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Zusammenfassung

Die extrakorporale Zirkulation (EKZ) kann die Funktion des Herzens und der
Lungen vorubergehend ersetzen. Hierbei wird Blut aus den ventsen Gefal3en
entnommen und Uber einen Oxygenator decarboxyliert und oxygeniert.
AnschlieBend wird das Blut wieder in den Blutkreislauf des Patienten
zurlckgefuhrt. Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) und die extrakorporale
Membranoxygenierung (ECMQO) werden der EKZ zugeordnet. Bei einer HLM ist
ein kompletter Bypass des Lungen- und Herzkreislaufs moglich. Uber eine
Kantle wird Blut in der oberen und unteren Hohlvene oder im rechten Vorhof
passiv oder aktiv in ein vendses Reservoir geleitet. Im vendsen Reservoir kann
Blut zurtckgehalten werden, damit das Blutvolumen genau gesteuert werden
kann. Von dort wird das Blut ebenfalls durch eine Rollerpumpe Uber einen
Oxygenator und einen Warmetauscher gepumpt bevor es Uber einen
Blasenfilter in den arteriellen Kreislauf (z. B. die Aorta) des Patienten
zuruckgelangt. Bei einem funktionellen Herz oder einem stillstehenden Herz
kann die HLM einen Gasaustausch und einen temperierten systemischen
Blutfluss mit definiertem Perfusionsdruck erméglichen. Eine Weiterentwicklung
der HLM ist die ECMO. Sie ermdglicht die tempordre Unterstitzung von
Intensivpatienten mit  Lungenversagen, Herz-Kreislauf-Versagen oder
kombiniertem Herz-Lungen-Versagen. Hierbei werden gro3e Gefal3e des
Korpers kandliert und anhand der Indikation werden die Patienten mittels
verschiedener vendser und arterieller Anschlussmdglichkeiten behandelt
(weitere Details siehe Einleitung). AnschlieBend passiert das Blut eine
Zentrifugalpumpe und einen Oxygenator und kehrt oxygeniert zum Patienten
zurlck.

Beim Durchlaufen des Blutes durch die Pumpe, den Oxygenator und den
Dialysator entstehen Scherkrafte. Des Weiteren flieRt das Blut durch
Schlauche, die eine groRe Fremdoberflache darstellen. Hierbei kénnen die
Fremdoberflachen der Membrane und Schlduche bei der EKZ sowie die
auftretenden Scherkréfte in den Pumpen und dem Oxygenator eine Aktivierung
der Hamostase induzieren, was zu einer lebensbedrohlichen
Gerinnungsaktivierung fuhren kann. Des Weiteren kann es wahrend der EKZ zu
Komplikationen wie dem akuten Atemnotsyndrom (ARDS), dem systemischen
inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) oder dem
Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) kommen. Der Grund fir diese
Aktivierung ist das Zusammenwirken verschiedener Blutaktivierungswege wie
der mechanischen und chemischen Zellaktivierung, der Dysfunktion der
Immunregulation und der Aktivierung der Gerinnungskaskade. Deshalb ist eine
kontinuierliche Uberwachung der Hamostase von besonderer Bedeutung, da
sonst Blutungskomplikationen oder Thromboembolien auftreten kénnen. Die
moderne Intensivmedizin bietet derzeit keine kleine, einfache, bedienbare und
leicht interpretierbare  Point-of-Care- Lésung zur Uberwachung des
Gerinnungsstatus oder der Blutgerinnungsproblematik an. Eine zuverlassige




Abbildung der gesamten Hamostase (Gerinnung, Fibrinolyse,
Thrombozytenfunktion) mit einem einzigen Messgerat ist nur durch die
viskoelastischen Methoden wie den ROTEM und die Thromboelastographie
(TEG) gegeben. Allerdings sind beide Gerate teuer, grof3,
erschutterungsempfindlich und kénnen nicht neben dem Patienten bedient
werden. Aul3erdem konnen die Ergebnisse nur von einem Experten interpretiert
werden. Die Verwendung eines kleinen, einfachen Point-of-Care-Gerats mit
minimalem Schulungsaufwand fiir die behandelnden Arzte ist wiinschenswert.
Das Fachgebiet der Rheologie bietet Losungen fur solch umfassend technische
Problematiken an. Rheologische Messungen kdnnen wertvolle Informationen
Uber die viskoelastischen Eigenschaften komplexer Flussigkeiten, z. B. von Blut
liefern. Die Uberwachung der Anderungen der viskoelastischen Eigenschaften
des Blutes bei einsetzender Blutgerinnung liefert einen Echtzeit-Indikator fur
den Blutgerinnungsstatus eines Patienten. Ein essenzielles Protein des
Gerinnungsprozesses ist das Enzym Thrombin, das Fibrinogen in unldsliches
Fibrin umwandelt. Parallel in der Endphase an die Gerinnungskaskade wird
Fibrin mit aggregierten Plattchen vernetzt, was zu einem Fibrin-Thrombozyten-
Netz fuhrt. Das Ergebnis ist eine Zunahme des viskosen und elastischen Anteils
der Viskositat im Blut.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im ersten Schritt die Leistung eines
piezobasierten Messsystems (piezoelektrischen Axialvibrators, PAV) mit einem
kommerziell erhaltlichen rheologischen Oszillationsrheometer (Kinexus Pro,
Malvern) verglichen. Da der PAV nur fir technische Flussigkeiten wie
Polymerlésungen verwendet wurde, erfolgte die Kalibrierung des Gerats mit
technischen Olen. AnschlieRend wurden die Zuverlassigkeit, die
Reproduzierbarkeit der Messungen und die Einschrankungen des
Piezosystems untersucht. AulRerdem wurden Vergleichsmessungen zwischen
PAV und Kinexus Pro mit verschiedenen Xanthan-Konzentrationen (0,1 - 5 %)
durchgeflihrt. Die Ergebnisse zeigten durch Uberlappende Messbereiche der
Geréate, dass das Piezosystem reproduzierbar messen kann und vergleichbare
Ergebnisse wie das Kinexus Pro liefert. Somit kdnnen die Erkenntnisse der
Rheologie von technischen Flissigkeiten auf Blut Ubertragen werden. Zur
Bestatigung der Nutzbarkeit der rheologischen Messgerate wurden
verschiedene Parameter der Hamostase naher untersucht. Die Gerinnungszeit
(Clotting time, CT) als ein Parameter zur Uberwachung des Gerinnungsstatus
konnte durch das Messen der viskoelastischen Eigenschaften detektiert
werden. Wahrend des Gerinnungsprozesses nimmt die Scherviskositat mit der
Zeit zu, wobei der lineare Anstieg die Dynamik der Gerinnselbildung beschreibt.
Die Gerinnselfestigkeit entspricht der Festigkeit des gebildeten Blutgerinnsels,
die von der Fibrinvernetzung und der Thrombozytenzahl abhangt und
messtechnisch durch die maximale Viskositat erfasst werden konnte.

Im n&chsten Schritt wurde ein Oszillationsrheometer fir eine detailliertere
Evaluierung der Hamostase mit verschiedenen Gerinnungsaktivatoren und
-inhibitoren herangezogen. Als Referenzsystem diente ein medizinisches
Kugelkoagulometer (KC 1A, ABW Medizin Technik GmbH). Die vorliegenden




Daten zeigten, dass das Oszillationsrheometer in der Lage ist, den
Hamostasestatus mit verschiedenen Aktivatoren und verschiedenen
Inhibitorkonzentrationen dynamisch zu messen. Da das Oszillationsrheometer
fur den klinischen Alltag zu grof3 und zu teuer ist und erschitterungsempfindlich
ist, wurde im letzten Schritt dieser Arbeit ein optimiertes Piezosystem (PIEZ)
konstruiert und gebaut. Das neue PIEZ war zudem sensitiver fur
Blutmessungen als das bislang genutzte PAV-System.

Zusatzlich zu etablierten Gerinnungsaktivatoren und -inhibitoren wurde die
Wirkung des gerinnungshemmenden Thrombin-Aptamers NU172 als mdgliches
Antikoagulanz sowohl unter statischen als auch unter dynamischen
FlieBbedingungen getestet. Aptamere sind einzelstrangige Oligonukleotide mit
dreidimensionalen Strukturen, die mit hoher Affinitat und Spezifitat an ein
Zielmolekdl binden konnen. Die Wirkung des Aptamers kann durch die
komplementare Sequenz (Antidote, AD) aufgehoben werden. In der klinischen
Praxis konnten Thrombin-Aptamere wie NU172 wahrend der EKZ in
Kombination mit einer reduzierten Heparinkonzentration oder fir Patienten mit
einer heparininduzierten Thrombozytopenie (HIT) verwendet werden. Das
Thrombin-Aptamer wurde vergleichend mit Heparin auf die antikoagulatorische
Wirkung mit dem PIEZ getestet. Hierbei zeigten sich eine Verlangerung der CT,
eine selektive Hemmung der Thrombin-vermittelten Thrombozytenaktivierung
(Abnahme des Thrombozytenaktivierungsmarkers, B-Thromboglobulin, B-TG)
und Reduktionen der Ex-vivo-Thrombose, die durch eine Abnahme der
fibrinreichen Thrombusbildung (Abnahme der maximalen Viskositat) erreicht
wird. Zudem wurde die Aufhebung der Aptamerwirkung durch die
komplementare Antidotsequenz (AD) mit dem PIEZ bestétigt. Mit dem PIEZ ist
zum ersten Mal eine kontinuierliche Erfassung der Wirkung des Aptamers auf
die Gerinnung maoglich.

Das optimierte PIEZ und die Untersuchungen in dieser Arbeit dienen als Basis
zur Weiterentwicklung hin zu einem Point-of-Care-Gerat. Jedoch sind weitere
Optimierungen (Fluidiksystem, automatisierte Pipettierung und Reinigung) und
Studien notwendig, um das Ziel eines Point-of-Care-Hamostase-Systems zu
erreichen.




Summary

Extracorporeal circulation (ECC) can temporarily replace the function of the
heart and the lungs. In this process, blood is taken from the venous vessels and
is decarboxylated and oxygenated via an oxygenator. The blood is then
returned to the patient's cardiovascular system. The heart-lung machine (HLM)
and extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) belong to the ECC. With a
heart-lung machine (HLM), a complete bypass of the pulmonary and
cardiovascular system is possible. Through a cannula, blood in the superior and
inferior vena cava or in the right atrium is passively or actively directed into a
venous reservoir. Blood can be retained in the venous reservoir so that blood
volume can be precisely controlled. From there, the blood is also pumped by a
roller pump through an oxygenator and heat exchanger before returning through
a bubble filter to the patient's arterial circulation (e.g. the aorta). In the presence
of a functional heart or an arrested heart, HLM can provide gas exchange and
tempered systemic blood flow with defined perfusion pressure. A further
development of the HLM is the ECMO. It enables temporary support of
intensive care patients with lung failure, cardiovascular failure or combined
heart-lung failure. In this procedure, large vessels of the body are cannulated
and based on the indication, patients are treated using various venous and
arterial connection options (see Introduction for more details). The blood passes
through a centrifugal pump and an oxygenator and then the oxygenated blood
returns to the patient.

Shear forces are generated as the blood passes through the pump, oxygenator
and dialyser. Additionally, the blood flows through the tubes which represent a
large foreign surface. Furthermore, complications such as acute respiratory
distress syndrome (ARDS), systemic inflammatory response syndrome (SIRS),
or multiple organ dysfunction syndrome (MODS) may occur during ECC. The
reason for this activation is the interaction of different blood activation pathways
such as mechanical and chemical cell activation, dysfunction of immune
regulation, and activation of the coagulation cascade. Here, the foreign surfaces
of the membrane and tubing during ECC and the shear forces that occur in the
tubing and pumps can induce activation of haemostasis, which can lead to life-
threatening clot activation. Therefore, continuous monitoring of haemostasis is
of particular importance, otherwise bleeding complications or thromboembolism
may occur.

Currently, the modern intensive care does not provide a comprehensive point-of
care solution for monitoring coagulation status or coagulation problems.
Reliable monitoring of overall haemostasis (coagulation, fibrinolysis, platelet
function) with a single measurement device is only provided by viscoelastic
methods such as ROTEM and thromboelastography (TEG). However, both
devices are too expensive, too large, sensitive to vibration, and cannot be
operated next to the patient. In addition, the results can only be interpreted by
an expert. The use of a small, simple point-of-care device with minimal training
requirements for treating physicians is desirable. Such a system is desirable
due to the limited space in the operating room and intensive care unit.
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Therefore, a measurement method is needed that on the one hand covers the
different aspects of haemostasis and on the other hand that can be performed
without sample preparation by using a patient-side single measurement device
with minimal effort of training for the analyst. We intend to address the point-of-
care issue by rheometry, which can provide important information about the
microstructure and dynamics of complex fluids such as polymer solutions and
suspensions of colloid particles. Similar to those technical solutions, human
whole blood is a complex suspension of various cell types and proteins that is
subject to continuous variations. Monitoring the changes in viscoelastic
properties of blood clotting provides a real-time indicator of the blood
coagulation status of a patient. The conversion of fibrinogen into insoluble fibrin
through the enzyme thrombin is an important part of the coagulation process.
Following the coagulation cascade, fibrin is cross-linked with aggregated
platelets leading to a platelet-fibrin mesh. This increases the viscoelastic shear
viscosity of coagulated blood.

The first step in this work was to compare the performance of a piezo based
research measuring system (piezoelectric axial vibrator, PAV) with a
commercially available rheological oscillation rheometer (Kinexus Pro, Malvern).
Usually, the piezo system is used for technical fluids, e.g. polymer solutions. For
this reason, the device was initially calibrated with technical oils, which
investigated the reproducibility of the measurements and the limitations of the
piezo system. In addition, comparative measurements were performed between
PAV and Kinexus Pro with various xanthan concentrations (0.1 - 5%). The data
showed that the piezo system measures reliably and provides comparable
results with the Kinexus Pro due to overlapping measuring ranges for different
xanthan concentrations. Thus, the findings of the rheology of technical fluids
can be transferred to blood. The clotting time (CT) can be obtained by
measuring changes of viscoelastic properties of human whole blood, which is
an important indicator of the patient’s coagulation status. During the coagulation
process the viscous and elastic components increase over time and the linear
slope describes the dynamics of clot formation. The maximum shear viscosity
provides information on clot firmness, which is dependent on blood fibrinogen
level, fibrin cross-linking and platelet numbers.

In the next step, the oscillation rheometer was used for a more detailed
evaluation with different coagulation activators and inhibitors using a ball
coagulometer (KC 1A, ABW Medizin Technik GmbH) as reference system. The
obtained data showed that the oscillation rheometer is able to measure the
haemostasis status dynamically with different activators and different inhibitor
concentrations. As the oscillation rheometer is too large and too expensive for
the clinical routine and also too sensitive to vibrations, in the last step of this
work an optimised piezo-method (PIEZ) was planned and constructed based on
the PAV. The new PIEZ is also more sensitive to blood measurements than the
PAV system.




In addition, to the establised activators and inhibitors of coagulation, the anti-
thrombin aptamer NU172 was tested as a potential anticoagulant under static
and dynamic flow conditions. Aptamers are single-stranded oligonucleotides
that can fold into three-dimensional structures and bind to targeting molecules
with high affinity and specificity. The effect of the aptamer can be reversed by
the complementary sequence (antidote, AD). In clinical practice, thrombin
aptamers such as NU172 could be used during extracorporeal circulation in
combination with a reduced heparin concentration or as a substitution for
patients with heparin-induced thrombocytopenia (HIT). The PIEZ was able to
detect the inhibitory effect of the aptamer and the abrogation of the inhibition by
the antidote sequence. The aptamer prolongs the blood coagulation and the
thrombin-mediated platelet activation is selectively inhibited (decrease of
platelet activating marker, p-thromboglobulin, B-TG). Additionally reductions in
ex vivo thrombosis driven by a decrease in fibrin-rich thrombus formation
(decrease in maximum shear viscosity) can be observed. For the first time a
continuous detection of the effect of the aptamer on coagulation is possible with
the PIEZ.

