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Aktivierte partielle Thromboplastinzeit-Standorthestimmung-

Standardisierung der Methode,
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Activated Partial Thromboplastin Time-Position finding -

Standardization of the method, interpretation of resulis and limits of the applicability
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Komitee zar Standardisierung der hiimostaseologischen Analytik

Einleitung

Die Cesellschaft fiir Thrombose- und Himostascfor-
schung hat eine Arbeitsgruppe ins Leben gerufen,
die sich mit der Standardisierung der hiimostascolo-
gischen Analytik befafse [1]. Diesem ,Komitee zur
Standardisierung der himostaseologischen Anpaly-
tik™ gehoren Vertreter interessierter Fachgesellschaf-
ten und Herstellerfirmen von Diagnosuka fir die
Hamostascologie an. Wichtige Ziele des Komitees
sind die Erarbeitung von Konsensusmethoden und
von Minimalanforderungen an hémostascologische
Tests.

In der vorliegenden Publikation wird eine Stand-
ortbestimmung zur APTT gegeben. Diese Standort-
bestimmung beriicksichtigt besonders die deutschen
und mitteleuropéischen Anforderungen und Frage-
stellungen an dieses Testsystem. Ansonsten wurden
die Empfehlungen internationaler Gremien und
Komitees weitgehend beriicksichtigt. Uber die
APTT liegen bereits nationale Empfchlungen vor, in
Deutschland ist cine Norm des DIN erstellt worden
(2, 3]

Die APTT ist derzeit der wichtigste Screening-
Test zur Beurteilung der endogenen Aktivierung des
Gerinnungssystems [4. 5. 6]. In das McBergebnis
flieBen sowohl Aktivatoren als auch Inhibitoren der
endogenen Aktivierung ein. Dic APTT wird haupt-
siichlich zur Diagnostik angeborener und erworbe-
ner Hamostasestérungen, z.B. priioperativer Aus-
schluf der HMamophilien, zum Nachweis des Lupus-
Antikoagulans, zur Kontrolle der Heparintherapie
und als Leberfunktionstest eingesetzt 7, 8]. Dar-.
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{iber hinaus crfalt sie auch erworbene Inhibitoren
von Hiamostasefaktoren, z.B. Faktor VIII-Inhibitor,
und ist weiterhin Screening-Test verschiedener The-
rapien mit hiimostaseologisch wirksamen Arzmeimit-
teln. Verkiuzte APTT-Zeiten kénnen ein erhdhtes
Thromboserisiko anzeigen, sind jedoch wegen mag-
licher prii-analytischer Fehler (s.u.) zuriickhaltend
zu interpretieren [9, 10]. Daher kann eine pathologi-
sche APTT sowohl Hinweis auf cine thrombophile
als auch hamorrhagische Diathese sein.

Das Prinzip der Methode besteht in der Aktivie-
rung der Kontaktphase des Gerinnungssystems
durch Inkubation Citrat-antikoagulierten plittchen-
armen Plasmas mit APTT-Reagenz, gefolgt von einer
Rekalzifizierung des Ansatzes [4]. Das APTT-Rea-
genz besteht aus 2 Komponenten, niimlich einem
Aktivator der Kontaktphase (Ellagsdure, Kaolin,
Silicagel, 0.a.) und gerinnungsaktiven Phospholipi-
den. Mittels geeigneter Technik wird nach ciner
genau' einzuhaltenden Inkubationsperiode die Zeit
von der Zugabe der Calciumlsung bis zur Fibrinbil-
dung gemessen. Das Ergebnis kann entweder direkt
als dieser McBwert (Zeit in Sekunden) oder als
»Ratio*, d.h. als Verhiiltnis von Mefwert der Probe
zum Mef3wert eines Normalplasmas, angegeben wer-
den. Daneben ist auch die Angabe einer .,individuel-
len Ratio“ bei der Kontrolle der Heparintherapie in
Gebrauch, die aus dem Verhiiltnis der APTT vor
Therapie zur APTT unter Heparintherapie errechnet
wird.

heferenzbereiclr .

