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Definition der Hamostase

s Die Hamostase ist ein lebenswichtiger
Prozess, dessen Gleichgewicht sichert,

dass

- bei Verletzungen der Blutgefasse
entstehende Blutungen zum Stehen
kommen (durch begrenzte Aktivierung)

und anderseits

- innnerhalb des intakten Gefass-Sytems
keine Gerinnung (Thrombose) zustande
kommt.



Prozessorientierte Auffassung der Hamostase

= Verarbeitung (process)

- Wechselwirkungen der Komponeneten
(Biochemie, Physiologie, Pathophysiologie)

= Ausgabe (output)

- klinische (anamnestische und aktuelle)
Symptome (Innere Medizin, Kinderheilkunde

Uusw.)



Schritte des hamostatischen Prozesses |I.
Eingabe (Input)



Schritte des hamostatischen Prozesses |I.
Verarbeltung (process)

s Gerinnselbildung

- Zellulare (vaskulare- thrombozytare
/primare/) Phase

- Plasmatische /sekundare/ Phase, die
eigentliche Gerinnung

s Gerinnselauflosung
- Fibrinolyse
Die einzelnen Phasen stehen in enger
Wechselwirkung miteinander!




Telle des hamostatischen Prozesses llI.
Erkrankungen (Ausgabe, output)

s Blutungsneigung

Mangel oder
Dysfunktion
verschiedener
prokoagulant
wirkender

Komponenten

(angeboren o.
erworben)

= [hromboseneigung

Mangel oder
Dysfunktion
verschiedener
antikoagulant

WIT

Kom
(ange

Kender
ponenten

poren o.

erworben)



Struktur des Vortrages I.

» Die Untersuchung der Blutungsneigung

- Physiologie- Pathophysiologie
(kurzgefasst)

- Untersuchungsmethoden (Prinzipien,
Praxis)

- Auswertung der Ergebnisse



Struktur des Vortrages II.

» Die Untersuchung der Throboseneigung
(Thrombophilie)

- Physiologie- Pathophysiologie
(kurzgefasst)

- Untersuchungsmethoden (Prinzipien,
Praxis)

- Auswertung der Ergebnisse



Struktur des Vortrages III.

» Die Untersuchung der aktuellen Veranderungen

- pathologische Veranderungen (Thrombose,
DIC)

- therapiebedingte Veranderungen
- ASA
- Kumarinderivate
- Heparin, NOAK



Primare Hamostase, vaskuliare, thrombozytare

Phase
Schritte: (Physiologie)
- Endothelverletzung Thrombozyten Tombozyen
2 . Endothel- /
- \Vasokonstriktion zelle

- Freisetzung der
subendothelialen Matrix

- Plattchenadhesion-
Plattchenaktivierung

- Plattchenaggregation

Endprodukt:

- Thrombozytenthrombus

Untersuchungen
Blutungszeit

PFA (,,In vitro” Blutungszeit)

Aggregometrie
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Hautveranderungen Der Storungen Ger
primaren Hamostase




Priméire Hamostase, Vaskulire, thrombozytire Phase
(Untersuchungen, Blutungszeit I.)







Primare Hamostase, Vaskulare, thrombozytiare Phase
(Untersuchungen:, Blutungszeit Iil.;, Durchfithrung)




Priméire Hamostase, vaskulire, thrombozytire Phase
(Untersuchungen, Blutungszeit i AUuswertung)

= Referenzbereich: 2- 9 Min.

s Pathologisch verlangert:
- Thrombozytopenie
- von Willebrand- Jiirgens Syndrom
- Plattchenfunktionsstorungen

Beschrankter diagnostischer \Wert.



Priméire Hamostase, Vaskulire, thrombozytire Phase
(Untersuchungen , PEA, Prinzip; Durchfithrung)

\ollblut flief3t durch eine mit einer Membran
beschichteten Kapillare, in der sich eine

mikroskopische Offoung befindet. Die
Kapillarmembran besteht entweder aus

Kollagen/Epinephrin oder Kollagen/ADP.