The optimised PIEZ and the investigations in this work serve as basis for
developments towards a point-of-care device. Further improvements (fluidic
system, automated pipetting and cleaning) and studies are needed to reach the
ultimative goal, the development of a point-of-care haemostasis system.




1. Einleitung

Die extrakorporale Zirkulation (EKZ) kann die Funktion des Herzens und der
Lungen vorubergehend ersetzen. Hierbei wird sauerstoffarmes Blut aus den
vendsen Gefallen entnommen und Uber einen Oxygenator oxygeniert.
AnschlieBend wird das Blut wieder in den Blutkreislauf des Patienten
zurUckgefuhrt [1]. Die Herz-Lungen-Maschine (HLM) und die extrakorporale
Membranoxygenierung (ECMO) sind Methoden der EKZ. Die Anfange der EKZ
reichen zurlck bis ins Jahr 1937. Die ersten Versuche mit der EKZ wurden von
John Heysham Gibbon durchgefihrt. Er operierte im Jahr 1953 eine 18-jahrige
Frau mit Vorhofseptumdefekt (Loch in der Herzscheidewand). Die Patientin war
bei dieser Operation fur 45 Minuten an einer HLM angeschlossen [2, 3]. Heute
werden weltweit jahrlich fast eine Million Herzoperationen mit einer HLM
durchgeflihrt [4]. Bei einer HLM ist ein kompletter Bypass des Lungen- und
Herzkreislaufs mdglich. Uber eine Kaniile wird Blut in der oberen und unteren
Hohlvene oder im rechten Vorhof passiv oder aktiv in ein vendses Reservoir
geleitet. Im vendsen Reservoir kann Blut zurlickgehalten werden, damit das
Blutvolumen genau gesteuert werden kann. Von dort wird das Blut ebenfalls
durch eine Rollerpumpe Uber einen Oxygenator und einen Warmetauscher
gepumpt bevor es Uber den Blasenfilter in den arteriellen Kreislauf (z. B. die
Aorta) des Patienten zurtickgelangt. Bei einem funktionellen Herz oder einem
stillstehenden Herz kann die HLM einen Gasaustausch und einen temperierten
systemischen Blutfluss mit definiertem Perfusionsdruck ermdglichen [1, 5]. Die
ECMO ermoglicht die temporare Unterstitzung bei Intensivpatienten mit
Lungenversagen, Herz-Kreislauf-Versagen oder kombiniertem Herz-Lungen-
Versagen. Hierbei werden grol’e Gefalle des Korpers kandliert. Die Zusatze ,V*
und ,A“ stehen fur vends und arteriell. Man unterscheidet zwischen
venovenodser und venoartieller ECMO - Konfiguration. Die venovendse
ECMO(VV-ECMO)-Konfiguration wird bei akutem Lungenversagen (Acute
Respiratory Distress Syndrome, ARDS) verwendet. Dabei wird das Blut vom
Patienten aus der rechten Oberschenkelvene (Vena fermoralis) entnommen.
Anschlie3end passiert das Blut eine Zentrifugalpumpe und den Oxygenator und

kehrt Uber die rechte innere Jugularvene (Vena jugularis) in das Venensystem




des Patienten zurlck. Bei kardiogenem Schock reduziert die venoarterielle
ECMO(VA-ECMO)-Konfiguration die kardiale Last. Diese Konfiguration wird
gewahlt, wenn eine Unterstitzung des Herzens und/oder der Lunge notwendig
wird. Dabei wird das Blut aus der Oberschenkelvene (Vena fermoralis)
abgelassen. Das Blut flie3t ebenfalls durch die Pumpe und die
Oxygenationsmembran und kehrt tber die linke Oberschenkelarterie (Arteria

fermoralis) in das arterielle System des Patienten zurtick [6-8].

Beim Durchlaufen des Blutes kommt es zum Kontakt mit grof3en
Fremdoberflachen wie Schlauchen und Membranen. AufRerdem entstehen
Scherkrafte auf das Blut durch die Pumpe, den Oxygenator und den Dialysator.
Des Weiteren kann es aufgrund der groBen Membranoberflachen der
Oxygenatoren zu Komplikationen wie dem akuten Atemnotsyndrom (ARDS),
dem systemischen inflammatorischen Response-Syndrom (SIRS) oder dem
Multiorgandysfunktionssyndrom (MODS) kommen. Der Grund fir diese
Aktivierung ist das Zusammenwirken verschiedener Blutaktivierungswege wie
der mechanischen und chemischen Zellaktivierung und der Dysfunktion der
Immunregulation [9]. AuRerdem konnen die Fremdoberflachen der Membrane
und Schlduche bei der EKZ sowie die auftretenden Scherkrafte in den
Schlauchen und Pumpen eine Aktivierung der Hamostase induzieren, was zu
einer lebensbedrohlichen Gerinnungsaktivierung fihren kann. Deshalb ist eine
kontinuierliche Uberwachung der Hamostase von besonderer Bedeutung, da
sonst Blutungskomplikationen oder Thromboembolien auftreten kdnnen [10,
11].

Wahrend der EKZ kann zur Uberwachung der Hamostase Vollblut, Plasma oder

plattchenreiches Plasma (PRP) verwendet werden (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Verschiedene diagnostische Methoden zum Nachweis der
Blutgerinnung in Vollblut, Plasma oder plattchenreichem Plasma. Abkirzungen:
aktivierte Gerinnungszeit (ACT), Prothrombinzeit (PT) aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT)

Wahrend Herzoperationen wird die Analyse von Vollblut bevorzugt, da eine
zeitaufwendige Zentrifugation nicht notwendig ist. Dartber hinaus hat die
Analyse in Vollblut zwei Vorteile: 1) Vorhandensein aller Blutbestandteile und
2) keine Manipulation der Blutprobe sowie keine Aktivierung der Thrombozyten
durch Prozessierung [12]. Die Thromboplastinzeit (TPZ) oder die aktivierte
partielle Thromboplastinzeit (aPTT) kénnen sowohl mit Plasma- als auch
Vollblutproben analysiert werden [13]. Die Plattchenadhé&sion und -aggregation
kann in plattchenreichem Plasma oder in Vollblut gemessen werden [14]. Die
aPTT weist Heparinkonzentrationen bis 1,5 IE/ml zuverldassig nach. Ho6here
Heparinkonzentrationen werden mit anderen Aktivatoren wie der aktivierten
Gerinnungszeit (ACT) untersucht. Wenn Heparin wahrend der EKZ als
Antikoagulanz verwendet wird, wird die ACT hauptsachlich zum Nachweis des
Gerinnungszustands verwendet. Die ACT liefert jedoch ungenaue oder
verfalschte Ergebnisse unter Hypothermiebedingungen und nach Hamodilution.
Bei der Hamodilution wird die Viskositdt des Blutes herabgesetzt, indem das
Volumen des Blutplasmas relativ zum Anteil der Blutzellen erhdht wird. Dadurch
entsteht als Nebeneffekt, dass die Blutgerinnung verlangert wird [15]. Dartiber

hinaus haben Patienten unter Heparin-Behandlung mit zusatzlichen




Thrombozyten-Inhibitoren  (z. B. Prostacyclin) eine langere ACT als
Patientenblut, das nur mit Heparin behandelt wurde. Somit konnen die
gehemmten Thrombozyten nicht mehr vollstandig an der Gerinnung mitwirken
und es kann zu folgeschweren Blutungen kommen. Die ACT und die aPTT
haben eine begrenzte Validitdt gegeniber einer disseminierten intravasalen
Koagulopathie (DIC, unkontrollierter Verbrauch von Plattchen und
Plasmafaktoren innerhalb des Kérpers) [16], daher sollten regelmafiige aber
auch zusatzliche Verfahren und Systeme (z.B. Thromboelastographie)
verwendet werden, um den Hamostasestatus valide nachzuweisen [17]. Die
meistgenutzten diagnostischen  Gerinnungstests sind in  Tabelle 1
zusammengefasst. Sie werden eingesetzt, um einen ganzheitlichen Uberblick

Uber die Hamostase zu geben.
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Tabelle 1: Die meist genutzten Blutgerinnungsparameter.

Parameter

Was wird bestimmt /Aktivierung
von

Probleme

Thromboplastinzeit
(TPZins)
(Quick-test)
Prothrombinzeit

Blut/Plasma mit Calcium-
Thromboplastin-Reagenz

extrinsische Gerinnung

- kleine Variationen der Gerinnungsfaktoren - kein Unterschied
der TPZ

- verlangerte TPZ bei Fibrinogenmangel (< 50 mg/dl)

- Unterschiede zwischen verschiedenen Thromboplastine

- geringe Korrelation zwischen POC und Laborsystemen

INR (International
Normalized Ratio)

VR TPZ(Patient) \*'
~ \TPZ(Normalplasma)

- Standardisierung der TPZ durch Einfuhrung der INR

- um die Reaktivitat verschiedener Thromboplastine gegentber
Standard-Thromboplastin der WHO zu normalisieren.

- ISI: Sensitivitatsindex (World Health Organisation)

Aktivierte partielle
Thromboplastinzeit
(@PTTins)

partielle Thromboplastine und
Oberflachenaktivator (z. B. Kaolin)

intrinsische Gerinnung

- Thrombozyten werden nicht erfasst
- kleine Variation der Gerinnungsfaktoren - kein Unterschied
- klinisch begrenzt auf unfraktioniertes Heparin (> 1 IE/ml)

Activated clotting
time (ACT in s)

Zugabe von Kaolin oder Celit zu
heparinisiertem Blut.
intrinsische Gerinnung

- Bei Hypothermie oder Hamodilution weist die ACT eine geringe
Korrelation zum Heparinspiegel auf
- ACT-Messwerte sind gerateabhangig; keine Standardisierung

Heptest — Stat
Assay (in s)

Faktor — X5 mit CaCl, und
Rinderplasmafraktion mit Cephalin

- Globaler Test wie aPTT, geeignet fur unfraktioniertes Heparin
0,6 -5,0 IE/mI
- geeignet fur Verbindungen mit anti-X, oder anti-ll,

Thrombinzeit (in s)

Blut/Plasma wird mit Thrombin
versetzt

- verdiunntes Plasma + konz. Thrombinldsung > Fibrinogengehalt
- unverdinntes Plasma mit Thrombinldosung (geringe Konz.) >
Erfassung von Antithrombin Il (Heparin)

Fibrinogen
Konzentration (g/l)
(Clauss assay)

Verdiinntes Plasma mit konz.
Thrombinlésung

Eichkurven messen Fibrinogengehalt

- hohe UFH-Konz. (> 0,8 IE/ml) unterschatzen wahre
Fibrinogenkonzentration
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Wahrend der EKZ wird humanes Vollblut Ublicherweise mit Heparin
antikoaguliert, um eine lebensgefahrliche Kontaktaktivierung der Blutgerinnung
durch die Scherung der Blutprobe (Pumpe, Oxygenatormembran) und die
Fremdoberflachen (Schlauche) zu verhindern. Nach dem Beenden der EKZ
wird Protamin als Heparinantagonist verwendet, um den anfanglichen
Gerinnungszustand wiederherzustellen. Zusétzlich wird wahrend der Operation
Uber Rdcktitration mit Protamin die aktuelle Heparinkonzentration im
Patientenblut bestimmt [18, 19]. Eine genaue Dosierung von Heparin ist
notwendig, da zu viel Heparin zu massiven Blutungen zu wenig Heparin jedoch
zu thromboembolischen Komplikationen fihren kann [20, 21]. Heparin mit
niedrigem Molekulargewicht (LMWH, beispielsweise Dalteparin) hat eine
Halbwertszeit von 2 bis 5 Stunden. Gegenwartig wird zur antithrombotischen
Therapie das Blut meist mit unfraktioniertem Heparin (UNFH) antikoaguliert. Es
weist im Gegensatz zu LMWH eine Halbwertszeit von 1 bis 1,5 Stunden auf,

daher sollte die Wirkung von Heparin kontinuierlich Gberwacht werden [22, 23].

Gelegentlich leiden Patienten an einer Heparin- oder Protaminunvertraglichkeit.
Ein Beispiel fur eine Heparinunvertraglichkeit ist die -"heparininduzierte
Thrombozytopenie"- (HIT), die eine Verringerung der Thrombozytenzahl
(Thrombozytopenie) verursacht [24]. Bei der HIT unterscheidet man zwischen
Typ | und Il. Bei der HIT Typ | aktiviert das Heparin direkt die Thrombozyten
und setzt zeitgleich gerinnungsfordernde Botenstoffe frei, wodurch es zu einer
weiteren Anlagerung von Thrombozyten kommt. Die HIT Typ | st
nichtimmunologisch und bei 10 % der heparinbehandelten Patienten ist ein
Abfall auf ca. 100.000 Thrombozyten/ul zu beobachten. Dabei treten keine
weiteren Komplikationen auf und die Thrombozytenzahl normalisiert sich
spontan wieder. Die HIT Typ Il tritt zeitverzogert ein und kann lebensbedrohlich
verlaufen. Bei ca. 3 % der Patienten bilden sich AntikGrper gegen Heparin und
den Plattchenfaktor 4 Komplex (PF4, l6sliches Protein der a Granula) aus.
Dabei fallt die Plattchenzahl unter 100.000 Plattchen/ul (Abfall mehr als 50 %).
Es entstehen Komplexe aus Heparin-PF4 IgG-Antikérpern, die sich an
thrombozytdre Rezeptoren (Fc Receptor I, CD32) binden. Dadurch kommt es
zur Aktivierung und Aggregation der Thrombozyten. Auf3erdem binden die
Antikérper an Endothelzellen. Die gleichzeitige Aktivierung von Thrombozyten
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und Endothelzellen und der daraus resultierenden Thrombinbildung fihrt zur
Entstehung von Thromboembolien [25]. In solchen Fallen missen Patienten mit
anderen Antikoagulanzien, die als Hirudin-Analoga bekannt sind, behandelt
werden. Hirudin-Analoga kénnen mit Hilfe der aPTT-Bestimmung Uberwacht
werden. Bivaluridin ist einer jener Hirudin-Analoga, die reversibel an Thrombin
binden. Das Antikoagulanz bindet bivalent Uber das aktive Zentrum und an die
Bindungsstelle ,Exosite 1“ von Thrombin [26, 27]. Somit kénnte Bivaluridin
durch Hemmung dieser Bindungsstellen inhibiert werden. Dieses Antikoagulanz
kann die Thrombinbildung und thrombininduzierte Plattchenaktivierung ohne
Risiko fur das Auftreten einer HIT inhibieren [28].

Um wahrend und nach der EKZ Blutungen und Thrombosen zu verhindern, ist
eine kontinuierliche Uberwachung des Gerinnungsstatus erforderlich [29].
Seltene oder ungenaue Messungen konnen zu lebensbedrohlichen
Komplikationen fir die Patienten fihren. Der Einsatz von heparinbeschichteten
Schlauchen wahrend der EKZ reduziert die Notwendigkeit einer systemischen
Konzentration von Heparin im zirkulierenden Blut. Der Abfall der
Thrombozytenzahl ist bei einer EKZ mit heparinbeschichteten Schlduchen im
Vergleich zu einer EKZ mit unbeschichteten Schlauchen bei gleicher
systemischer Heparindosierung signifikant niedriger [30]. Dartber hinaus wurde
beobachtet, dass der Einsatz von heparinisierten beschichteten Schlauchen die
Bildung von Kallikrein bei Patienten verringert ohne die Thrombinbildung zu

beeintrachtigen [31]. Dadurch kénnen mdgliche Thrombosen verhindert werden.