Der Referenzbereich wird zunéichst geriitespezifisch
vom Hersteller des Testsystems ermittelt, wobei min-
destens 100 anscheinend Gesunde herangezogen
werden. Diese Gruppe von Referenzpersonen sollte
cine Blutgruppenverteilung wie in Mitteleuropa
besitzen, da insbesondere die Faktor VI[I-Konzen-
tration bei Personen mit Blutgruppe 0 geringer ist
[11]. Weiterhin sollten keine Lchererkrankungen
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vorlicgen. Daraus werden vom Hersteller als oberer
Referenzbereich mit geeigneten statistischen Metho-
den die 2,5. und 97,5. Perzentile berechnet und
angegeben; zusétzlich werden deklariert: Blutent-
nahmesystem, Mef3geriit und Zahl der Referenzper-
sonen. Der Anwender priift anhand von 40 gesunden
Personen, o 90 % der APTT-Werte innerhalb des
Berciches zwischen 2,5 und 97,5 Perzentile liegen. Ist
dics der Fall, kann der Anwender den vom Hersteller
angegebenen  Referenzwertbereich  iibernehmen,
andernfalls sollte er den fiir sein Testsystem rclevan-
ten Referenzwerthereich ermitteln.

Anforderungen an die Testsysteme
a) Faktor Vill-Sensitivitat

Die APTT in Sekunden korreliert linear init dem
Logarithmus der Faktor VIII-Aktivitat (FVIII) des
Plasimas, allerdings ist die Faktoren-Empfindlichkeit
verschiedener Reagenzien unterschiedlich [19].
Anhand einer Verdiinnungsreihe von Normalplasma
(DIN) mit einem FVIII-Mangelplasma (FVIII < 0,01
E/ml) ermittelt der Hersteller, ab welcher FVIII-
Akuvitiit das Meflergebnis den oberen Referenzbe-
reich iiberschreiter und gibt diesen Wert an.

Es ist weiterhin wiinschenswert, daf3 analog dazu
diese Werte auch fiir Faktor IX und XI ermittelt und
eventuell deklariert werden. Es wird darauf hinge-
wiesen, daf} diese in vitro ermittelten Empfindlich-
keitswerte nur eine Orientierung erméglichen.

Die Kontrolle der Heparintherapie ist Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen [20-26]. Bei der
Behandlung und Sekundérprophylaxe von Throm-
bosen wird als therapeutischer Bercich eine Verlan-
gerung der APTT auf das 1,5 bis 2,5-fache angege-
ben, wobei sich entweder auf den individuellen Aus-
gangswert des Patienten vor Heparintherapie oder
auch, da dieser Wert hiufig nicht vorhanden ist, auf
den Referenzbereich bezogen wird [27]. In eincin
cengen Bereich korreliert der Logarithmus der APTT-
Werte mit der Heparinkonzentration, - allerdings ist
die Heparinsensivitit der ‘Testsysteme verschieden.
Ebenso besteht keine enge Korrelation der APTT

Abkiirzung

APTT = Aktivierte partielle Thromboplastinzeit
LA = Lupus Antikoagulans
LMWH = Low Molecular Weight Heparins *

mit anderen Testsystemen zur Heparinbestimmung,
wie z.B. mit der anti-Xa- und anti-Ila-Messung.
Besonders hinziiweisen ist auf die groRe Variabilitiit
des Einflusses verschicdener LMWH auf die APTT.
Gegenwirtig ist cine Standardisierung der Belunde,
die mit unterschiedlichen Testsystemen ermittelt
werden, zur besseren Vergleichbarkeit der MeRer-
gebnisse, dhnlich der Thromboplastinzeit mit [SI/
INR, fiir die APTT nicht méglich.