Die Zeit bis zum Stillstand des Blutflusses wird als
\Verschlusszeit

In Sekunden gemessen.



Primare Himostase, vaskulare, thrombozytire Phase
(Untersuchungen , PEA 100:, Prinzip, Durchfithrung)

Platelet Function Analyzer PFA-100™

Test de fonction global, non spécifique

3 8‘—— Subendothelium M
embrane
. <— Collagen Epi or ADP
Purified collagen

von Willebrand factor

Fibrinogen Erythrocyte

Erythrocyte
Platelet

Platelet

Endothelial cell

Vascular lumen Capillary 200 pm




Primare Hamostase, vaskulare, thrombozytare

Phase
(Untersuchungen:, PEACLL, AUSWEFRtUng)

Referenzbereich:
Epinephrin: 68 —121 sec
ADP: 84 —160 sec
Verlangerte \Verschlusszeit:
Epinephrin:

Aspirin Effekt
Epinephrin und ADP:

Plattchenfunktionsstorung




Priméire Hamostase, Vaskulire, thrombozytire Phase
[Lichttransmissionsaggregometrie (LA 1L, PRnzip

Die Messung erfolgt 1im plattchenreichen Plasma,
In dem durch Zugabe von Agonisten, wie z.B.

Ristocetin, ADP, Arachidonsaure,
Thrombinrezeptor aktivierendes

Peptid (TRAP) oder Kollagen

eine Plattchenaggregation induziert wird. Das Ausmal3
der

Aggregation wird durch die Zunahme der
Lichttransmission nach Aggregatbridung

turbidimetrisch quantifiziert.



Primare Hamostase, vaskulare, thrombozytire Phase
L TA II., Plattchenreiches Plasma




Priméire Hamostase, vaskulire, thrombozytire Phase
LTA Ill., Durchfithrung

OPTICAL PLATELET AGGREGOMETRY: BORN PRINCIPLE

TIME MINUTES

PRP with PRP with

MAGHET S



Primare Hamostase, vaskulare, thrombozytire Phase
LA N AUSWEREUNG
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Priméire Hamostase, Vaskulire, thrombozytire Phase
AN Auswertung des V. \Wallebrand.=J. Sydrom

ADP (2umol/l) adrenalin (2umol/l) collagen ristocetin (1.5mg/ml)

LU

10 12

time (mins)




Priméire Hamostase, Vaskulire, thrombozytire Phase
LA\ AUSWERTUNG

= Pathologische Aggregation mit Ristocetin
Adhesionsstorung:

- von Willebrand- Jiirgens Syndrom
- Bernard- Soulier Syndrom
= Pathologische Aggregation mit anderen Agenzien
Sekretionsstorung (keine zweite Welle):
- verschiedene ARD-s (agonist response defect)
- ,,Aspirin- like” Syndrom
Adhesion- und Sektretionsstorung (keine Agar.):
- Glanzmann Thrombasthenie



Sekundare, plasmatische Phase, Gerinnugnskaskade

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

Freisetzung von
Tissue Factor (Gewebsfaktor)
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Protein S
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Thrombomodulin



Plasmatische Gerinnungstorungen. Klinisches Bild I.
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Plasmatische Gerinnungstorungen. Klinisches Bild Il.




Untersuchungen der plasmatischen Phase |I.
Qualitatssicherung

* Praanalytisch
- Plasma- Zitrat Verhaltnis
- ,entsprechende” Blutprobe
- sorgfaltiges Mischen
- Zeit zwischen Blutentnahme und Untersuchung
- Temperatur der Aufbewahrung

* Analytisch

- Passende Gerate und Reagenzien

- Temperatur der Untersuchung

- Sicherung der inneren und ausseren

Qulitatskontrolle




Untersuchungen der plasmatischen Phase II.
Untersuchungsarten

» Globale Untersuchungen

» Spezialle Untersuchungen
(Faktorbestimmungen)




Untersuchungen der plasmatischen Phase llI.
Globale Untersuchungen

* Vollblutgerinnungszeit

- Bestimmung der Gerinnungszeit des Blutes
unter mehr oder weniger standartisierten
Umstanden (praktisch wertlos!)