Derzeit bietet die moderne Intensivmedizin keine kleine, einfache und leicht
interpretierbare Losung zur Uberwachung des Gerinnungsstatus oder der
Blutgerinnungsprobleme an. Die  Point-of-Care(POC)-Analyse  sollte
idealerweise ohne Probenvorbereitung und nah am Patienten durchgefihrt
werden. Die Verwendung eines einfachen, gunstigen Geréts mit minimalem

Schulungsaufwand fur das Personal ist wiinschenswert [32].

Diese Problematik erfordert eine umfassende technische LOsung, die mittels
Rheologie geldst werden kénnte. Rheologische Messungen liefern wertvolle
Informationen  Uber die viskoelastischen Eigenschaften komplexer

Flussigkeiten, wie z.B. von Blut. Die Uberwachung der Anderungen der
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viskoelastischen Eigenschaften der Blutgerinnung liefert einen Echtzeit-
Indikator flr den Blutgerinnungsstatus eines Patienten.

Im Folgenden wird auf die Zusammensetzung von Blut, die Hamostase und

theoretische Grundlagen zur Rheometrie eingegangen.

1.1 Blut

Das Blutvolumen eines erwachsenen Menschen betragt ca. 5 bis 6 Liter [33].
Blut ist eine nichtnewtonsche Flussigkeit, die keinen linearen Zusammenhang
zwischen Schubspannung und Scherrate aufweist (rheologische Begriffe
werden im Kapitel 1.4 erklart). Blut besteht zu 55 % aus Plasma, zu 44 % aus
Erythrozyten und zu 1 % aus Leukozyten und Thrombozyten. Dabei wird der
Anteil der Blutzellen am Blutvolumen als Hamatokrit (Hkt) bezeichnet.
Durchschnittlich betragt der Hkt bei Frauen 0,42 und bei Mannern 0,47 [34-36].

Erythrozyten

Im menschlichen Korper befinden sich ca. 25 Billionen Erythrozyten. Dies
entspricht bei einem Mann einer Anzahl von ca. 5,4 Millionen Erythrozyten pro
gl und bei einer Frau von 4,8 Millionen Erythrozyten pro pl. Die Hauptfunktion
der Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff bedeutsamer Bestandteil
eines roten Blutkdrperchens und gewahrleistet den Sauerstofftransport.
Erythrozyten besitzen keinen Zellkern und haben eine bikonkave Form
(Durchmesser ca. 7 um). Diese Form sorgt fir eine Oberflachenvergré3erung
und somit fur eine bessere Gasaufnahme und -abgabe. Des Weiteren betragt
der durchschnittliche Hamoglobingehalt (MCHC mean corpuscular hemoglobin
concentration) eines Erythrozyten 30 pg. Die durchschnittliche
Hamoglobinkonzentration bei einem Mann betragt 16 g/dl und bei einer Frau
14 g/dl [34, 35].
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Leukozyten

Die Leukozyten sind kernhaltige hamoglobinfreie Zellen mit einem Durchmesser
von 7 bis 20 ym. Diese Zellen sind fur die Abwehr im Kérper zustandig und
werden in finf Typen unterteilt: Dazu zahlen polymorphonukleare Zellen, die als
Granulozyten bezeichnet werden. Aul3erdem lassen sich die Granulozyten
aufgrund ihrer sauren und basischen Anfarbbarkeit unterscheiden. Dabei
handelt es sich um neutrophile, eosinphile oder basophile Granulozyten. Des
Weiteren gehdren Monozyten, Lymphozyten mit natirlichen Killerzellen (NK-
Zellen), dendritische Zellen sowie B- und T-Zellen dazu. Die Anzahl der
Leukozyten im Blut betragt ca. 4000-10.000 pro pl [34, 35, 37].

Der Kontakt mit Fremdoberflachen kann zur Aktivierung von Leukozyten fihren.
Hierbei kann das Auftreten von reaktiver Sauerstoffradikale (z. B. H,O»,
oxidativer Burst) analysiert werden, um eine fremdoberflacheninduzierte
Entziindungsreaktion zu bewerten. Die vorwiegend detektierten Parameter fur
die  Leukozytenaktivierung sind die  Generierung von  reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) und die Freisetzung von PMN-Elastase, die
hauptsachlich von neutrophilen Granulozyten freigesetzt werden. Die ROS-
Generierung kann mit chemiluminogenen oder fluorogenen Substanzen
nachgewiesen werden [36, 38-40]. Die PMN-Elastase-Konzentration kann im

Plasma durch einen ELISA quantifiziert werden.

Thrombozyten

Die Blutplatichen sind scheibchenférmige, kernlose Zellen mit einem
Langsdurchmesser von 2 bis 5pum. Im Mittel zirkulieren rund 250.000
Thrombozyten pro ul Blut. Au3erdem besitzen die Blutplattchen morphologisch
verschiedene Granula. Es wird zwischen elektronendichter Granula, a-Granula
und Lysosomen unterschieden. Uber die offenen kanikularen Systeme konnen
die Proteine der a-Granula vom Blutplasma ins Plattchen gelangen. Die a-
Granula und die elektronendichte Granula spielen eine bedeutende Rolle bei
der Plattchenaggregation und Blutgerinnung. Bei einer Blutung bilden die
Thrombozyten einen Thrombus, um eine Blutstilung und -gerinnung

einzuleiten. Zusatzlich besitzen Thrombozyten das Enzym Thromboxan-
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Synthase und sind damit befahigt freigesetzte Arachidonsdure (mittels
Phospholipase aus Membranlipiden) in Thromboxan umzuwandeln, das
wiederum die Aggregationsneigung der Plattchen erhéht [33, 35].

1.2 Hamostase

Die Hamostase teilt sich in Gerinnung und Fibrinolyse auf. Die Blutstillung ist
die Aufgabe des Gerinnungssystems, bei dem Gefal3e, Thrombozyten und
Gerinnungsfaktoren zusammenwirken, um Verletzungen in der Gefal3wand zu
erkennen und Reparaturvorgange einzuleiten, so dass die Wunde vollstandig
verschlossen wird. Der Gegenspieler des Gerinnungssystems ist die
Fibrinolyse, die das gebildete Fibrin nach dem Wundverschluss proteolytisch
reduziert und so eine Blockierung des Gefal3systems verhindert. Daher sind bei
einem gesunden Patienten Gerinnung und Fibrinolyse im Gleichgewicht [37]. In

Abbildung 2 ist das Gerinnungs- und fibrinolytische System schematisch

dargestellt.
/ [ Verletzung ] \
[ Thrombozyten ] Gerinnung: Gerinnung:
intrinsisches System Extrinsisches System
;e,‘;":':j'plasﬁn XIl, X1, 1X, VIII, Ca%*, VII, Ca?,
- ~(_ADP ] (it ) Phospholipide Phospholipide
- l ~ X ——  aktiviert
[ Adhdsion ] | f:rwe?e:. . VI' — === wirdzu
l |—» (Tissue factor 3) | Phospholipide, V, Ca?* |<—| Xa I . setztirei

[ Aggregation ]: [ Prothrombin ] ------ »[ Thrombin ]

1 i |

[ Fibrinogen ]

: I
77 Formanderung
-[ ]— ' [ Losliche ]

[ Fibrinpolymer ] ------ > Peptide
Plasminogen ] ------ > [ Plasmin ]
t t

Fibrinolyse: Tissue Urokinase Fibrinolyse:
extrinsisches | __,| Plasminogen Plasminogen ‘_q_ intrinsisches

System Aktivator (t-Pa) Aktivator (u-Pa)

System

Abbildung 2: Wechselwirkung zwischen Plattchenaggregation und
plasmatischer Gerinnung mit dem extrinsischen und intrinsischen System:
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Plattchen haften und aggregieren, um das Gewebethromboplastin freizusetzen.
Die intrinsische Gerinnung wird durch eine kleine Veranderung des Endothels
(Verletzung) induziert. Bis zur Einleitung der Kaskade sind jedoch einige
Minuten erforderlich. Im Gegensatz dazu wird die extrinsische Gerinnung
innerhalb von Sekunden aktiviert, erfordert jedoch einen starken Reiz, wie eine
Blutung. Zeitgleich wird Fibrinogen in Fibrin durch Thrombin umgesetzt. Ein
weiterer Teil der Hamostase ist die Fibrinolyse, bei der Fibrin durch Plasmin in
|6sliche Peptide gespalten wird.

Das klassische Gerinnungsmodell unterscheidet zwischen einer intrinsischen
und einer extrinsischen Aktivierung und beschreibt somit eine mehrstufige
Aktivierungssequenz von Proteinen im zellfreien Plasma. Die klassischen
Gerinnungstests aPTT und TPZ korrespondieren mit dem klassischen
Gerinnungsmodell, allerdings beschreibt dieses Modell nicht nachvollziehbar
die Gerinnung eines geschadigten Blutgefal3es innerhalb des Koérpers. Aus
diesem Grund wurde zusatzlich ein zellbasiertes Gerinnungsmodell in der
Literatur etabliert, das drei Uberlappende Phasen beschreibt: Initiationsphase,

Amplifikationsphase und Ausbreitungsphase [41, 42].

Die Initiationsphase entspricht der klassischen extrinsischen Gerinnung und
beginnt, wenn zirkulierendes Blut Zellen ausgesetzt wird, die den Gewebefaktor
(Tissue Factor, TF) exprimieren. Verletzte Blutgefa3e und Bindegewebe setzen
aktivierte Proteine und Phospholipide frei [43]. Der Gerinnungsfaktor VII
(Proconvertin), die freigesetzten Proteine (Gewebethromboplastin) und
Phospholipide bilden Komplexe. Dann initiiert der aktivierte Faktor VII, die
Faktor X-Aktivierung (Stuart-Prower-Faktor-Aktivierung) in Gegenwart von Caz2"-
lonen und wandelt eine kleine Menge Prothrombin in Thrombin um, das eine

Schlusselrolle in der Amplifikationsphase spielt [33, 44].

Die Interaktion von Plasmaproteinen mit kiinstlichen bzw. fremden Oberflachen
l6st den intrinsischen Gerinnungsweg durch Kontaktaktivierung aus. Das
Kontakt-Phasen-System besteht aus drei Serin-Proteinasen: dem Faktor XII,
dem Faktor Xl und Plasma-Prakallikrein (PK) sowie dem nichtenzymatischen
Cofaktor hochmolekulares Kininogen (HMWK). Es wird auch als Plasma-
Kallikrein-Kinin-System bezeichnet [45]. Neben der Gerinnung fordern Kallikrein

und Bradykinin die Entziindung [46]. Kallikrein kann neutrophile Granulozyten
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direkt aktivieren [47] und Bradykinin kann die Freisetzung von Stickoxid [48],
TNFa (tissue necrosis factor a) und IL-1 (Interleukin 1) [49, 50] stimulieren.
Zusatzlich kénnen Monozyten durch die Bildung von TF zur Aktivierung des

extrinsischen Weges fuihren [36, 51].

Gleichzeitig haften Plattchen an den Wundrandern an subendothelialem
Kollagen in der extrazellularen Matrix. Die Adhasion wird durch das oligomere
Glykoprotein, den von-Willebrand-Faktor (VWF), vermittelt, der im Plasma
vorhanden ist und in Endothelzellen sowie Thrombozyten gespeichert ist [52].
Thrombozyten exprimieren einen VWF-spezifischen Rezeptor (Glycoprotein Ib,
auch CD42 genannt), der Teil des Membranrezeptor-Komplexes GPIb-IX-V ist,
der an VWF bindet. Der VWF fungiert als Briicke zwischen Kollagen und den
Thrombozyten (Abbildung 3). Darlber hinaus besitzen Thrombozyten
Rezeptoren fiir subendotheliale Matrixproteine wie Kollagen, Fibronektin oder
Laminin, die auch eine Verbindung zwischen Matrix und Thrombozyten
herstellen kénnen [33, 35, 44, 53]. Sich langsam anreichernde
Thrombinmengen aus der |Initiationsphase verstarken den Adhasions- und
Aktivierungsprozess der Thrombozyten. Aul3erdem werden die Faktoren V,
(Proacclerin), VI, (Antihdmophilic factor A) und Xl, (Plasma-Thromboplastin-

Vorlaufer) durch Thrombin aktiviert.

Freisetzung

Plittchen Fibrinogen,

Thrombospondin ADP
GPIb Pléttchenfaktot 4

" Serotonin
Adhiision

|

Verformung

[ T T T

subendotheliales Kollagen

Abbildung 3: Plattchenadhé&sion: Aktivierte Plattchen verformen sich,
prasentieren Glykoproteinrezeptoren auf ihrer Oberflache und entleeren dann
ihre Granula. Der von-Willebrand-Faktor bindet an die subendothelialen
Strukturen und Plattchen kénnen sich durch die Bindung an der Gefalwand
anheften (modifiziert nach [35]).
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Calcium-lonen (Ca?"), die aus den elektronendichten Granula freigesetzt
werden und die Aktin- sowie Myosinfilamente deformieren, fuhren zu einer
Formanderung der Plattchen [54]. Daruber hinaus andern weitere Rezeptoren
(Glykoproteine Ilb und llla) ihre Konformation aufgrund der Anwesenheit von
ADP und ihren Agonisten, wobei sich Fibrinogen an Blutplattchen bindet und
mehr Blutplattchen miteinander verbindet (Abbildung 4). Die initiierte
Blutplattchenaggregation kann durch Thrombin, Adrenalin, Serotonin,
Thromboxan A2 und den Plattchenaktivierenden Faktor (PAF, ein Phospholipid

von Leukozyten) erhoht werden.

_ADP
: Thrombin _ «° o @ 4 \
Aggregation / e =t h
\ f
Fibrinogen Thromboxan A2

subendotheliales Kollagen

Abbildung 4: Plattchenaggregation: Fibrinogen bindet an GP-llb- und GP-llla-
Rezeptoren und verbindet die Plattchen miteinander (Plattchenaggregation).
Die bedeutsamen Stimulatoren der Aggregation sind ADP, Thrombin und
Thromboxan A2. ADP fuhrt dabei zur Konformationsdnderung von
Glykoproteinen IIb und Illa (modifiziert nach [35]).

In der Amplifikationsphase aktiviert der Tenasekomplex (VIII / 1X) den Faktor X,
der sich mit dem Prothrombinasekomplex mit Faktor V bildet. Er erzeugt einen
Thrombinstol3, der l6sliches Fibrinogen in Fibrin umwandelt. Faktor XIlI
stabilisiert das Fibrinnetzwerk durch Vernetzung der Fibrineinheiten. Dabei
setzen die Thrombozyten Thrombospondin frei, wahrend die Glykoproteine
Fibrinogenbricken zwischen den Thrombozyten verfestigen [35, 44, 55]. Um zu
gewahrleisten, dass ein kleiner prokoagulierender Stimulus keine unkontrollierte
Blutgerinnung auslost, gibt es spezifische Antikoagulantien wie TF-Inhibitor,
Protein C und Protein S sowie Antithrombin Ill. Ein unkontrollierter Ausbruch

der Thrombinbildung kann durch den TF-pathway-Inhibitor gestoppt werden,
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der den Gewebefaktor / VII-Komplex blockiert. Aktiviertes Protein C und Protein
S bauen die aktivierten Faktoren V und VIl ab, um die Thrombinbildung bei der
Gerinnung aufrechtzuerhalten [56]. Antithrombin Il (Heparin-Cofaktor 1) ist der

Hauptinhibitor von aktivierten Gerinnungsfaktoren wie Thrombin, IX, und Xa.

Nach erfolgreicher Gerinnung ist ein Abbau des in das Gefal hineinragenden
Blutgerinnsels notwendig (Fibrinolyse), um einen ungehinderten Blutfluss zu
gewahrleisten. Durch die Aktivierung von Plasminogen in Plasmin kann Fibrin
gespalten werden. Die dabei entstehenden Peptide, sogenannte D-Dimere,
werden als Biomarker fur die Fibrinolyse genutzt. Ein zuséatzlicher Effekt der D-
Dimere ist die Inhibierung von Thrombin. Daher wird die Bildung von Fibrin
reduziert [35, 37, 41, 44, 57].