Es wird daher emplohlen, daR der Hersteller
anhand einer  Heparinzugabe  (Unfraktionicrtes
Heparin, UFH) zu cinem frischen Poolplasma im
Bereich 0,1 E bis 1,0 E/ml Heparin (am WHO-San-
dard fiir UFH kalibriert), in Schritten zu 0,1 E/ml,
die Heparinempfindlichkeit des APTT-Testsystems
ermittelt und angibt. Analog wird dic Emplindlich-
keit fir LMWH (WHO-Standard) ermittelt. Dicse
Angaben sollen iiber die Heparinempfindlichkeit des
Testsystemns orientieren, und diirfen nicht als Bezugs-
kurve verwendet werden.

c) Lupus Antikoagulans

Die Sensitivitit der aul dem Markt hefindlichen
Testsysteme auf Lupus Antikoagulans (LA) ist
unterschiedlich [28-31]. Allerdings ist z.Z. keine
Moglichkeit zur objektiven, vergleichenden Charak-
terisierung dieser Kenngrof3e zuginglich. Nach Aus-
schluf3 aller Méglichkeiten, die eine Verlingerung
der APTT hervorrufen, wie z.B. das Vorliegen ciner
Stérung des endogenen Gerinnungssystems, spezifi-
scher Inhibitoren, Hepariy etc., weist eine Verlinge-
rung der APTT auf das Vorliegen eines LA hin.

'

Kritische Schritte und Stéreinfliisse
a) Praanalytik und Analytik

Die APTT ist unter den Screening-Tests der emp-
findlichste fiir Storcinfliisse und erfordert daher
strenges Einhalten der Empfehlungen zur Durch-
(iihrung, inshesondere die korrekte Blutenmahme
und rasche Analyse [32—-36]. In diesem Zusammen-
hang wird auf dic Empfehlungen .,Blutentmahme fiir
himostaseologische Analysen“ des Komitees zur
Standardisicrung hiimostascologischer Analytik ver-
wiesen [37]. Proben, bei denen offensichtlich ein fal-
sches Citrat/Blutverhiiltnis oder sichtbare Gerinnsel
vorliegen, liefern keine verwertharen Ergebnisse und
sollten daher nicht analysiert werden. Lange
LStandzeiten” von Blutentnahme bis zur Analyse
sind zu vermeiden, die Proben miissen bis zur Ana-
lyse bei Raumtemperatur und nicht im Kihlschrank
bewahrt werden (Kaltcaktivierung. Faktor VIII-
Labilir).-
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Zur Erhebung von Daten wird nochmals auf die
Reagenzien- andl Apparateabhiingigkeit der MeB3-
vwc-l)mw- hingewiesen [38, 39]. Da besonders die
\mnl\mu'lun;.,s/vlt (Inkubation des Plasmas  mit
dem Aktivator) entscheidenden Einflufl auf das
MeBergelmis hat, sind die ethodenspezifischen
Vorschriften des Herstellers unbedingt cinzuhalten
(40].

Die Sedimentation von partikelhaltigen Reagen-
zien withrend der Analysendauer ist durch geeignete
Malnahmen zu vermeiden. Ebenfalls st die -kor-
rekie Calciumkonzentration sicherzustellen.

In Analysenautomaten miissen Proben- und Rea-
genz- \vmhlcm)un"cn ausgeschlossen  sein. Eine
Imulwe Fehlerquelle ist die Benuuunfr von Clasware
mit D(‘lcwvnucn (Spiilmictel)- -Riickstiinden.

b) Weitere Storeinfliisse

Je nach Testsystem haben im besonderen Ausmafy
Aprotinin. Nitroglycerin und Dextran Einfluf8 auf
das Mefergebnis und sollten bei der Befundinterpre-
tation beriicksichtigt werden [41—+44]. Es wird auch
aul dic verminderte Stabilitdt von Proben mit erh6h-
ter proteolytischer Aktivitat hingewiesen. So kann
Plasmin, z.B. bei Patienten mit einer gesteigerten
Fibrinolyse, Trypsin bei einer Pankreatitis oder Ela-
stase bei entziindlichen oder himatologischen
Erkrankungen zu einer Verlingerung der APTT fiih-
ren.