Untersuchungen der plasmatischen Phase VII.
Globale Untersuchungen, Prinzipien

Material: dekalzifiziertes (Zitrat) Plasma

Reagenz: ist durch die Gruppe der zu
untersuchenden Faktoren bestimmt
(Phospholipid, Thrombin)

Das zu erfassende Ereignis: die Umwandlung
von Fibrinegen zu Fibrin in dem Zitratplasma
nach der Zugabe von Calcium und Reagenz
(gemessen wird die Zeit)



Untersuchungen der plasmatischen Phase VIII.
Glebale Untersuchungen, Prinzipien

s Methoden zur Zeitmessung der
= Fibrinogen- Fibrin Umwandiung
- Elektromechanisch
- Fotometrisch
- Nephelometrisch
- Elektromagnetische Induktion
- \/iskosimetrisch
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Untersuchungen der plasmatischen Phase |X.
Globale Untersuchungen, Prinzipien




Untersuchungen der plasmatischen Phase

Glebale Untersuchungen, Prnzipien

aPTT PTZ

intrinsischer Weg extrinsischer Weg

F Xlla Xla ] _o-ég(—)——é—éf‘-\-e'ﬁ'e" E VI
FIXa*™
Aktivator F Vllla tissue factor

Phopholipide Phopholipide

2+ 24+
< F Va, CaZ", PL G

F Xl

Thrombin | ————|

\ F Xllla

l

Fibrinogen ——Fibrin monomer—— polymer
[Gerinnseldetektion]

Thrombozyten-
aktivierung

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der Ablaufe der plasmatischen Gerinnung




Untersuchungen der plasmatischen Phase XI.
Globale Untersuchungen, Partielle
Thromboplastinzeit

- Dem Zitratplasma des Patienten
werden gerinnungsaktivierende

- Partielle Thromboplastine (Lipoproteine)
und

- Oberflachenaktivatoren (z. B. Kaolin) + Ca
zugesetzt.
Bei diesem Test werden alle Faktoren des intrinsischen
(endogenen) und des gemeinsamen Gerinnungsweds
getestet.Die Gerinnungszeit ist konzetrationsabhangig.
Der Test ist gegenuber Faktor II (Prothrombin) und
Fibrinogen weniger empfindlich.




Untersuchung bel Verdacht auf
Hemmkorper

Patientenplasmas

APTZ verlangert: Faktorenmangel
oder
Hemmkorper (pl. LA)

Patientenplasma + Normalplasma:
APTZ verkulrzt: Faktorenmangel
APTZ bleibt verlangert: Hemmkorper




Untersuchungen der plasmatischen Phase XiII.
Glebale Untersuchungen, Prothrombinzeit

-Dem Zitratplasma des Patienten
wird gerinnungsaktivierendes

- Thromboplastin (Lipoproteine + F III,
[/ Glykoprotein, Gewebsthrombokinase/) + Ca
zugesetzt.
Bei diesem Test werden alle Faktoren des extrinsischen
(exogenen) und des demeinsamen Gerinnungswegs

getestet.
Die Gerinnungszeit ist konzentrationsabhangig.

Der Test dient vor allem als der Kontrolluntersuchung
der Kumarintehrapie.



Untersuchungen der plasmatischen Phase XIII.
Globale Untersuchungen, Thrombinzeit

- Dem Zitratplasma des Patienten
wird gerinnungsaktivierendes Thrombin zugesetzt.

Bei diesem Test werden

- die_quantitativen (kommen ofter vor) und

- die qualitativen (kommen selten vor) Storungen des
Fibrinogens weiterhin

- die Anwesenheit und Menge der gerinnunshemmenden FDP-s
(Fibrinogen-Fibrin Degradationsprodukte, Spaltprodukte)
getestet.
Die Gerinnungszeit ist konzetrationsabhangig.