Neben Heparin werden alternative Medikamente zur Antikoagulation von
humanem Blut entwickelt. Ein mogliches zukinftiges Antikoagulanz fur den
Einsatz wahrend der EKZ kdnnte z. B. ein Thrombin-spezifisches Aptamer sein,

das die Gerinnung inhibiert.

1.3 Aptamere

Der Einsatz antagonisierbarer Medikamente kann arzneimittelbedingte
Nebenwirkungen signifikant reduzieren. In den letzten 25 Jahren haben
Aptamere wegen ihrer einzigartigen Eigenschaften an klinischem Interesse
gewonnen. Aptamere sind einzelstrangige Oligonukleotide, die sich zu
dreidimensionalen (3D) Strukturen falten und mit hoher Affinitat und Spezifitat
an ihre Ziele binden koénnen [58]. Aptamere konnen als sogenannte
Theranostika (fir Therapie und Diagnostik) verwendet werden und durch
Modifikationen an definierten Positionen kann ihre Stabilitat und
Bioverfiigbarkeit feinabgestimmt werden [59]. Die Kontrollierbarkeit und die
Dosiergenauigkeit von Medikamenten spielen eine wesentliche Rolle fur die
optimale Anwendung von Medikamenten. Die Wirkung von verabreichten
Aptameren kann durch das komplementare Antidot (AD) durch kompetitive
Blockierung, Veranderung, Bindung oder allgemeine Inaktivierung der Agenzien

beeinflusst werden. Die 3D-Struktur des Aptamers kann z. B. durch Zugabe
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eines komplementaren Oligonukleotids, das mit dem Aptamer hybridisiert,
verandert werden. Somit kann die Bindung des Aptamers an sein Target
aufgehoben werden [60-62]. In dieser Arbeit wurde ein Thrombin-Aptamer,
NU172, verwendet, das den Gerinnungsprozess hemmt. NU172 bindet an die
anionische Bindungsstelle Exosite | des Thrombinmolekiils [63]. Das fuhrt dazu,
dass Fibrinogen nicht in Fibrin umgewandelt werden kann und der

Gerinnungsprozess inhibiert wird [11, 64].

Daher konnten spezifische Thrombin-Aptamere wie NU172 wahrend der EKZ in
Kombination mit einer reduzierten Heparinkonzentration verwendet werden,
oder fur HIT-Patienten kobnnte Heparin durch eine ausreichende Menge an

Thrombin-Aptamer ersetzt werden.

Die Gerinnung und der Einfluss von Gerinnungsaktivatoren und —inhibitoren
werden in dieser Arbeit mittels rheologischer Messmethoden untersucht und
evaluiert. Daher werden im Folgenden die Grundbegriffe der Rheologie und

Aspekte der Viskoelastizitat vorgestellt und definiert.

1.4 Rheologie

Unter Rheologie (FlieRkunde) wird die Wissenschaft vom FlieRen und der
Deformation von Materialien verstanden. Der Zusammenhang zwischen diesen
beiden physikalischen Phanomenen besteht darin, dass durch Scherkrafte
verursachte Deformationen bei vielen Substanzen zum FlieRen fuhren.
Anwendung findet dieses physikalische Wissenschaftsgebiet in der
Lebensmittel-, Pharma-, Kosmetik-, Kunststoff-, und Lackindustrie. Hierbei
versucht man Eigenschaften des Materials wie die Verarbeitbarkeit,
Streichbarkeit, Stabilitdt und GielR3barkeit zu steuern. Um diese rheologischen
Eigenschaften zu messen, wird die Rheometrie herangezogen, die die Messung
der  FlieRBeigenschaften,  Strukturuntersuchungen,  Verarbeitung  und
Langzeitverhalten des Fluides ermdglicht [65-67]. Die Bestimmung der
rheologischen Eigenschaften kann die Beurteilung der Blutgerinnung
ermoglichen. Im Folgenden werden Grundlagen zur Rheometrie naher

beschrieben.
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1.4.1 Zwei-Platten-Modell
Die grundlegenden Messgrof3en der Rheologie werden mit Hilfe des Zwei-
Platten-Modells (siehe Abbildung 5) definiert.

Auslenkungu
A

Tangentialkraft F L 4
pd /1 FlicheA=a:-b

Hohe = d
s L Ausgangslange=1L

v

[

a

Abbildung 5: Das Zwei-Platten-Modell dient zur Herleitung der rheologischen
GroRRen: Zwischen zwei Platten der Flache A=a-b befindet sich eine Probe. Die
obere Platte ist beweglich und die untere Platte ist fest. Durch die
Tangentialkraft Fin wird die obere Platte ausgelenkt und die Probe deformiert.
Scherfléche A=a-b, Hbhe der einzelnen Schicht d, Ausgangsldnge L,
Geometriefaktor s, Tangentialkraft F, Auslenkung u [65, 67].

Die obere Scherflache A wird durch eine Tangentialkraft F bewegt. Dabei wird
eine resultierende Geschwindigkeit v gemessen. Die untere Platte ist
unbeweglich (v = 0). Zwischen den beiden Platten wird mit dem Abstand L die
Messflussigkeit geschert. Dabei wird angenommen, dass jede einzelne
Stromungsschicht sich  ohne  Verwirbelung (laminar) gegeneinander
verschieben l&sst. Wird statt einer Platte ein anderer geometrischer Koérper
(Kegel/Platte, Zylinder/Platte) verwendet, so wird ein Geometriefaktor genutzt,
um die Herleitung der rheologischen Grol3en von der Geometrie unabhangig zu

machen.

Die Viskositat ist in der Rheologie eine zentrale GroRe. Sie beschreibt den
inneren Widerstand einer Substanz gegen das viskose FlieRen (plastisch

bleibende Formanderung). Zur Berechnung der Viskositat werden folgende
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GroRRen definiert: die Deformation vy, die Scherrate y und die Schubspannung t
[65].

Deformation: Die Deformation y ist der Quotient aus Auslenkung und dem
Geometriefaktor s. Bei dem Zwei-Platten-Modell handelt es sich bei s um den

Spaltabstand. Demzufolge ist die Deformation die Auslenkung pro Hohe.

y=: (1)
= vy = Deformation [ ]
* u = Auslenkung [m]
» s = Geometriefaktor [m]

Scherrate: Die Scherrate y ist eine zeitliche Anderung der Deformation. Diese
MessgrofRe wird in [1/s] angegeben. Bei laminaren FlieRbedingungen bildet sich
ein lineares Geschwindigkeitsgefélle zwischen der oberen und unteren Platte

aus, hierbei ist die Scherrate im Spalt konstant.

Lo _dy
y_ds_ dt (2)

» v = Geschwindigkeit [m/s]
»= U = Auslenkung [m]
» s = Geometriefaktor [m]

Schubspannung: Die Schubspannung t ist die Tangentialkraft Fi, pro
Scherflache A. Dadurch entsteht ein Geschwindigkeitsgradient der

Flissigkeitsschichten zwischen beiden Platten.
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= 1 = Schubspannung [Pa]
= Fun = Tangentialkraft [N]
= A =Flache [m?]

Viskositat: Die Viskositéat ist der Quotient aus Schubspannung und Scherrate.
Die Viskositat ist eine Funktion, die vom Druck, von der Zeit, der Scherrate, von

externen Feldern (z. B. vom Magnetfeld) und der Temperatur abhangt.

T
n=: (4)
* n = Scherviskositat [Pas]
= 1 = Schubspannung [Pa]
= y = Scherrate [1/s]

Es missen folgende Scherbedingungen gelten: Die Messflissigkeit ist
homogen und gleitet bzw. rutscht nicht an den beiden Platten ab (Wandhaftung
der Flussigkeit). Es liegen laminare FlieBbedingungen vor. Dabei dirfen keine
Verwirbelungen auftreten (Schichtenstromung). Auf3erdem ist die Scherrate
konstant y (station&rer Stromungszustand) und hangt nicht von der Zeit ab [65,
67]
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1.4.2 Viskoelastizitat
Flussigkeiten wie Polymerschmelzen oder Blut besitzen viskoelastische

Eigenschaften. Sie weisen sowohl elastische, als auch viskose Anteile auf. Man
versteht darunter die Kombination beider Eigenschaften zu unterschiedlichen
Anteilen [65, 68].

Mit Oszillationsversuchen konnen viskoelastische Substanzen untersucht
werden. Dabei schwingt die obere oder untere Platte in einer sinusférmigen
Zeitfunktion mit einem kleinen Winkel ¢ um ihre Ruheposition. Dadurch werden

Viskositats- und Elastizitatsdaten erhalten.

Wird ein elastischer Kérper oszillatorisch angeregt, sind die Verformung und die
resultierende Schubspannung phasengleich. Das bedeutet, dass der elastische
Korper sofort auf die Krafteinwirkung reagiert. Als Beispiel fur ideal elastische
Materialien dient eine Stahlkugel, die auf eine Glasplatte fallengelassen wird,

anschlieBend hochspringt und nach weiteren Spriingen liegen bleibt.

Im Gegensatz dazu ist bei einer ideal viskosen Flissigkeit (newtonschen
Flussigkeit) die Schubspannung proportional zur Schergeschwindigkeit, die der
Verformung um 90° vorauseilt. Ein Beispiel dafur ware ein Wassertropfen, der
auf eine Glasplatte auftrifft und anschlieend zerflief3t (ideal viskos).

Viskoelastische Substanzen, wie niederviskose Flussigkeiten,
Polymerschmelzen und -l6sungen, Dispersionen (Suspensionen, Emulsionen,
Schéaume), Pasten, Gele, sowie Elastomere und starre Festkorper, lassen sich
mittels Oszillationsversuchen untersuchen [69]. Die Oszillationsrheologie ist
eine zerstorungsfreie Messmethode. Hierbei wird die Probe oszillierend mit
einer vorher festgelegten maximalen Dehnung belastet. Um die maximal
maogliche Auslenkung bestimmen zu kdénnen, muss die Probe allerdings einmal
zerstort, also Uber den linear viskoelastischen Bereich (LVR, linear viscoelastic
region) hinaus gedehnt werden. Solange man sich im LVR befindet, handelt es
sich um eine zerstorungsfreie Messmethode. Bei einer geringen Deformation
wird die Struktur der untersuchten Substanz nicht signifikant verandert. Wird
jedoch die Substanzstruktur irreversibel veradndert oder vollstdndig zerstort,
befindet man sich nicht mehr im linear viskoelastischen Bereich. Eine solche

Messung Uber den viskoelastischen Bereich wird im sogenannten
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Amplitudensweep erreicht. Hierfur wird die Probe bei einer minimalen und einer
maximalen Frequenz (z. B. 1 Hz und 10 Hz) Uber einen Dehnungsbereich von
0,1 % bis 100 % vermessen, sofern die Eigenschaften der Probe unbekannt
sind. Bei dem LVR-Bereich handelt es sich um jenen Bereich, in dem das
Hookesche Gesetz fur Oszillation gultig ist:

Dabei ist G* der komplexe Schubmodul, 1* die komplexe Schubspannung und
y* die komplexe Deformation.

O8N

=N

G* lasst sich in einen realen elastischen (G', elastischer Schubmodul) und

einen imaginaren viskosen Anteil (G, viskoser Schubmodul) aufteilen:
G'=G +i-G"

Diese Gleichung ermdoglicht es, zwei phasenverschobene Schwingungen mit
gleicher Frequenz miteinander zu vergleichen. Hierbei ist der elastische Anteil
G' ein MalR fur die gespeicherte Energie und G entspricht der
Energiedissipation. G* selbst ist ein Mal3 fur die Festigkeit der Substanz. Die
Grol3e i entspricht der imaginaren Zahl [70].

Wird der Quotient aus G* und G‘ gebildet, so ergibt sich der Tangens des
Phasenwinkels (8), der auch als Dampfungsfaktor beschrieben wird. Dieser
Parameter gibt Auskunft dartiber, ob der viskose oder elastische Anteil im Fluid
dominiert oder beide Anteile gleich sind.

tan(6) = <(é—’,,>

Der komplexe Schermodul G* hangt mit der komplexen Scherviskositat n* und

der Kreisfrequenz w wie folgt zusammen.

G'=i-ro'M
n*zn,_i'n”
w=2m-f

Tabelle 2 beschreibt das Verhalten von viskoelastischen Materialien, die die
Kombination beider Eigenschaften zu variablen Anteilen aufweisen [65, 67, 68].
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Tabelle 2: Viskoelastische Eigenschaften und die Beziehung zwischen G* und G* (bzw. n‘ oder n““) sowie der Phasenwinkel (&) und

tan d werden aufgelistet, um die verschiedenen Zustande von Viskoelastizitat zu beschreiben [70].

Idealviskoses

FlieRverhalten

Verhalten einer

viskoelastischen

Viskoelastisches

Verhalten mit
gleichgrolRen

Verhalten eines

viskoelastischen

Idealelastisches

Deformations

Flassigkeit viskosen und Gels verhalten
elastischen Anteilen
0 =90° 90° > O > 45° 0 =45° 45°>06>0° 0=0°
Phasenverschiebung

tand — oo tand > 1 tand =1 tand <1 tand - 0
Verhalten von

Gl ﬁ 0 G‘l> G‘ Gll= Gl Gl> Gll G’I ﬁ O
G'oder G“[Pa]

n"->0 n>n" n=n" n">n n->0

n‘odern®[Pa s]
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Im Folgenden werden zwei Modelle (Abbildung 6) betrachtet, die die
Viskoelastizitat beschreiben.

Voigt-Kelvin Festkorper Maxwell-Flussigkeit
Hookesche
' Feder
Hookesche tj Viskoser
Feder Dampfer _
Viskoser
| | Dampfer

T

Abbildung 6: Beim Modell des Voigt-Kelvin-Festkoérpers sind eine
Hookesche Feder und ein viskoser Dampfer parallelgeschaltet. Bei
Maxwell-Flussigkeiten sind eine Hookesche Feder und ein viskoser
Dampfer in Reihe geschaltet [71].

Versucht man beim Voigt-Kelvin-Festkdrper die Hookesche Feder ruckartig
zusammenzudriicken, gelingt dies erschwert und zeitverzégert, da der
Dampfer Gberwiegt. Lasst man sich mehr Zeit, Uberwiegt die Feder und
somit der elastische Anteil [65, 68].

Bei Maxwell-Flussigkeiten ist das Verhalten umgekehrt. Hier sind eine
Hookesche Feder und ein viskoser Dampfer in Reihe geschaltet. Als
Konsequenz hat der Dampfer bei schneller Belastung (hoher Frequenz)
kaum Einfluss, wéhrend er bei langsamer Belastung (niedriger Frequenz)
Uberwiegt [65, 67, 68].

Um zwischen diesen Modellen zu unterscheiden, wird ein Beispiel
herangezogen. Uberwiegt bei einer Probe bei schnellen Lastwechseln
(hohen Frequenzen) der viskose Anteil und bei niedrigen Lastwechseln
(niedrigen Frequenzen) der elastische Anteil, wird von einem Voigt-Kelvin-
Festkorper gesprochen. Dagegen muss bei einer Maxwell-Flissigkeit der

elastische Anteil bei hohen Lastwechseln und bei niedrigen Frequenzen der
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viskose Anteil Uberwiegen [65, 67, 68]. Um korrekte Ergebnisse zu erzielen
ist die Auswahl eines rheologischen Fliemodells von besonderer
Bedeutung, da es die Scherspannungs-Scherraten-Analysen genau
wiedergibt. Wie bereits erwahnt ist Blut ebenfalls eine viskoelastische

Flussigkeit. Im Folgenden wird ein Flieimodell fur Blut vorgestellt.

