen, oraler Antikoagulation, Heparintherapie
verschiedenen Gerinnungsstörungen sowie von Gesun-
den ist insgesamt gut. Die Ausgleichsgeraden nach Pas-
sing von Bablok [18] lieferte die Gleichung y = 9,393 +
0,839x mit einem Korrelationskoeffizient von r = 0,982
(Abb. 4).

Abgeleitetes Fibrinogen
Die Bestimmung des abgeleiteten Fibrinogens wurde nur
in einer Stichprobe untersucht da frühere eigene Unter-

suchungen die Eignung dieser Methode für Routineunter-
suchungen bereits gezeigt hatten [15].

In einer Gruppe von 28 Patienten mit Heparintherapie
wurde das abgeleitete Fibrinogen mit beiden Thrombo-
plastinen bestimmt und mit der Methode nach Clauss ver-
glichen.

Die Korrelation aller Methoden untereinander war recht
gut und die nach Passing und Bablok errechneten Aus-
gleichsgeraden zeigten keine signifikanten Abweichungen
von = x. Tabelle 9 faßt diese Daten zusammen. Die Fibri-
nogenkonzentrationen dieser Patienten lagen zwischen
ca. 2,5 und 8 g/l.

Diskussion
Die Thromboplastinzeit wurde in den letzten Jahren durch
Einführung mechanisierter Techniken methodisch verbes-
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Abb. 2: Vergleich von 50 Ge-
sunden und 101 Patienten mit
oraler Antikoagulation in Inter-
nationaler Normalisierter
Ratio (INR), (Produktmoment-
Korrelationskoeffizient:
r = 0,935;

TPZ [INR] mit „TS"
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sert. Mit dem Ersatz der schwierig zu standardisierenden
Gewebeextrakte durch biotechnologisch hergestellten rei-
nen humanen Tissue Faktor, der mit synthetischen Phos-
pholipiden relipidiert wurde, ist eine weitere Verbesse-
rung dieses nach wie vor bedeutsamsten Gerinnungstests
zu erwarten.

Die in dieser Studie erzielten Präzisionswerte der Analytik
auf einem vollmechanisierten Gerinnungsgerätes unter
Einsatz eines rekombinanten Thromboplastins sind sonst
nur auf den vollmechanisierten Analysensystemen der kli-
nischen Chemie zu erwarten. Es sei aber hervorgehoben,
daß auch das konventionelle Thromboplastin, das in die-
ser Untersuchung verwendet wurde, ebenfalls recht gute
Präzisionswerte lieferte, wenn auch - insbesondere im pa-
thologischen Bereich - das rekombinante Reagenz noch
bessere Ergebnisse erbrachte.

Die für die Erstellung der Bezugskurve erzielte Reprodu-
zierbarkeit des rekombinanten Thromboplastins ermög-
licht eine unproblematische Kalibration. Bei Durchsicht
der Daten wurden bei der Umrechnung der gemessenen
Gerinnungszeiten in Prozent kaum Unterschiede gesehen,
wenn entweder die Mittelwertkurve aus insgesamt 10 Ka-
librationen oder aber individuelle Bezugskurven der je-
weiligen Tage benutzt wurden. Die bei der Verwendung
des konventionellen Gewebethromboplastins gemesse-
nen Präzisionswerte waren zwar beim 100%-Wert auch
vergleichbar, fielen aber bei höherer Kalibratorverdün-
nung deutlich ab. Da die Kalibration auf dem eingesetzten
Gerinnungsgerät automatisch vorgenommen wird, schei-
den manuelle Fehler bei der Verdünnung des Kalibrations-
plasmas aus. Daher sind die beobachteten Unterschiede
eventuell auf unterschiedliche Eigenschaften der Reagen-
zien zurückzuführen.
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Tab. 8: Vergleich von TPZ-Werten und den Faktoren II, VII und X bei Patienten mit oraler Antikoagulation und INR-Diskrepanzen mit
beiden Reagenzien.

Patient No.

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12
13
14
15

INR

„1"

4,4
3,8
3,1
2,5
2,2
3,1
4,6
3,9
2,4 .
2,7
4,4
4,6
5,1
5,4
7,5

TPZ-Prozent
„TS"

4
3,1
2,5
3
2,6
3,5
4,1
3,3
3
3,2
5,5
4,2
3,5
4,2
5

„1"

15
18
22
30
34
23
14
18
31
26
15
14
15
14
10

„TS"

20
26
32
27
31
24
20
24
27
26
16
20
25
21
17

Faktor (%)
II

45
51
67
29
41

• 21
40
44
24
41
14
68
18
19
13

VII

5,8
7

11
36
35
32
11
7,1

39
24
13
6

16
8,3
7,6

X

24
26
38
13
17
12
22
20
14
15
8,1

38
13
17
10

Abb. 3: Verlaufskontrolle bei
einer Einstellung auf orale
Amikoagulation und simul-
taner Heparintherapie
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Möglicherweise werden diese Unterschiede in der Präzi-
sion durch die geringere Eigentrübung, fehlende Sedi-
mentation und eventuell auch durch eine bessere Puffe-
rung des rekombinanten Reagenz erzielt Die Präzisions-
untersuchungen in der Serie sowie von Tag zu Tag zeigten
dabei sowohl für Frischplasmapool, Patientenplasma-
pools, Kalibrierplasma, als auch für Kontrollen einen ähn-
lichen Trend, so daß Matrixeffekte auszuschließen sind.