ROTEM (Rotationsthrombelastometrie)




ROTEM (Messprinzip)

= Die Vollblutprobe wird in eine Kuvette (Cup) gefullt, und
ein zylindrischer Stempel (Pin) wird eingetaucht.
Zwischen Stempel und Kivette bleibt ein 1 mm breiter,
mit Blut gefullter Spalt. Der Stempel wird durch eine
elastische Feder nach rechts und links gedreht. Solange
keine Gerinnung eintritt, ist die Bewegung des Pins
unbeeinflusst. Sobald sich zwischen Cup und Pin ein
Gerinnsel bildet, wird die rotierende Bewegung des Pins
durch das Gerinnsel zunehmend eingeschrankt. Die
kinetischen Anderungen werden optisch erfasst und von
einem integrierten Computer berechnet. Es entstehen
die typischen Kurven (TEMogramm) und numerische

Parameter.



ROTEM (Messprinzip)

Dreh-Achse (+- 4,75°) LED Lichtquelle

W -

Spiegel
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]
— Detektor -l

Kugellager Datenverarbeitung

Kuvette & Probe

Beheizter

Kuvettenhalter
Gel'i n nselbildung © Tem Innovations GmbH



ROTEM (Auswertung)
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Gerinnungszeit

Gerinnselbildungszeit

Alpha-Winkel

Amplitude 10 Min. nach CT

Maximale Gerinnselfestigkeit |

Lyse Index 30 Min. nach CT |
MaximaleLyse |




Faktorenbestimmungen

- Dem Zitratplasma des Patienten
werden gerinnungsaktivierende

- Thromboplastine oder Partielle Thromboplastine
ohne oder mit

- Oberflachenaktivatoren (z. B. Kaolin) + Ca
und

- Plasma mit Mangel des zu untersuchenden Faktors
zugesetzt.
Die Gerinnungszeit ist von der Faktorkonzentration des
Patientenplasmas abhangig, die mit Hilfe einer
Dilutionskurve bestimmt wird.



Dilutionskurve fur Faktorbestimmungen
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Haufigere Faktormangelerkrankungen
(Pravalenz)

Von Willebrand- Jurgens Syndrom (F VIII)

alle Falle: 800/100.000
symptomatische Falle: 12,5/100.000
schwere Falle: <0,3/100.000

Hamophilie A (F VIII)
etwa 8500 in Deutschland
Hamophilie B (F 1X)

etwa 1500 in Deutschland



Seltene Faktormangelerkrankungen
(Pravalenz)

Faktor | 5 1n 10 million

- Afibrogenamia

- Hypofibrinogenamia

- Dysfibrogenamia
Faktor Il 1 in 2 million
Faktor V 1 in 1 million
Kombinierter Faktor V and Faktor VIIIl Mangel 1 in 1 million
Faktor VII 1 in 500,000
Faktor X 1 in 1 million
Kombinierter Mangel Vitamin K dependenter
Gerinnungfaktoren keine Angaben
Faktor Xl 1 in 100,000

Faktor XllI 1 in 3 million



Sekundare Phase, Gerinnugnskaskade

Intrinsischer Weg Extrinsischer Weg

Freisetzung von
Tissue Factor (Gewebsfaktor)
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Thrombomodulin




Thrombophile Diathesen Haufigkeit (I.)

= Hereditar Haufigkeit
Antithrombin — Mangel < 1%
Protein C — Mangel <1 %
Protein S — Mangel < 1 %

= APC- Resistenz » F V-Leiden 5-7 %
Prothrombin G20210A 1-2 %
= XlI-Mangel 1,5%
Dysfibrinogen < 1 %

= Erworben

Antiphospholipidsyndrom 2-5 (10 ?) %



Thrombophile Diathesen Haufigkeit (II.)

* Homocysteinamie 3 %
= C677T im MTHFR-Gen (homozygot) S5 %
= | ipoprotein(a) — Erhohung 3-5 %



Thrombophile Diathesen
Diagnostik (I.)