1.4.3 FlieBmodelle fur Blut

Bei einer newtonschen Flussigkeit wie Wasser ist die Scherrate proportional
zur Schubspannung (linearer Zusammenhang). Dagegen kann Blut als
Suspension mit Erythrozyten und umgebendem Plasma verstanden
werden. In der Literatur existieren einige FlieRgesetze fur Blut, wobei das
Casson-Modell eine gro3e Akzeptanz besitzt. Es handelt sich dabei um ein
FlieRgesetz mit Flie3grenze. Aufgrund der roten Blutkdrperchen kann Blut
nicht komplett als newtonsche Flussigkeit aufgefasst werden, da die
Erythrozyten einen gro3en Volumenanteil ausmachen, untereinander
wechselwirken und aufRerdem die Fahigkeit zur Deformation besitzen.
Daher gestaltet sich eine Modellierung von Blut als schwierig. Bei niedrigen
Scherraten oder Stromungsstillstand bilden die Erythrozyten Aggregate, die
die Viskositat stark erhohen. Die Ausbildung der Aggregate ist nur bei
Anwesenheit von Fibrinogen und Globulin im Plasma zu beobachten.
Sobald die Flussigkeit in Bewegung gesetzt wird, I6sen sich die Aggregate
allmahlich auf und die Viskositat reduziert sich. Dabei rotieren die roten
Blutkdrperchen bei niedriger Scherrate wie Festkdrper mit, ohne ihre Form
zu verandern. Bei weiterer Erhdhung der Scherrate verformen sich die

Blutkdrperchen und richten sich in Stromungsrichtung aus.

In der Literatur wird ein Flie3gesetz flr Blut mit einer Flie3grenze wie folgt

definiert. Diese Gleichung wird als Casson-Gleichung bezeichnet, wobei t

als Schubspannung, \/r_y als Fliel3grenze, y als Scherrate und k als

Konstante deklariert sind.

VE= G+
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Dieses Modell beriicksichtigt die strukturellen Anderungen von Blut bei
Scherung der Probe. Das Vorhandensein einer Flie3grenze wird mit
Erythrozytenaggregaten erklart, die sich bei Ruhe der Flissigkeit bilden.
Wie bereits erwahnt, erfolgen bei hoher Scherrate eine Auflésung der
Aggregate und eine Ausrichtung der Erythrozyten in Stromungsrichtung. Bei

sehr hohen Scherraten kann daher \/r—y vernachlassigt werden und k2

entspricht der dynamischen Viskositat n. Somit ergibt sich die Gleichung fur
newtonsche Flussigkeiten. Im Folgenden werden die Gleichungen mit dem

jeweilig geltenden Scherratenbereich dargestellt [72-74].

Firo<y<20s7!

VE= T+ i

Fur 20 < 100 s~1(A und B sind Konstanten, lineare Beziehung)
T=A+B-y
Fury = 100s™1 [75]
T=1n"y

Rheologische Blutmessungen koénnten fir die klinische Praxis genutzt
werden, um den Hamostasestatus des Patienten zu identifizieren. Daher
wurde in dieser Arbeit eine piezobasierte Messmethode (PAV & PIEZ) fur
rheologische Blutmessungen herangezogen. Auf langer Sicht soll diese

Messmethode optimiert und als Point-of-Care-Messsystem fir die klinische

Anwendung genutzt werden.

30



1.5 Rheologische Bestimmung der Gerinnung

1.5.1 Piezoelektrischer Axialvibrator (PAV) und PIEZ

Das Piezosystem wurde bisher nur fir technische Flissigkeiten wie
Polymerlésungen verwendet. Aus diesem Grund wird der PAV mit
technischen Olen Kkalibriert und anschlieRend werden die Zuverlassigkeit,
die Reproduzierbarkeit der Messungen und die Einschrankungen des
Piezosystems untersucht. Des Weiteren soll eine optimiertes Piezosystem
(PIEZ) geplant und konstruiert werden (nachfolgend beschrieben,
Abbildung 7 a, b).

Die lineare Viskoelastizitat von weichen Flussigkeiten, wie Blut und
niederviskosen Polymerlésungen, kann durch den PAV bei hoheren
Frequenzen (1 bis 1000 Hz) im Vergleich zu anderen Rheometern
verwendet werden. Durch Messung Uber einen weiteren Frequenzbereich

kénnen mehr Informationen Uber das Material gewonnen werden.

Lid
Sample
Steel foil

Bottom plate with spill way
Probe head

Detection piezo and
excitation piezo (both tubes)

Temperature controlled casing
(integrated heater)

Ground plate

(a) (b)

Abbildung 7: (a) Schematische Darstellung des optimierten PIEZ
(modifiziert nach Kirschenmann) [76]. (b) Bild des PIEZ mit einer
integrierten Heizung.

Um die viskoelastischen Eigenschaften von Blut zu erfassen, wird ein
piezoelektrischer Sensor als rheometrisches Messverfahren verwendet. Der
Deckel des Piezosystems ist auf der Bodenplatte befestigt und schliel3t das
System hermetisch ab. Die Bodenplatte wird durch ein Anregungspiezo
bewegt und ein periodischer Quetschfluss (Squeeze-Flow) wird innerhalb

der Messkammer auf die Probe erzeugt. Die Verformung der Probe wird
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durch die Spannung U eines Detektionspiezos gemessen, der zur weiteren
Analyse verwendet wird. Um einen Referenzwert Uy zu erhalten, sollte vor
Beginn einer Messung mit Probe eine leere Messung durchgefuhrt werden.
Um Up zu erhalten, werden die Spannung des Detektionspiezos und die
Sinus-Phasenverschiebung zwischen Anregungs- und Detektionspiezo
gemessen. Danach wird dieselbe Messung mit Probenmaterial
durchgefiihrt, um den Betrag von U und die Phasenverschiebung zu
erhalten.

Das System kann nur zwischen leerem und beladenem System
differenzieren, wenn das Spannungsverhéltnis U/Ug kleiner als 1 ist. Die
viskoelastischen Parameter G* bzw. n* kénnen durch Berechnung des
Verhéltnisses komplexe U*Upy* und der Phasenverschiebung der
Sinuskurve bestimmt werden. Kirschenmann beschrieb mit Hilfe eines
Massenfedersystems die Bewegungsgleichungen des Piezosystems mittels
punktmechanischer Annaherung. Sie erlaubt die Korrelation zwischen dem
Verhéltnis der komplexen Spannung U*Ug* und der komplexen
Federkonstante K*. Pechhold et al. verwendeten eine
kontinuumsmechanische  Berechnung, um eine  mathematische
Beschreibung der komplexen Federkonstante K* und der komplexen
Scherviskositdt n* zu erhalten. Mit diesen Berechnungen wurde die
Korrelation zwischen dem Verhaltnis der komplexen Spannungen U*/Ugp*

und der komplexen Scherviskositat erhalten [76-79].

1.5.2 Oszillationsrheometer

Das Oszillationsrheometer (Kinexus Pro, Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg, Deutschland) misst innerhalb des linearen viskoelastischen
Bereichs, in dem eine Probe reversibel verformt werden kann, ohne zerstort
zu werden. Zwischen zwei Platten oder einer Platte und einem Kegel wird
eine Probe platziert und durch Oszillation geschert. Die Auswahl einer
geeigneten Geometrie hangt von der Probeneigenschaft (z. B. der
Homogenitdt und Viskositat) ab. Das Kegel-Platte-System wird fir
homogene Proben oder Dispersionen mit einer bestimmten Partikelgrofl3e

(Dmax < 0,1 dspar; mMit Dmax Partikelgrof3e und dspar als Messspalt)
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verwendet, ansonsten wird das Platte-Platte-System verwendet. Zwei
Messmodi kénnen durchgefihrt werden, um alle viskoelastischen
Parameter zu erhalten (komplexer Schubmodul G* mit Elastizitats-
/Speicher-G' und Viskositats-/Verlust-Modul G"). Der erste Modus wendet
eine sinusformige Winkelverschiebung auf die Probe an und wird als
deformationsgesteuerte  Messung bezeichnet. Der zweite Modus
(schubspannungsgesteuert) Ubt ein sinusformiges Drehmoment aus. Das
Kinexus Pro kann Uber die Frequenz (bis zu 100 Hz) oder Uber die Zeit
messen. Bei niedrigen Frequenzen begrenzt das Signal-Rausch-Verhaltnis
mit niedrigem Drehmoment die Messung. Bei hoheren Frequenzen

dominieren Tragheitseffekte die Messung [68, 80].

1.5.3 Kugelkoagulometer

Beim Kugelkoagulometer (KC 1A, ABW Medizin Technik GmbH) wird eine
Kugel aus rostfreiem Stahl innerhalb einer blutgefullten Kivette in einem
Magnetfeld gehalten. Die entstehenden Fibrinfaden wahrend der
Blutgerinnung verdrédngen die Kugel aus dem Magnetfeld. Der
Magnetsensor erkennt diese Positionsdnderung und das System liefert eine
Gerinnungszeit (clotting time, CT) innerhalb von Sekunden, indem die
Zeitmessung gestoppt wird [81, 82]. Das Kugelkoagulometer wird als
medizinisches Referenzgerat genutzt, um die Ergebnisse der rheologischen
Messungen mit dem KC 1A zu vergleichen. AufRerdem sollen die
rheologischen Systeme (Kinexus Pro und Piezosystem) neben der
Gerinnungszeit auch die Kinetik des Gerinnungsprozesses als zeitliche
Anderung des viskosen und elastischen Anteils sowie die Festigkeit des

resultierenden Blutgerinnsels detektieren konnen.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Wahrend einer Herzoperation kommt das Blut in Kontakt mit
Fremdoberflachen. Hierbei konnen die Fremdoberflichen der Membrane
und Schlduche bei der EKZ und die auftretenden Scherkrafte in den
Schlauchen und Pumpen eine Aktivierung der Hamostase induzieren, was
zu einer lebensbedrohlichen Gerinnungsaktivierung fuhren kann. Der Grund
fur diese Aktivierung ist das Zusammenwirken verschiedener
Blutaktivierungswege, wie mechanischer und chemischer Zellaktivierung,
Dysfunktion der Immunregulation und Aktivierung der Gerinnungskaskade.
Daher ist die kontinuierliche Uberwachung der Hamostase des Patienten
von besonderer Bedeutung. Aus diesen Grinden ist das Gesamtziel der
vorliegenden Arbeit die Entwicklung einer rheologischen Messmethode zur

Uberwachung der Hamostase auf Basis einer piezoelektrischen Sonde.

Im Rahmen dieser Arbeit wird das Potential einer rheometrischen
Messmethode als medizinisches Messgerat zur Detektion von
Blutgerinnungsvorgangen evaluiert und weiterentwickelt. Im ersten Schritt
wird die Leistung eines piezobasierten Forschungsmesssystems Uberprift
(piezoelektrischer Axialvibrator, PAV), das von Pechold et al. entwickelt
wurde. Dieses Forschungsgerat soll mit einem kommerziell erhéltlichen
rheologischen Oszillationsrheometer (Kinexus Pro, Malvern GmbH)
verglichen  werden, das fur technische Flussigkeiten (z. B.
Polymerschmelzen, Carbondle oder Silikondéle) industriell angewendet wird.
Zunachst soll die Vergleichbarkeit von PAV und Kinexus Pro geprift
werden, indem die viskoelastischen Eigenschaften von technischen

Flussigkeiten (z. B. Carbon- und Silikondlen) gemessen werden.

Ein priméres Ziel der Arbeit ist es, die Erkenntnisse der Rheologie fur
technische Flussigkeiten auf Blut zu transferieren. Aul3erdem werden die
Reproduzierbarkeit, die Messparameter (Frequenz und Frequenzbereich,
Messspalt) und die Limitationen des Piezosystems ermittelt. Anschlie3end
wird Uber Viskositatsmessungen das Forschungsgerat PAV mit dem

Oszillationsrheometer verglichen, um die Vergleichbarkeit und die
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Reproduzierbarkeit der Messergebnisse des Piezosystems zu Uberprifen.
Fur die Blutuntersuchungen wird zuséatzlich ein medizinisches
Referenzgerat (Kugelkoagulometer KC 1A der Firma ABW Medizin und
Technik GmbH) genutzt, das bereits in der medizinischen Praxis

Anwendung findet.

Im nachsten Schritt wird eine detaillierte Untersuchung von Humanblut mit
verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren mit dem Oszillationsrheometer
Kinexus Pro durchgefihrt, um geeignete Analyseparameter wie die
Gerinnungszeit (Clotting time, CT) zu ermitteln. Auf3erdem wird untersucht,
ob das rheologische System sensitiv genug ist, um die CT und die
viskoelastischen Eigenschaften zwischen verschiedenen Gerinnungstests
(@PTT, ACT, PT) und verschiedenen Heparinkonzentrationen
unterscheiden zu kénnen. Anhand der Limitationen und der Erkenntnisse
mit dem PAV und dem Oszillationsrheometer, soll anschlieRend eine
optimierte piezobasierte Messmethode (PIEZ) geplant, konstruiert und

gebaut werden.

Im letzten Schritt wird die optimierte Messmethode (PIEZ) mit
verschiedenen Gerinnungstests (aPTT, Heptest-Stat Assay) zur
Bestimmung unterschiedlicher Blutgerinnungsparameter wie CT, Steigung
des flussigen und festen Anteils sowie maximale Gerinnselfestigkeit (clot
firmness) evaluiert. Zusatzlich wird die Anwendbarkeit des PIEZ fir die
Bewertung nukleinbasierter Medikamente, die die Gerinnung beeinflussen,
analysiert. Hierbei wird das Thrombin-Aptamer NU172 als mdgliches
Antikoagulanz  und die Aufhebung durch die komplementare
Antidotsequenz (AD) untersucht. Die Versuche erfolgen sowohl unter
statischen als auch dynamischen FlieBbedingungen, um die EKZ zu
simulieren. In der klinischen Praxis kdnnten Thrombin-Aptamere wie NU172
wahrend der EKZ in Kombination mit einer reduzierten
Heparinkonzentration oder fir Patienten mit einer heparininduzierten
Thrombozytopenie (HIT) verwendet werden. Das PIEZ und die
Untersuchungen in dieser Arbeit konnten dazu genutzt werden, um ein

zukunftiges Point-of-Care-Gerat zu entwickeln.
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2. Ergebnisse
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In der modernen Intensivmedizin ist derzeit eine kleine, einfache und leicht
interpretierbare Point-of-Care-L6sung zur Uberwachung des
Hamostasestatus (Gerinnung, Fibrinolyse, Thrombozytenfunktion) und fir
alle gerinnungsbedingten Erkrankungen (z. B. Thrombosen, Blutungen,
Thromboembolie) nicht verfigbar. Daher ist die Entwicklung neuer Gerate
erforderlich, die eine schnelle und zuverlassige Uberwachung des
Hamostasestatus in der Nahe des Patienten ermoglichen. Diese klinische
Problematik konnte mit einem rheologischen piezobasierten System gelost

werden.

Daher wurde in dieser Arbeit eine piezobasierte Messmethode (piezoaxial
Vibrator, PAV) verwendet, die bisher die viskoelastischen Eigenschaften
von technischen Flussigkeiten wie Polymerschmelzen, Carbon- oder
Silikondlen gemessen hat. Zu Beginn der Studie wurde das Gerat mit
technischen Olen mit bekannter Viskositat kalibriert. AnschlieRend wurden
die Zuverlassigkeit, die Reproduzierbarkeit der Messungen und die

Einschrankungen des Piezosystems untersucht. AulRerdem wurden
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Vergleichsmessungen zwischen PAV und Kinexus Pro mit verschiedenen
Xanthan-Konzentrationen (0,1 % bis 5%) bei 25 °C und 37 °C
durchgefuhrt.