Qualitatskontrolle und -sicherung

Die Unprizision innerhalb einer Serie sollte < 3 %,
(lie] von Tag zu Tag (fiir 20 Tage) < 5% sein [45,
16].

Die interne Qualititskontrolle muf bei jeder Mef3-
serie durch Mitfithrung einer Kontrollprobe im Nor-
malbereich und einer Kontrollprobe im pathologi-
schen Bereich durchgefiihrt werden.

Die Teilnahme an einer externen Qualititskon-
trolle durch Ringversuche wird dringend empfohlen.

Pathologische APTT-Werte sind hinsichtlich ihrer
Plausibilitit und Genese laboranalytisch bzw. kli-
nisch abzuklaren. Bei der Bewertung der Befunde ist

zu beriicksichtigen, dal das erhobene MeRergebnis

erheblich von Testmethodik und den Randbedin-
gungen abhingt. Die Interpretation der APTT
bedarl in besonderem Ausmafy genauer Kenntnis
iiber das angewandte Testsystem. Es ist daher sicher-
zustellen, af& relevante Anderungen bei der Test-
durchfithrung den Arzten, die aulﬂl und dieser Mef3-
werte Entsc hexdunacn tleffen u.m(rchend zur Kennt-
nis gebracht wcrdem

Lab. med. 19: 162-166 (1995)

Offene Fragen und empfohlene
MaBnahmen

Zum Nachweis von Inhibitoren in einer Plasmaprobe
konnen sogenannte Plusma-Mischversuche durchge-
filhrt werden. Eine Standardisierung dieser Plasma-
Mischversuche licgt bisher nicht vor. Die Frage der
Hepurin- und Faktoren-Sensitivitit wird 2. 7. durch
prospektive Multicenterstudien und Ringversuche
abgeklirt [47-50].

Schr rasch realisierbar und besonders wichtig
scheint der Arbeitsgruppe die Etablierung eines
Panels mit Patientenproben, an denen alle APTT-
Reagenzien kalibriert werden konnen, zuniichst
beziiglich LA, im niichsten Schritt FVIIL. Das
~Komitee zur Standardisicrung der hiimostaseologi-
schen Analytik® wird ein solches Panel demnichst
etablieren.

Einige Iragestellungen erfordern weitere Untersu-

chungen: Frage des optimalen Antikouagulans
(Citrat, Theophyllin, Adenosin, Dipyridamol,

CTAD), Probenstabilitat, Fibrinogen/Fibrin(ogen)-
Spaltprodukte-Abhéngigkeit. Einflufb von Tissue
Factor Pathway Inhibitor, Nitroglycerin-Wirkung.
Lipémie, etc.

Es ist vorgeschlagen worden, die APTT nicht in
Sekunden, sondern als Verhiltnis von Wert der
Patientenprobe zu Wert der Kontrolle (..Normalized
Ratio®) anzugeben. Der Wert einer solchen Transfor-
mation der Einheit wird z.Z. international unter-
sucht [49]. Da Heparin die APTT beeinfluf3t, kann
der Pléattchenfaktor 4 (PF 4), der nach Aktivierung
der Thrombozyten freigesetzt wird, Heparin neutra-
lisieren. Auch beeinflufit die Konzentration des
Antithrombin 1II, das mit Heparin einen Komplex
eingeht, die APTT.

Zur Zeit werden die in diesetn Zusammenhang
auftretenden Probleme der Standardisierung der
APTT zur Uberwachung einer Hepar mtllemplc
systematisch untersucht; eine abschliefende Emp-
fehlung kann bisher noch nicht ausgesprochen wer-
den. Schliefilich ist das Ausmaf3 der Beeinflussung
der APTT durch eine APC-Resistenz (Resistenz des
Aktivierten Protein C), die kiirzlich entdeckt wurde
und méglicherweise bei vielen Patienten mit familié-
rer Thrombophilie vorliegt [51-55], noch nicht
geklart. .
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