= Allgemeine Gerinnungsteste

Dysfibrinogen » Globalteste + TZ, gaf.
Fibrinogen-Antigen

F Xll-Mangell » PTT-Verlangerung unad
Bestimmung F Xl mit Einphasentest
Lupusantikoagulant » Bel verlangerter
aPTT



Thrombophile Diathesen
Diagnostik (II.)

= Bestimmung der naturlichen Inhibitoren

= Antithrombin » chromogenes Substrat
Protein C - Aktivitat » chromogenes Substrat,
Protein C - Antigen » Elektrophorese,
mmundiffusion

Protein S - Aktivitat » chromogenes Substrat,
Protein S - Antigen und freies Antigen »
Elektrophorese, Immundiffusion




Thrombophile Diathesen
Diagnostik (III.)

= Erfassung der APC-Resistenz

Genanalyse » Untersuchung der Patienten-
DNA mit PCR

= Erfassung der. Prothrombinvariante
€74 0)21 1 0)/A\

Genanalyse » Untersuchung der Patienten-
DNA mit PCR



Thrombophile Diathesen
Diagnostik (IV.)

Erfassung des Homocystein — Status

Messung von Homocystein, Vitamin B 12
und Folsaure

Genanalyse » Untersuchung der
Mutation C677T im MTHER - Gen (PCR)

Lipoprotein(a) - Messung
Immunologische Bestimmung



Thrombophile Diathesen
Diagnostik des APS (I.)

= Erfassung eines Antiphospholipidsyndroms
- Antikorperanalyse » Cardiolipin-AK
(IgG/IgM), b -2 Glykoprotein IgG

- Lupusantikoagulanty Bestatigungsteste



Thrombophile Diathesen
Diagnostik des APS (1I1.)

= Der Test basiert auf dem Prinzip, dass
Antikorper gegen Thrombin und beta-2-
Glycoprotein | mit Vitamin-K-abhangigen
Blutgerinnungsfaktoren um Bindungsstellen

= auf anionischen Phospholipiden konkurrieren

und dadurch in vitro die Gerinnungszeit des
Plasmas in APTZ verlangern.



http://de.wikipedia.org/wiki/Thrombin
http://de.wikipedia.org/wiki/Blutgerinnungsfaktor

Thrombophile Diathesen
Diagnostik des APS (I1I.)

= |.: Screening Test, (APTZ) zum Nachwelis der
Verlangerung der Phospholipid-abhangigen
Gerinnungszeit

= |I.: Verdrangungstest, bel dem die Probe mit
normalem Plasma gemischt wird. Er soll
ausschlielsen das Fehlen eines
Gerinnungsfaktors nachgewiesen werden.




Thrombophile Diathesen

" Diagnostik des APS (1V.)

Verwendung von Phospholipiden in geringer
Konzentration: die Gerinnungszelt ist bel
Anwesenheit von LA verlangert.

Verwendung von hoher Konzentration wird die
AK neutralisiert und die Gerinnungszeit
verkurzt.

Das Verhaltniss der Ergebnisse ermoglicht die
Bestatigung, dass die Hemmung der
Blutgerinnung tatsachlich Phospholipid-
abhangig ist und nicht auf Mangel eines
spezifischen Gerinnungsfaktors beruht.



Kontrolle der antiaggregatorischen Therapie (ASA)

Wirkungsmechanismus: Hemmung der
Plattchenaggregation

Untersuchung: Aggregation in vitro (ausgefallene
oder schwache zweite Welle)

PFA (verlangerte Verschlusszeit)

Etwa 1/3 der Patienten Ist resistent !