Bei hoheren Xanthan-Konzentrationen (1 %, 2 %, 5 %) gab es fiur beide
Systeme einen Ubereinstimmenden Frequenzbereich mit Uberlappenden
Messbereichen sowohl fur den viskosen als auch den elastischen Anteil,
wodurch direkte Vergleiche mdglich waren. Zudem wurde mit diesen
Ergebnissen gezeigt, dass der PAV reproduzierbar und valide messen
kann. Die Messungen bei niedrigeren Xanthan Konzentrationen von 0,1 %,
0,2% und 0,5 % zeigen, dass beide rheologischen Messmethoden die
Blutgerinnung detektieren kénnen. Denn die Xanthan-Konzentrationen von
0,1 bis 0,5 % decken den Viskositatsbereich von frisch abgenommenem
Blut oder Blut wéhrend und nach dem Gerinnungsprozess ab. Somit
konnen die Erkenntnisse der Rheologie technischer Flissigkeiten auf Blut

Ubertragen werden.

Die weiteren Blutuntersuchungen wurden mit dem PAV durchgefuhrt, da es
klein und erschiutterungsunempfindlich ist und einen weiteren
Frequenzbereich als das Kinexus Pro besitzt. Die Reproduzierbarkeit der
rheologischen  Messungen  wurde mit  Citratblut und  dem
Gerinnungsaktivator Thromborel Uber die Zeit bei verschiedenen
Frequenzen (10, 100, 300 und 1000 Hz) gemessen. Die mittleren
Frequenzen von 100Hz und 300Hz Ilieferten die Kkleinsten
Variationskoeffizienten fur Blut im Vergleich zu 10 Hz und 1000 Hz. Somit
scheinen 100 Hz und 300 Hz fur Blutmessungen am besten geeignet zu
sein. AnschlieRend wurde die activated clotting time (ACT) mit
verschiedenen Heparinblutkonzentrationen bei 300 Hz gemessen. Das
piezobasierte Messsystem konnte zwischen verschiedenen
Heparinblutkonzentrationen (1, 2, 3IE/ml) unterscheiden, indem

verschiedene Gerinnungszeiten (clotting time, CT) ermittelt wurden.

In dieser Studie wurden die Zuverlassigkeit, die Reproduzierbarkeit und die

Einschrankungen des Piezosystems untersucht. Die ersten Ergebnisse
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zeigen, dass der PAV zur Beurteilung der Blutgerinnung verwendet werden
kann, aber weitere Studien notwendig sind, um diese vielversprechenden
Ergebnisse zu bestatigen. Das Ziel eines schnellen, kleinen und
zuverlassigen Point-of-Care-Systems kodnnte mittels Rheologie erreicht

werden.
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2.2 Publikation I
Dynamic and Quantitative Assessment of Blood Coagulation Status
with an Oscillatory Rheometer

Silju-John Kunnakattu *2, Theresia GroR 2, Juvano Knieps 2, Tim Kemper 2,
Stefan Fennrich *, Nicole Rauch ?, Hans P. Wendel * and Sandra
Stoppelkamp **

1 Department of Thoracic, Cardiac and Vascular Surgery, Clinical Research
Laboratory, University Hospital Tuebingen, 72076 Tuebingen, Germany

2 Department of Micro- and Nanoanalytics, University of Applied Sciences
Iserlohn, 58644 Iserlohn, Germany

Date of Acceptance: 4 January 2018
Appl. Sci. 2018, 8, 84; doi:10.3390/app8010084

Wahrend einer Operation am offenen Herzen muss der Hamostasestatus
eines Patienten permanent Uberwacht werden, um blutungsbedingte oder
gerinnungsbedingte Stérungen schnell und zuverlassig erkennen zu
konnen. Die ersten Untersuchungen mit dem PAV und dem
Oszillationsrheometer (Kinexus Pro, Malvern GmbH) zeigten, dass die
Erkenntnisse der Rheologie auf Blut Ubertragen werden kénnen (siehe
Publikation 1).

In dieser Studie wurde das industriell verwendete Oszillationsrheometer fir
eine detalilliertere Evaluierung der Blutgerinnung  mit verschiedenen
Gerinnungsaktivatoren (Prothrombinzeit; PT und aktivierte partielle
Thromboplastinzeit; aPTT) und -inhibitoren (Heparin 0,5 — 2,0 IE/ml)
herangezogen. Als Referenzsystem diente ein  medizinisches
Kugelkoagulometer (KC 1A, ABW Medizin Technik GmbH).

Die Ergebnisse zeigen, dass das Kinexus Pro auf &hnliche Weise wie das
Referenzsystem KC 1A zwischen extrinsischer (PT) und intrinsischer
Gerinnung (aPTT) unterscheiden kann. Hier lieferte das Rheometer
Gerinnungszeiten, die mit den Gerinnungszeiten (CTs) des
Kugelkoagulometers (KC 1A) vergleichbar waren. Zusatzlich lieferte das
Oszillationsrheometer lineare Steigungen von elastischem und viskosem

Anteil, die die Kinetik des Gerinnungsprozesses als zeitliche Anderung der
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beiden Schubmoduln beschreiben. Die elastischen und viskosen
Schubmoduln zu einem bestimmten Zeitpunkt geben Auskunft Uber
fluissigen und festen Anteil im Fluid. In dieser Arbeit wurden die
Schubmoduln bei 300s nach Zugabe des Gerinnungsaktivators (z. B.
Thromborel) verwendet, da die Gerinnung nach Zugabe der Aktivatoren
weitestgehend abgeschlossen war und einen Hinweis auf die Festigkeit des

resultierenden Blutgerinnsels gab.

Wahrend der EKZ wird humanes Vollblut Ublicherweise mit Heparin
antikoaguliert. Nach dem Beenden der EKZ wird Protamin als
Heparinantagonist verwendet, um den anfanglichen Gerinnungszustand
wiederherzustellen. Des Weiteren wird die aktuelle Heparinkonzentration im
Patientenblut wahrend einer Operation Uber Rucktitration mit Protamin
bestimmt. Mit Hilfe des Oszillationsrheometers konnten die Antagonisierung
von Heparin mit der aquimolaren Protaminkonzentration sowie die Titration
verschiedener Protaminkonzentrationen (0,5-3,0 IE/ml) auf eine bestimmte

Heparinkonzentration (2,0 IE/ml) nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse der Heparin- und Protamin-Titration zeigten, dass die
dynamischen Messungen des Oszillationsrheometers empfindlicher waren
als die des Kugelkoagulometers. Zum Beispiel identifizierte das
Oszillationsrheometer alle Heparin-/Protaminkonzentrationen als signifikant
unterschiedlich mit Ausnahme der aquimolaren Konzentration fir die
Messungen der Gerinnungszeiten. Im Gegensatz dazu konnte das
Kugelkoagulometer nicht zwischen &quimolarem Heparin/Protamin und
2,0IE/ml  Heparin mit 15IE/ml Protamin unterscheiden. Das
Oszillationsrheometer lieferte signifikant unterschiedliche Ergebnisse (z. B.
2,0 IE/ml Heparin / 1,5IE/mL Protamin) fur die linearen Steigungen
(Gerinnselbildung) und den elastischen Schubmodul am Ende der Messung
(maximale Gerinnselfestigkeit). Dieses Beispiel zeigt, dass weitere
medizinische Parameter die Interpretation von Krankheitsbildern in der
klinischen Praxis erleichtern konnen. Dadurch konnten Kklinische

Sachverhalte nachgewiesen werden, die zwar die Gerinnungszeit nicht
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beeinflussen (z. B. eine leichte Thrombozytopenie), aber einen signifikanten
Einfluss auf die Gerinnselbildung und die Gerinnselfestigkeit haben.

Insgesamt zeigten die Versuche, dass eine Zugabe steigender
Konzentration von Heparin zu Citratblut die CT verlangerte, die Steigung
des elastischen und viskosen Schubmoduls erniedrigte (d. h. Information
Uber die Gerinnungskinetik) und den Wert der Schubmoduln am Ende der
Messung (300 s) anderte. AuBerdem war das Rheometer in der Lage, die

Rucktitration von Heparin mit Protamin nachzuweisen.

In der Klinik wird Ublicherweise die Protamin-Heparin Titration mit dem
Hamostase-Management-System (HMS) durchgefihrt. Dieses Gerat
bestimmt den Heparinspiegel im Blut, basierend auf einer Titration mit dem
Heparinantagonisten Protamin. In der klinischen Praxis fihrt sowohl ein
Defizit als auch ein Uberschuss an Protamin im Blut zu einer verlangerten
Gerinnungszeit. Bei einem Defizit an Protamin wird die Gerinnungszeit
durch Heparin verlangert. Bei einem Uberschuss an Protamin wird die
Faktor-V-Aktivierung inhibiert, was zu einer gerinnungshemmenden Aktivitat
fuhrt. Dieses Phanomen konnte auch bei den Oszillationsrheometer-
Messungen beobachtet werden. Ein Defizit sowie ein Uberschuss an
Protamin fuhrten zu einer verlangerten Gerinnungszeit, die linearen
Steigungen und die viskosen und elastischen Schubmoduln waren niedriger
als bei der Kontrollmessung. Somit ist das Oszillationsrheometer in der
Lage, den Hamostasestatus mit verschiedenen Aktivatoren und

verschiedenen Inhibitorkonzentrationen dynamisch zu messen.
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2.3 Publikation Il
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Nucleic Acid-Based Drugs Influencing the Coagulation
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Wahrend der Operation am offenen Herzen muss der Hamostasestatus
standig Uberwacht werden, um Blutungen oder Gerinnungsstérungen
schnell und zuverlassig zu erkennen. Da das Oszillationsrheometer, das in
Publikation | und Il verwendet wurde, fir den klinischen Alltag zu grof3, zu
teuer und erschitterungsempfindlich ist, wurde eine optimierte
piezobasierte Messmethode (PIEZ) auf Basis des PAV geplant, konstruiert
und gebaut. In dieser Studie wurde dieses neuartige, optimierte
piezobasierte Messsystem (PIEZ) zur rheologischen Uberwachung der
Hamostase evaluiert. Auf3erdem wurde die Anwendbarkeit des PIEZ fir die
Bewertung von nukleinsdurebasierten Medikamenten, die die Gerinnung
beeinflussen, analysiert. Thrombin-Aptamere wie NU172 kénnen wahrend
der EKZ in Kombination mit einer reduzierten Heparinkonzentration oder bei
Patienten mit heparinbedingter Thrombozytopenie (HIT) eingesetzt werden.
Daher wurden die Wirkung des gerinnungshemmenden Thrombin-Aptamers
NU172 und die Aufhebung durch seine komplementare Antidotsequenz
(AD) mit diesem rheologischen PIEZ-System sowohl in Citrat- als auch in

Heparinblut (1 IE/ml) untersucht.
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Nach Zugabe verschiedener NU172-Konzentrationen wurde die Gerinnung
von frischem menschlichem Blut unter statischen Bedingungen und mit
einem in-vitro-Rotationsmodell  unter  dynamischen  Bedingungen
(Simulation von EKZ) analysiert. Die von dem PIEZ erfassten
Gerinnungszeiten (CTs) wurden mit denen verglichen, die mit einem

medizinischen Referenzgerat, einem Kugelkoagulometer, erzielt wurden.

Es wurde gezeigt, dass das PIEZ den Gerinnungsprozess von Citratblut in
Abhéangigkeit verschiedener Thrombin-Aptamerkonzentrationen (NU172;
0,5 - 2,0 yM) voneinander differenzieren konnte. Aul3erdem lieferten das
PIEZ und das Kugelkoagulometer vergleichbare Gerinnungszeiten. Daruber
hinaus war das PIEZ in der Lage, die Aufhebung der Aptamerwirkung durch
seine aquimolare komplementéare Sequenz (Antidot, AD) sowie die Titration
einer festen  Antidotkonzentration (1,0 uM) auf  verschiedene
Aptamerkonzentrationen (0,5 - 2,0 uM) nachzuweisen. Die Zugabe der
Kontrollsubstanzen (Nonsense-Aptamer (NS) oder Nonsense-Antidot
(NS_AD)) hatte keinen Einfluss auf das Citratblut und war vergleichbar mit
der Kontrollmessung (0,9 % NacCl).

Wahrend der EKZ (beispielsweise Herzoperation) wird das Blut des
Patienten oft mit Heparin antikoaguliert. Die ersten Experimente sollten
zeigen, ob Heparinblut durch das Thrombin-Aptamer NU172 inhibiert
werden kann, da verschiedene Thrombin-Bindungsstellen durch
Antithombin 1l und NU172 angesprochen werden. Das Thrombin-Aptamer
NU172 bindet an die Exosite-I-Bindungsstelle von Thrombin. Heparin
katalysiert Antithrombin Ill, das an die Exosite-llI-Bindungsstelle von
Thrombin bindet. Deshalb wurde analysiert, ob die inhibitorische Wirkung
des Aptamers im Heparinblut mit dem optimierten Piezosystem detektiert
werden kann. Zusatzlich wurden nach 30-minttiger Zirkulation der
Blutproben bei 37 °C die Anzahl der Blutzellen, Thrombinmarker (Thrombin-
Antithrombin Il (TAT) und Fibrinopeptid A (FPA)) und ein
Thrombozytenaktivierungsmarker  (B-Thromboglobulin  (B3-TG)) mittels

Enzyme-linked Immunsorbent-Assays (ELISAS) analysiert.
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Die Erhéhung der NU172-Konzentration fuhrte zu verlangerten
Gerinnungszeiten, die zwischen dem Referenz-Kugelkoagulometer und
dem PIEZ vergleichbar waren, was die Zuverlassigkeit des neuen
Messsystems beweist. Dartiber hinaus konnte das PIEZ durch die
Betrachtung der Steigung viskoser und elastischer Anteile mittels linearer
Regression Informationen tber die Kinetik der Gerinnungsreaktion liefern.
Die Scherviskositat am Ende der Messungen (nach 300 s) war ein Indikator
fur die Festigkeit des Gerinnsels. Ferner konnte das PIEZ die Aufhebung
der Gerinnungshemmung durch NU172 mittels aquimolarer Zugabe des
NU172-Antidots nachweisen. Die Bestimmung der Hamostastemarker im
Heparinblut 1,0 uM NU172 Aptamer zeigte niedrigere TAT-, FPA- und B-
Thromboglobulin-Konzentrationen im Vergleich zum Kontrollblut mit NaCl.
Das Bluthild ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den

verschiedenen Gruppen.

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass das modifizierte Piezosystem in der
Lage ist, den Hamostasestatus im frischen Vollblut dynamisch zu messen
und zur Analyse der Einfluss von nukleinsdurebasierten Medikamenten auf

die Gerinnung eingesetzt werden kann.

Das optimierte PIEZ und die Erkenntnisse in dieser Arbeit kbnnen dazu
genutzt werden, um ein zuklnftiges Point-of-Care-Gerat zu realisieren.
Weitere Modifikationen (Fluidiksystem, automatisiertes Pipettieren und
Reinigen) und Studien sind erforderlich, um das ultimative Ziel eines
kleinen, patientennahen Point-of-Care-Hamostase-Systems zu erreichen,
das schnelle und komplexe Analysen mit wenig oder ohne

Probenvorbereitung durchfihrt.
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3. Diskussion

3.1 Rheologische Messmethoden zur Detektion der HAmostase
In dieser Arbeit wurde zunadchst der PAV mit technischen Flussigkeiten
(Silikon- und Carbondlen) mit bekannter Viskositat bei 25 und 37 °C
kalibriert. AnschlieBend wurde das piezobasierte Messsystem mit einem
Oszillationsrheometer  (Kinexus  Pro) verglichen. Hierzu wurden
verschiedene Xanthan-Losungen (0,01 - 5 %) verwendet. In der Literatur
werden wassrige Xanthan-Lésungen als mdglicher Blutersatz flr
rheologische Messungen genutzt, da sie die nichtnewtonschen
Eigenschaften von Blut simulieren kdnnen [83, 84]. In der Publikation von
Gagnon et al. wurden rheologische Versuche (Rheometer) mit
verschiedenen Xanthan-Lésungen durchgefuhrt [85]. In der vorliegenden
Arbeit konnten die Viskositatsbereiche analog zur Publikation von Gagnon
(10 . 10% Pa-s) ermittelt werden. AuRerdem wurde ein scherverdiinnendes
Verhalten fur Xanthan beobachtet. Durch den Vergleich von PAV und
Kinexus Pro konnte gezeigt werden, dass beide Gerate einen
Ubereinstimmenden Frequenz- und Messbereich aufweisen. Somit konnte
verdeutlicht werden, dass der PAV valide messen kann. AuRerdem lieferte
der PAV reproduzierbare  Ergebnisse mit den  niedrigsten
Variationskoeffizienten bei 100 und 300 Hz (V(iooHz) = 1,02 %, Voorz) =
1,05 %).