Die Ergebnisse der Untersuchung von 30 Patienten unter
Heparintherapie zeigen einen deutlichen Unterschied bei
beiden Reagenzien. Während das rekombinante Throm-
boplastin herstellbedingt heparinunempfindlich ist und
daher die gemessenen TPZ-Werte gut mit den Werten der
exogenen Faktoren korrelieren, zeigt das konventionelle
Reagenz einen deutlichen Trend zu tieferen Quick-Prozent-
werten. Ähnliche Ergebnisse wurden kürzlich von Hell-
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Abb. 4: Vergleich der TPZ·
%-Werte von 50 Gesunden,
45 Patienten mit oraler Anti-
koagulation und 56 Patienten
mit verschiedenen Gerin-
nungsstörungen

TPZ (%) mit „TS"
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Tab. 9: Vergleich der Regressionsgeraden und der Korrelationskoeffizienten von Clauss-Fibrinogen mit dem abgeleiteten Fibrinogen
(AF) bei 28 Patienten mit Heparintherapie.

Methoden
X-Achse

Clauss
Clauss
AF mit „V

Y-Achse

AF mit „1"
AF mit „TS"
AF mit „TS"

Regressionsgerade (in g/l) ' Korrelationskoeffizient (r)

y = 0,941 x-0,004
y = 0,934x-0,001
y = 0,981x+0,018

0,940
0,971
0,965

stern et al. [19] für das in dieser Studie verwendete Ge-
webethromboplastin und eine Reihe anderer Reagenzien
erzielt und diskutiert. Häufig wird in der Einstellphase der
oralen Antikoagulation überlappend einige Tage noch mit
Heparin weiterbehandelt. Die Heparintherapie wird dabei
überwiegend durch die Verlängerung der partiellen
Thromboplastinzeit (aPTT) überwacht, so daß deren Wert
bekannt ist; oft liegt dazu auch noch die Thrombinzeit vor
oder auch spezifische Heparinmessungen. Eine Heparin-
beeinflussung des Quickwertes ist daher entbehrl.ich und
zur Feineinstellung der TPZ eher hinderlich, da es bei Ab-
setzen des Heparins zu einem Wiederanstieg des Quick-
prozentwertes kommen kann [20]. In einer in Holland
durchgeführten aktuellen Studie wurde im Direktvergleich

die alleinige orale Antikoagulation mit der überlappenden
Therapie mit Heparin in der Einstellphase verglichen. We-
gen der Überlegenheit der Kombination von Heparin und
Vitamin-K-Antagonisten wurde diese Studie vorzeitig ab-
gebrochen. Die Kontrolle der Heparintherapie erfolgte
hier mittels der aPTT mit dem Ziel einer 2-3fachen Verlän-
gerung des Ausgangswertes [21].

Die Untersuchung von Patienten mit Lebererkrankungen
zeigte für beide Reagenzien sehr ähnliche Ergebnisse. Es
wurden durchwegs nicht im Normbereich liegende Pa-
tienten mit beiden Methoden erkannt. Ähnlich wurden
auch Patienten mit mildem kongenitalen Faktor VII-Man-
gel gefunden. Größere Unterschiede zeigten jedoch ei-
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nige Patienten mit oraler Äntikoagulation, insbesondere
im tieftherapeutischen Bereich. Die Analyse der Prozent-
werte zeigte hier bei insgesamt recht guter Korrelation ei-
nen eindeutigen Trend zu tieferen Werten mit dem rekom-
binanten Reagenz im tieftherapeutischen Bereich. Bei Pa-
tienten mit insgesamt relativ niedrigen Quickwerten wa-
ren diese Unterschiede zum Teil recht deutlich ausgeprägt
und Differenzen von bis zu 10 Prozent Aktivität wurden bei
einigen Proben gefunden. Die Auswertung der Prozent-
werte wurde auf der Basis von Frischplasmapool vorge-
nommen, um mögliche Probleme von Matrixeffekten bzw.
bei der Ermittlung* des Sollwertes von Kalibrierplasma
auszuschließen. Daher sind Unterschiede der Patienten
sicher nicht kalibrationsbedingt.