Aggregationskurve vor und nach ASA-gabe

Detection of ASA
with PAA Aggregation
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ASA-Wirkung / Stentthrombose
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Modifiziert nach Geisler T, Eur Heart J 2009



Kontrolle der Antikoaguloantientherapie
(Heparin, NOAK /Rivaroxaban/)

e Hoch- Molekulargewicht- Heparin
Wirkungsmechanismus: Hemmwirkung
gegen Thrombin (hauptsachlich)
Untersuchung: aPTZ (TZ zu empfindlich)

e Niedrig- Molekulargewicht -Heparin,
Rivaroxaban

Wirkungsmechanismus: anti- aX Effekt
Untersuchung: anti- axX Aktivitat




Bestimmung der Anti-FXa-Aktivitat (1.)

Man gibt eine bestimmte Menge Faktor Xa zum
Blutplasma des Patienten. Dieser Faktor Xa wird
dann von den Iim Blutplasma befindlichen
Hemmstoffen (NMW Heparin) gehemmt. Je mehr
Hemmwirkung Im Plasma vorhanden ist, desto
weniger (ungehemmter) Faktor Xa bleibt ubrig.
Wie viel Faktor Xa geblieben ist, misst man, indem
man einen Stoff (chromogernen Substrat) zusetzt,
von dem Faktor Xa einen Farbstoff abspalten kann.
Je mehr photometrisch bestimmbarer Farbstoff
entsteht, desto mehr Faktor Xa war noch
vorhanden.



http://www.med4you.at/laborbefunde/techniken/lbef_photometrie.htm

Bestimmung der Anti-FXa-Aktivitat (Il.)

Fibrin (Fakfor 1)




Kontrolle der Antikoagulantientherapie
(Kumarine)

e \Wirkungsmechanismus: Hemmung der
Synthese der K-Vitamin dependenten
Koagulationsfaktoren (I, VII, IX, X) in der Leber.

e Chemie: Acenocumarol (Syncumar)
4-Hydroxycumarin (Marfarin)
e Anwendung: oral
e Untersuchung: Prothrombin Zeit (PZ, PT)
e Interpretation: Aktivitat (%, Verdunnungskurve)
INR (International Normalised Ratio)



http://de.wikipedia.org/wiki/4-Hydroxycumarine

INR Berechnungsformel aus der
Prothrombinzeit PT:

International Normalized

Ratio (INR) Calculation

PT patient\"™
PT normal




Erklarung der ,Berechnungsformel
aus der Prothrombinzeit PT":

e ISI": Internationaler Sensitivitatsindex.
Dieser ist fur jeden Hersteller oder jede
Prothrombinase im Vergleich zu einer
iInternational standardisierten Probe
festgeleqgt .

e (Normalerweise zwischen 1,0 und 1,4)



Laboruntesuchung des DIC (l.)

e Diffuse intravaskulare Gerinnung mit dem
Verbrauch von Thrombozyten und
verschiedenen Gerinnungsfaktoren,
,Verbrauchskoagulopathie” (mit sekundarer
Fibrinolyse).

e Pathomechanismus: kontinuierliche Aktivierung

der Gerinnung von verschiedendster Ursachen
durch Gewebsfaktor und Zytokine.

e Sich anderndes Krankheitsbild (thrombotische
und hamorrhagische Symptome) und
Laborergebnissen.



Laboruntesuchung des DIC (ll.)

e Untersuchungen

- Thrombinzelt
- Thromboplastinzeit (Prothrombinzeilt)
- aktivierte Partielle Thromboplastinzeit
- D- Dimer Bestimmung

- Thrombozytenzahl




D- Dimer Bestimmung

Schema der D-Dimer Bildung

Fibrin-Einzelmolekiil besteht aus einem E
und 2 D-Abschnitten:

S

Bei der Blutgerinnung verhinden sich viele
Fibrin-Einzelmolekiile zu einem Aggregat:

Bei der Auflisung des Gerinnsels entstehen
unter anderem D-Dimere:

o



D- Dimer Bestimmung

Indikation:

Verdacht auf tiefe-Venenthrombose
Verdacht auf PE

Verdacht auf DIC

Methode

Agglutination mit spezifischem,
monoklonalem Antikorper

Auswertung: automatisch o. per Augenmass
Referenzbereich: methodenabhangig
Auswahl der Methode: grosse Sensitivitat!
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