Anschliel3end wurde der PAV flr Blutmessungen evaluiert. Hierbei wurden
geeignete Gerinnungstests wie die TPZ und ACT, die haufig fir das
Hamostasemonitoring genutzt werden, herangezogen. Die Zugabe des
Gerinnungsaktivators Thromborel zum Citratblut verursachte einen Anstieg
des viskosen und elastischen Anteils. Aul3erdem konnte eine
Gerinnungszeit von 18,5 s in Citrat-Vollblut ermittelt werden. Die derzeitigen
Point-of-Care Gerate (z. B. Coaguchek) zur Detektion der plasmatischen
Gerinnung liefern lediglich einen Zeitpunkt (clotting time) und es sind somit
limitierte Aussagen Uber den Gerinnungszustand des Patienten maoglich.
Des Weiteren sind Kenntnisse (ber den Normalbereich der TPZ
(Referenzbereich 15 — 21 s in Vollblut) von klinisch gesunden Probanden
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erforderlich. Eine Hypokoagulabilitdt liegt vor, wenn eine verminderte
Gerinnbarkeit (Hamostasestorung) und somit eine Verlangerung der
Gerinnungszeit vorliegen. Die Ermittlung fir die verlangerte Gerinnungszeit
ist ein entscheidender Grund fir den Einsatz dieser Reagenzien. Aus der
Kombination verschiedener Gerinnungsaktivatoren wie TPZ und aPTT kann
haufig eine Entscheidung Uber die Notwendigkeit und die Art der
Folgeuntersuchungen (Faktoren- und Inhibitorbestimmungen) getroffen
werden [25]. Eine Verkirzung der Gerinnbarkeit (Hyperkoagulabilitat) kann
durch eine verkirzte Gerinnungszeit ermittelt werden. Allerdings ist noch
keine eindeutige Beurteilung moglich, da weitere Tests notwendig sind, um
die genaue Ursache der Hyperkoagulabilitdat zu identifizieren. Mdgliche
Ursachen sind eine Veranderung der Blutzusammensetzung, Veranderung
der Stromungsgeschwindigkeit oder der GefaBwand [86]. Mittels
rheologischer Untersuchungen koénnen zusatzlich, dber den gesamten
Messzeitraum, der viskose und elastische Anteil gemessen werden,

worilber Informationen zur Hamostase abgeleitet werden kdnnen.

Wahrend der extrakorporalen Zirkulation wird meist die ACT fur die
Untersuchung des Hamostasestatus genutzt. Hierzu wurden verschiedene
Heparinblut-Konzentrationen (1-3 IE/ml) eines Probanden bei 37 °C und
300 Hz mit dem PAV getestet. Der PAV war in der Lage, zwischen den
verschiedenen Heparineinheiten zu differenzieren. Auf3erdem lagen die
Gerinnungszeiten des Probanden im Normbereich (80-120 s). Wahrend der
extrakorporalen Zirkulation missen ACT-Werte von 400 bis 600 s erreicht
werden, um den Patienten sicher zu behandeln [87, 88]. Daher wird in der
klinischen Praxis vor der Operation die geeignete Heparinkonzentration fur

den Patienten ermittelt.

Des Weiteren war bei diesen und allen nachfolgenden Messungen
besonders darauf zu achten, dass Messartefakte vor allem bei weichen und
aktiven  biologischen Materialien (Blut und  Gerinnungsprozess)
ausgeschlossen werden mussen, da bei niederviskosen Proben die
Berechnung der wahren Messgréf3e durch die Auflosung des Instruments,

die Tragheit des Instruments, die Tragheit der Probe, Randeffekte und
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volumetrische Effekte verfalscht werden kann [89, 90]. Daher mussten die
geeigneten Parameter wie Frequenz, Spaltabstand der Messkammer,
Messgeometrie, Scherrate, Deformation und Schubspannung durch
Vorversuche identifiziert werden, um solche Fehler zu vermeiden. Hierzu
wurde eine sorgfaltige Kalibrierung des Oszillationsrheometers und des
Piezosystems durchgefihrt.

Um die Standardabweichungen zwischen den Blut- und Xanthan-
Messungen zu vergleichen, wurde der Variationskoeffizient genutzt. Hierbei
wurde ein Variationskoeffizient bei biologischen Proben von kleiner als
20 % als reproduzierbar definiert [91]. Insgesamt weist menschliches
Vollblut in Kombination mit Gerinnungsaktivator oder -inhibitor grofRere
Abweichungen auf (PAV, Variationskoeffizient fir z.B. Citratblut mit
Thromborel;  viponz = 12,01 %) als Kalibrierflissigkeiten (PAV,
Variationskoeffizient fur z. B. Xanthan 0,2 %; vioon; = 1,02 %). Ein Grund
daflr ist eine tagesabhangige biologische Variabilitat, die auch bei dem
gleichen Blutspender zu beobachten ist (Tag-zu-Tag-Variabilitat).
AulRerdem andern sich die viskoelastischen Eigenschaften nach Zugabe
des Gerinnungsaktivators Uber die Messzeit, was zuséatzlich zu grél3eren

Abweichungen bei Blut- als bei Xanthan-Messungen zu beobachten war.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Gerinnungsuntersuchungen mit dem
Oszillationsrheometer Kinexus Pro durchgefihrt, um zu zeigen, dass diese
rheologische Methode fir die Uberwachung der Hamostase eingesetzt
werden konnte. Als medizinisches Referenzsystem wurde ein
Kugelkoagulometer (KC 1A) eingesetzt. In diesem Teil der Arbeit wurde
Citratblut mit verschiedenen Heparineinheiten (0,5 bis 1,5, IE/ml) mittels
Kinexus Pro untersucht. Als Gerinnungsassays wurden die TPZ und die
aPTT herangezogen. Als Ergebnis war Folgendes zu beobachten: Je hoéher
die Heparinkonzentration ist, desto héhere Gerinnungszeiten (CT), flachere
Anstiege von viskosem (G“) und elastischem Anteil (G') und niedrigere
Maxima konnten gemessen werden. Das Kugelkoagulometer lieferte
vergleichbare Gerinnungszeiten und bestéatigte somit die Ergebnisse des

Piezosystems. In der Literatur wurden Untersuchungen zwischen der
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viskoelastischen Untersuchungsmethode ROTEM (intrinsische (INnTEM),
extrinsische (EXTEM) und fibrinolytische (FIbTEM) Thromboelastometrie)
und mit plasmatischen Standard-Gerinnungstests (aPTT, TPZ, Clauss-
Methode) durchgefuhrt. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit konnte eine
schlechte Korrelation zwischen TPZ zur EXTEM-Gerinnungszeit und
zwischen aPTT (CT) zur InTEM-Gerinnungszeit festgestellt werden.
Basierend auf den Ergebnissen des ROTEMs wurden die empfohlenen
Referenzwerte fur TPZ und aPTT Uber die Notwendigkeit flr eine
Gerinnungstherapie Uberschatzt. Eine Austauschbarkeit der
Messergebnisse von ROTEM und TPZ bzw. aPTT wurde ausgeschlossen.
Allerdings konnte eine gute Korrelation zwischen dem Fibrinogenspiegel
und dem FIbTEM-Assay gezeigt werden. Darlber hinaus lieferte das
ROTEM schnellere Durchlaufzeiten als die Labormethoden [92]. In einer
weiteren Studie wird hingegen das ROTEM als Methode gegenlber TPZ
und aPTT empfohlen. Alle invasiven Eingriffe wurden ohne schwere
Blutungen trotz anhaltender Werte von TPZ/aPTT mit normalen ROTEM-
Ergebnissen durchgefiihrt. Es scheint, dass die ROTEM-Bewertung der
Gerinnung zu einer verringerten Verabreichung von gefrorenem
Frischplasma fiihrt und die Vorbereitungszeit des Patienten auf den Eingriff
verkirzen kann [93]. Daher sollten die Ergebnisse von Fall zu Fall bewertet
werden. Allerdings durfen die TPZ- und aPTT-Gerinnungszeiten nicht mit
den ROTEM-Ergebnissen ersatzweise verwendet werden. Diese
Erkenntnisse sollten bei der Weiterentwicklung des PIEZ-Systems ebenfalls

berilicksichtigt werden.

Wahrend der extrakorporalen Zirkulation erfordert der Blutkontakt mit
grolRen Fremdoberflachen eine relativ starke systemische Antikoagulation.
Daher sollte die aktuelle Heparinkonzentration wahrend der EKZ stets
uberwacht werden, um ggf. mit der Zugabe von weiterem Heparin
rechtzeitig reagieren zu kénnen. Gegen Ende der Operation wird das Blut
mit Protamin antagonisert. Die Ergebnisse der Heparin- und Protamin-
Titration zeigten, dass die dynamischen Messungen mit dem

Oszillationsrheometer genauer waren als die mit dem Kugelkoagulometer.
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Die Auswertung der Oszillationsrheometer Ergebnisse zeigte, dass alle
Heparin-/Protaminkonzentrationen signifikant verschieden waren mit
Ausnahme der aquimolaren Konzentration fur die Messungen der
Gerinnungszeiten. Im Gegensatz dazu konnte das Kugelkoagulometer nicht
zwischen aquimolarem Heparin/Protamin und 2,0 IE/ml Heparin mit
1,51E/ml Protamin unterscheiden. Die Messergebnisse zeigten, dass
weitere  Messparameter  die Interpretation von  medizinischen
Krankheitsbildern in der klinischen Praxis erleichtern kdnnten. Dariber
hinaus konnten klinische Notfalle rechtzeitig erkannt werden, die keinen
Einfluss auf die Gerinnungszeit (z. B. eine leichte Thrombozytopenie), aber
einen Einfluss auf die Gerinnselbildung und die Gerinnselfestigkeit haben.
So war das Rheometer in der Lage, die Rucktitration von Heparin mit
Protamin nachzuweisen, die normalerweise mit dem Haemostasis
Management System (HMS) durchgefihrt wird. Dieses Gerat bestimmt den
Heparinspiegel im Blut, basierend auf einer Titration mit dem Heparin-
Antagonisten Protamin. Gemald Nolde lieferten die &quimolaren
Konzentrationen von Heparin und Protamin die geringste Gerinnungszeit
[94]. Ein Defizit und auch ein Uberschuss an Protamin fiihren zu einer
verlangerten Gerinnungszeit. Dies ist darauf zurtckzufuhren, dass der
Protamintberschuss selbst gerinnungshemmend wirkt, indem er die Faktor-
V-Aktivierung hemmt [95]. Dieses Phanomen konnte ebenfalls bei den
Kinexus-Pro-Messungen beobachtet werden: Ein Protaminuberschuss
fuhrte zu einer verlangerten Gerinnungszeit, die linearen Steigungen sowie
die viskosen und elastischen Schermoduln waren niedriger als bei der
Kontrollmessung. Allerdings sollte in der Praxis eine Verlangerung der
Gerinnungszeit um mehr als 10 % gegenuber dem Ausgangswert bei
Narkoseeinleitung mit Vorsicht interpretiert werden, da dieses Ergebnis
entweder auf unzureichendes Protamin mit riickstandsfreiem Heparin oder

auf Protaminuberschuss hindeuten kann [96].

Derzeit ist das Oszillationsrheometer ein Forschungsinstrument und kann
wéahrend der EKZ nicht verwendet werden, da es nach jeder Messung

manuell gereinigt werden muss und erschitterungsempfindlich ist. Des

49



Weiteren  sind  zuklnftige  Hardware-Verbesserungen  notwendig,
einschlie3lich einer Miniaturisierung des Systems, aufgrund des
Platzmangels im OP-Saal und der Mdglichkeit schneller und mehrfacher
Messungen. Dennoch sind die ersten Ergebnisse des
Oszillationsrheometers vielversprechend, da die rheologischen Anderungen
uber die gesamte Messzeit tberwacht werden kdnnen, so dass das System
in medizinischen Forschungslaboren und eventuell fir Routinemessungen

eingesetzt werden konnte.

Da das Oszillationsrheometer fur den klinischen Alltag zu grof3, zu teuer
und anfallig fur mechanische St6Re ist, wurde im letzten Schritt der
vorliegenden Arbeit ein optimiertes piezobasiertes System (PIEZ) basierend
auf dem PAV entwickelt. Durch die Verdoppelung des Durchmessers der
Messkammer und die Reduzierung der Steifigkeit des Gesamtsystems, ist
das optimierte PIEZ sensitiver fir Blutmessungen und in der Lage, mehrere
Schichten an Blutzellen innerhalb eines 50 um Messspalts zu messen.
AulRerdem bietet diese Spalth6he gentigend Raum fiur die Bildung eines
3D-Blutgerinnsels, was zu verbesserten Messergebnissen fihrt. Im
Gegensatz zu Kirschenmanns Arbeit [76, 79] wurden in dieser Studie
Piezorbhrchen anstelle von aufgeklebten Piezoplattchen auf einem Kupfer-
Vierkantrohr verwendet. Zuséatzlich wurde eine Heizung in das Messsystem

integriert, um eine Temperierung auf 37 °C zu ermdglichen.

Im letzten Schritt wurde der Blutgerinnungsstatus in Abhangigkeit von
verschiedenen Gerinnungsaktivatoren und -inhibitoren mit dem
modifizierten PIEZ untersucht. Zuséatzlich wurde das Aptamer NU172
(nukleinbasierter Gerinnungsinhibitor) herangezogen, um die Sensitivitat
und Anwendbarkeit des PIEZ-Systems zu verifizieren, indem die Wirkung
des Thrombin-Aptamers und die Aufhebung durch die komplementéare

Antidotsequenz untersucht wurden.

Bei der Entwicklung neuer Medikamente besteht das Hauptziel darin,
Nebenwirkungen zu reduzieren und durch eine gezielte Wirkstoffabgabe zu

optimieren. Aptamere sind vielversprechende Wirkstoffkandidaten mit der
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Fahigkeit, an Dbestimmte Zielmolekile wie Zellen oder Proteine
(Wachstumsfaktoren, Transkriptionsfaktoren, Enzyme, Immunglobuline und
Rezeptoren) mit hoher Spezifitdt und Affinitdt zu binden, und kénnen
aulBerdem die Aktivitaten der Zielmolekile modulieren [61, 97, 98]. Das
piezobasierte Messsystem lieferte bei den Aptamer- und Antidot-
Untersuchungen Gerinnungszeiten, die mit dem Kugelkoagulometer (KC
1A) vergleichbar waren. Zusatzlich lieferte das rheologische System lineare
Steigungen des elastischen und viskosen Anteils, die die Kinetik des
Gerinnungsprozesses als Anderung der Scherviskositat tber die Zeit
beschreiben (clot formation). AufRerdem wurden in dieser Arbeit die
Scherviskositaten von viskosem und elastischem Anteil bei 300 s nach
Zugabe eines Gerinnungsaktivators (z. B. Pathromtin und CaCly,)
verwendet, um einen Hinweis auf die Festigkeit (clot firmness) des

resultierenden Blutgerinnsels zu erhalten.