Die Umrechnung der Daten in INR-Werte führte ebenfalls
nicht zu einer völligen Übereinstimmung, jedoch resultiert
bei vielen Patienten eine bessere Angleichung. Auffällig
waren jedoch einige Proben von Patienten, wo auch im
INR-System Unterschiede von bis zu >1 INR selbst inner-
halb des von der ISTH empfohlenen therapeutischen Be-
reiches von bis zu maximal 4,5 INR Einheiten [22].

Die Analyse der einzelnen Gerinnungsfaktoren des exoge-
nen Weges zeigte, daß in den Proben mit größeren Pro-
zent- bzw. INR-Unterschieden häufig der Faktor VII bzw.
den Faktor X sehr tief lagen, interessanterweise auch bei
Patienten, die sich nicht mehr in der Einstellphase befan-
den. Die Korrelation des Quickwertes zu den Einzelfakto-
ren erscheint bei diesen Patienten mit dem rekombinan-
ten Thromboplastin plausibler zu sein, als mit dem Ge-
webethromboplastin aus Placenta.

Da insbesondere bei Patienten mit Herzklappenersatz
doch recht hohe INR-Werte (bzw. tiefe Prozentwerte) emp-
fohlen werden [22-27], könnte bei solchen Patienten auf-
grund des nur mäßig pathologischen Quickwertes mit
einem konventionellen Thromboplastin eine Steigerung
der Dosis des Vitamin K-Antagonisten verordnet werden.
Das könnte zu gefährlich-tiefen Werten der Einzelfaktoren
führen, und damit das Auftreten von hämorrhagischen
Komplikationen begünstigen. Das rekombinante Reagenz
mit seiner höheren Empfindlichkeit gibt hier anscheinend
ein deutlicheres Warnsignal als das konventionelle Ge-
webethromboplastin.

Auch in der Literatur wurden, bereits mehrfach ähnliche
Ergebnise bei der Anwendung der INR beschrieben, ins-
besondere dann, wenn Reagenzien mit sehr unterschied-,
licher Empfindlichkeit verglichen werden, z. B. bei Ver-
wendung des australischen Referenzthromboplastins, das
einen ISI-Wert von nahe 1,0 aufweist, und weniger emp-
findlichen kommerziellen Thromboplastinen [28, 29]. Die
beobachteten Unterschiede lassen sich auch nicht mit den
bekannten Geräteeinflüssen auf den ISI-Wert [30, 31] er-
klären. Für das rekombinante Reagenz wird ein gerätespe-
zifischer ISI-Wert für die wichtigsten Geräte angegeben.
Dieser stand für das verwendete Gewebethromboplastin
nicht zur Verfügung. Nach den Angaben des Herstellers
werden für „TS" am eingesetzten Gerät durchschnittlich
10-15% höhere ISI-Werte gefunden als der für mechani-
sche Geräte angegebene Wert. Dieses bestätigt eigene Er-
fahrungen und entspricht dem Verhalten anderer Reagen-

zien, einschließlich des hier untersuchten rekombinanten
Thromboplastins [13]. Daher wurde zur Berechnung der
INR-Werte der vom Hersteller von „TS" angegebene ISI-
Wert entsprechend korrigiert. Bei Verwendung des in der
Packungsbeilage angegebenen ISI-Wertes des Gewebe-
thromboplastins wären sonst die bei einigen Patienten
beobachteten INR-Diskrepanzen noch stärker ausgeprägt
gewesen. Ähnliche Ergebnisse wurden auch in anderen
Studien mit „l" bei Patienten mit oraler Äntikoagulation
gefunden [13].

Die Untersuchung des abgeleiteten Fibrinogens in einer
kleinen Gruppe von Patienten zeigte ähnliche Ergebnisse
für beide Reagenzien untereinander sowie zu der Me-
thode nach Clauss. Damit wurden fühere Ergebnisse, die
mit „TS" erhalten wurden, bestätigt [15].

Zusammenfassend ergeben sich für das rekombinante
Reagenz Innovin™ eine Reihe von Handhabungsvorteilen.
Die Präzision ist kaum mehr zu verbessern. Die Ergebnisse
sind bei Gesunden und Leberpatienten recht gut ver-
gleichbar, während sich bei oraler Äntikoagulation und/
oder Heparintherapie eine bessere Korrelation des rekom-
binanten Reagenz zum Spiegel der Einzelfaktoren zeigt.
Außerdem entfallen die bei Verwendung von konventio-
nellen Thromboplastinen entstehenden Probleme bei der
Beschaffung von Organmaterialien sowie deren potenti-
elle Infektiosität.

Diese Vorteile lassen bei gesicherter Chargenkonstanz
erwarten, daß sich rekombinante Thromboplastine in der
Diagnostik im Gerinnungslabor durchsetzen werden.
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