Des Weiteren konnten mit dem neuen PIEZ-System die
gerinnungshemmende Wirkung des thrombinbindenden Aptamers NU172
nach statischer und dynamischer Inkubation sowie die Fahigkeit der
komplementaren Sequenz (AD) zur Aufhebung der gerinnungshemmenden
Wirkung von NU172 zuverlassig detektiert werden. In einer vorherigen
Studie wurde die erforderliche Zeit fiur die Herstellung doppelstrangiger
Komplexe untersucht. Es wurde festgestellt, dass vor Beginn des
Gerinnungsversuchs eine Inkubationszeit von mindestens 2 Minuten mit
NU172 und von mindestens 5 Minuten fur die Aufhebung des Aptamers
durch deren komplementdre Antidotsequenz bendtigt [64]. Diese
Zeitintervalle wurden ebenfalls in dieser Studie mit dem PIEZ-System
verwendet und konnten anhand der Ergebnisse (CT, clot formation und clot

firmness) bestétigt werden.

Fiar die Anwendung der Aptamer-Antidot-Komplexierung wahrend der EKZ
(z. B. Herzoperation), sollten die Nukleinsduren in menschlichem Vollblut
eine ausreichende Stabilitat aufweisen, um wirksam zu sein. RNA-
Aptamere haben eine Halbwertszeit von wenigen Sekunden, DNA-

Aptamere sind stabiler und haben eine Halbwertszeit von ca. 60 Minuten
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[99, 100]. Daher wurde das Zeitintervall in dieser Studie fir den
Rotationsvorgang auf 30 Minuten eingestellt. Die Stabilitdt der Aptamere
kann durch Nukleotidmodifikationen wie den Einbau von modifizierten
Nukleotiden und 5-Endmodifikationen, z.B. Konjugation von
Polyethylenglykol (PEG) oder Verkappen des 3'-Endes mit einem
invertierten Desoxythymidin(dT)-Rest erhéht werden [101, 102]. Dies
konnte in dieser Arbeit ebenfalls bestéatigt werden, indem die Aptamere
nach 30 Minuten im Rotationsmodell immer noch eine ausreichende
Stabilitat aufwiesen und eine ausreichende Antikoagulation (CT > 600 s)
lieferten. Zusatzlich zur CT wurden die Thrombinmarker (FPA, TAT und [3-
TG) analysiert. In allen Blutproben waren die TG-Werte nach der Zirkulation
erhoht, was zeigte, dass nur die Zirkulation des Blutes zu einer erhéhten
Aktivierung der Thrombozyten fihrte. Nach 30 Minuten Rotation zeigten die
Blutproben, die 1,0 uM NU172 enthielten, im Vergleich zu den NaCl-
haltigen Blutproben eine signifikant reduzierte TAT-, FPA- und B-TG-
Konzentration. Diese Ergebnisse stimmten mit der mittels PIEZ
gemessenen Hemmung der Blutgerinnung Uberein. Im Vergleich zu den
Blutproben ohne Zirkulation zeigten die Blutproben mit 1,0 uM AD nach 30
Minuten Zirkulation eine leicht erhohte TAT-Konzentration. Die Zirkulation
im in-vitro-Rotationsmodell kann zu einer Aktivierung von Thrombozyten,
einer Hamolyse oder einer Anheftung der weil3en Blutkdrperchen an
kinstliche Oberflachen fiihren. Dies kann zu einer Abnahme der Anzahl von
Thrombozyten, Erythrozyten oder/und Leukozyten fihren. Allerdings
wurden vor und nach der Rotation keine signifikanten Unterschiede in der
Anzahl der Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten im Vergleich zur
Kontrolle gemessen. Dariber hinaus zeigten auch die Ergebnisse, dass die

Zugabe von Thrombin-Aptamer keinen Einfluss auf das Blutbild hatte.

Das PIEZ konnte zwischen verschiedenen Aptamer-Konzentrationen in
Citratblut und Heparinblut unterscheiden. Neben den Untersuchungen des
piezobasierten Messsystems wurden das thrombinbindende Aptamer
NU172 und seine komplementdre Sequenz mit dem PIEZ-System

analysiert. Das Piezosystem ist in der Lage den Hamostasestatus mit
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verschiedenen Aktivatoren und Inhibitoren dynamisch zu messen.
AulRRerdem war das PIEZ in der Lage, die Rucktitration von Aptamer mit der

komplementaren Sequenz zu detektieren.

Ein Uberschuss an Aptamer filhrte zu langeren Gerinnungszeiten, die
linearen Steigungen sowie die viskosen und elastischen Anteile waren
niedriger als bei der Kontrollmessung. Diese Ergebnisse sind
vielversprechend, da die aguimolaren Konzentrationen von Aptamer und
Antidot die geringsten Gerinnungszeiten lieferten. Durch dieses
Titrationsverfahren kann die aktuelle Aptamer-Konzentration bestimmt
werden. Diese Ergebnisse dhneln der bereits erwahnten Heparin-Protamin-
Titration, die in der Praxis mit dem Hamostasis Management System (HMS)
durchgefthrt wird [94]. Mit dem PIEZ ist zum ersten Mal eine kontinuierliche
Erfassung der Wirkung des Aptamers auf die Gerinnung moglich. Weitere
Studien und Optimierungen sind notwendig, um diese Messmethode und
das Thrombin-Aptamer mit ihrer komplementéaren Sequenz im klinischen
Alltag nutzen zu konnen. AufRerdem kann der Effekt durch ein
entsprechendes AD schnell moduliert oder unterbrochen werden. So
konnen Thrombin-Aptamere wahrend der extrakorporalen Zirkulation in
Kombination mit einer verringerten Heparinkonzentration oder als Ersatz
von Heparin durch eine ausreichende Menge Thrombin-Aptamer fur
Patienten mit Heparin-induzierter Thrombozytopenie (HIT) verwendet

werden.

In der Forschung und der Klinik existieren bereits Losungsansatze, um die
Hamostase zu messen und zu analysieren. Im Folgenden werden derzeit
verwendete Forschungsmesssysteme, die die Blutgerinnung detektieren
kénnen, vorgestellt. Die Kavitationsrheologie untersucht die rheologischen
Eigenschaften der Erythrozyten. Ein Laser (Wellenlange von 532 nm) wird
fur 6 ns auf eine Blutprobe fokussiert. Durch die hohe Lichtintensitat im
Brennpunkt bildet sich eine expandierende Blase (Kavitation), die einen
Durchmesser von 90 bis 120um vor dem Kollabieren erreicht.
AnschlieRend kollabieren die Blasen und die Erythrozyten werden

reversibel verformt. Dabei kann die Elastizitdt der Erythrozyten durch die
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Erholungszeit der roten Blutkdrperchen zur urspriinglichen Form berechnet
werden [103, 104]. Im Gegensatz zur Kavitationsrheologie misst das
piezobasierte System den viskosen und elastischen Anteil einer Flussigkeit,
was verschiedene Informationen zum Blutgerinnungsstatus des Patienten
ermoglicht. Aul3erdem konnen die Kinetik und die Veradnderung einer
Flissigkeit wahrend des Gerinnungsprozesses nicht mit der
Kavitationsrheologie ermittelt werden. Allerdings kann anhand der
ermittelten Elastizitat die Vitalitdt der einzelnen Blutzellen indirekt bestimmt

werden.

Als weitere Methode wurde die Nanomechanik von einzelnen
Thrombozyten innerhalb einer mit Hydrogel geflllten Mikrofluidik
untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass diese Methode als zusatzlicher
Thrombozytenfunktionstest genutzt werden konnte [105]. Im Gegensatz
zum PIEZ-System kdnnen Scherkréfte innerhalb des Mikrofluidiksystems
berticksichtigt werden. Dies hat den Vorteil, dass realistischere
Umgebungsbedingungen wie im Korper simuliert werden konnen.
AulRerdem kann das Mal3 der Gerinnungssteifigkeit bei der Entwicklung
pharmakologischer Wirkstoffe genutzt werden. Allerdings kann dieses
System nicht wéahrend der EKZ als Point-of-Care-System verwendet
werden, da es nicht die Gerinnung dynamisch tber die Messzeit detektieren
kann. Fir die Weiterentwicklung des PIEZ-Systems konnte eine
mikrofluidische Messkammer realistischere Ergebnisse liefern. Allerdings
missen dann alle Parameter (z. B. Spaltabstand, Frequenz) neu evaluiert
werden und das System muss erneut kalibriert werden, um die Qualitat der

Messergebnisse sicherzustellen.

Eine berUhrungslose Messung der Blutgerinnung im Vollblut wurde von
Xianqun et al. untersucht. Mit einer akustischen Strahlungskraft-Orthogonal-
Anregungsoptik-Koharenz-Elastographie  (ARFOE-OCE) erzeugt ein
entfernter Ultraschallwandler eine akustische Strahlungskraft (ARF) in die
Blutprobe. Die resultierende Scherwelle und ihre
Ausbreitungsgeschwindigkeit werden durch eine optische Koharenz-

tomographie (OCT) erfasst und liefern den Elastizititsmodul. Ein Vorteil
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dieser Methode ist die beruhrungslose Messung zwischen Sensor und
Probe. Aulerdem konnte eine enge Korrelation wie beim PIEZ zu
konventionellen Gerinnungsergebnissen (aPTT, PT) festgestellt werden
[106]. Im Vergleich zur Piezomethode oder zum Oszillationsrheometer
liefert die ARFOE-OCE-Methode lediglich den elastischen Schubmodul.
Allerdings liefern das Piezosystem und die ARFOE-OCE die
Gerinnselentwicklung in Echtzeit und stellen eine potentielle Vorhersage fur
das Vorhandensein eines Blutgerinnsels dar. Denn eine abnorme
Gerinnselelastizitat ist mit Myokardinfarkt, koronarer Atherothrombose,
ischamischem Schlaganfall, vendsen Thromboembolien und Diabetes
assoziiert [107] [106]. Derzeit sind weitere Verbesserungen erforderlich, um

dieses System in der klinischen Praxis einsetzen zu kénnen.

Markandey et al. untersuchten die Laser-Speckle-Rheologie (LSR), um
dynamisch Uber die Zeit die viskoelastischen Eigenschaften zu messen und
den Gerinnungsstatus zu ermitteln. Hierbei leuchtet Laserlicht in eine
Blutprobe, und eine Hochgeschwindigkeits-CMOS-Kamera misst die sich
zeitlich  ergebenden  Speckle-Intensitatsschwankungen, die  durch
Brownsche Molekularbewegung wahrend der Gerinnung entstehen [108,
109]. Laserspeckle ist ein Intensitatsmuster aus hellen und dunklen
Flecken, das durch Streuung und Interferenz der von einer starken
streuenden Probe wie z. B. Blut verursacht wird. Materialien mit niedriger
Viskositat weisen schnelle thermische Brownsche Bewegungen der
lichtstreuenden Partikel auf, wodurch schnelle Speckle-Fluktuationen
hervorgerufen werden. Bei Entstehen eines Blutgerinnsels hemmt die
Koagulation die Brownsche Molekularbewegung der streuenden Partikel
wodurch die Speckle-Fluktuationen verlangsamt werden. Anhand eines
mathematischen Models wurde zwischen Speckle-Fluktuationen und
Viskoelastizitat des Mediums ein Zusammenhang hergestellt. Die Studien
zeigten, dass es eine enge Korrelation zu konventionellen
Gerinnungsergebnissen (aPTT, PT, ACT) und zur TEG gibt. Hierbei wurde
der komplexe Schubmodul G* bei einer Frequenz von 1 Hz gemessen.
AulRerdem konnte die LSR, wie beim PIEZ-System, die Gerinnungszeit und
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die maximale Gerinnungssteifigkeit bestimmen. Es handelt sich bei der LSR
ebenfalls um ein zerstérungsfreies Messverfahren der Probe. Das
Bestimmen des Blutgerinnungsstatus in Echtzeit durch die LSR ero6ffnet
neue Mdoglichkeiten zur Behandlung des Patienten am Bett [110]. Diese
Methode ist ebenso vielversprechend wie die piezobasierte Detektion von
Blutgerinnungsvorgéngen. Weitere Studien der LSR sind notwendig, um auf

dem Markt konkurrenzféahig zu sein.

Die akustische Resonanzspektroskopie mit optischer Vibrometrie (RASQOV)
misst den Gerinnungsmodul (CEM in KkPa) mittels akustischer
Spektroskopie. Hierbei wird eine Vibration an der Probenoberflache durch
einen Mikrobead mittels Magnetkraft erzeugt und das Ergebnis ist eine
spezifische Resonanzfrequenz, worlber der Elastizititsmodul abgeleitet
wird. Bisher konnte gezeigt werden, dass das System gegenuber
verschiedenen Fibrinogen- und Heparinkonzentrationen empfindlich ist und
in der Lage ist, verschiedene CEM von gereinigten Gerinnseln zu ermitteln,
die mit unterschiedlichen Mengen an Fibrinogen und Thrombin gebildet
wurden. Zum einen bietet das RASOV die Mdoglichkeit, die
Gerinnselstruktur, die Zusammensetzung und ihre funktionalen
mechanischen Eigenschaften zu analysieren [111]. Allerdings ist es nicht
moglich, die Gerinnungsdynamik wie beim PIEZ und Oszillationsrheometer
zu messen. Das RASOV-System kodnnte fir Anwendungsgebiete wie die
Weichgewebeanalyse verwendet werden, bei denen mechanische
Analysegerate oft nicht Uber die erforderliche Sensitivitat zur genauen

Messung der Elastizitat verfigen.

Das folgende rheologische Verfahren ist mdglicherweise fir die Detektion
der Blutgerinnung geeignet. Die Freie-Oszillations-Rheologie (FOR) kann
die Zeit bis zum Einsetzen der Gerinnung (COT) bestimmen. Zu diesem
Zweck wird Citratblut oder Plasma bei 37 °C in eine frei schwingende
Klvette gegeben. Ein Magnetfeld initiiert die Schwingung alle 2 s mit einer
Frequenz von 11 Hz. Ein optischer Detektor registriert die Dampfung und

die Frequenz des Behalters. Wahrend des Gerinnungsprozesses nimmt die
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Dampfung zu und die Frequenz nimmt ab. Daher kénnen der Verlauf der
Gerinnung und der Endpunkt der Gerinnung durch die Anderung der
Elastizitat (G* in Pa) erfasst werden [112, 113]. Im Vergleich dazu kann das
PIEZ den viskosen und elastischen Anteil sowie die Gerinnungskinetik mit
maximaler Gerinnselfestigkeit detektieren. Die FOR a&hnelt der
Thromboelastographie (TEG und Rotational Thromboelastometry ROTEM,
werden im nachfolgenden Kapitel beschrieben), allerdings ist die FOR keine
weit verbreitete klinische Methode und wird selten bei Koagulopathien
wahrend der EKZ genutzt [114]. Studien zeigten, dass die FOR nicht die
Prazision mit dem Fibscreen2-Reagenz (Plattchen-Inhibitor Abciximab) wie
mit ROTEM und dem FibTEM Reagenz (Plattchen-Inhibitor Cytochalasin D)
erreicht. AuRerdem wies die FOR aufgrund hoherer Scherkrafte eine

hohere Thrombozytenaktivierung als das ROTEM auf [115].

Das neu entwickelte PIEZ kann innerhalb von finf Minuten die Veranderung
der viskosen und elastischen Komponenten tUber die Zeit tberwachen und
liefert zuverlassige Informationen Uber die Blutgerinnung. Dariber hinaus
ist das piezobasierte System in der Lage, den Gerinnungsstatus in Echtzeit
zu messen. AulRerdem ist das PIEZ-System nicht empfindlich gegeniber
Erschitterungen, was eine Stérung der Messungen verhindert und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhoht. Derzeit ist das PIEZ-System ein
Forschungsinstrument und da es nach jeder Messung manuell gereinigt
werden muss, ist es wahrend der EKZ nicht einsetzbar. Nach weiteren
Verbesserungen und Optimierungen kénnte das System jedoch auch am
Patientenbett zur kontinuierlichen Uberwachung eingesetzt werden. Die zu
einem bestimmten Zeitpunkt gemessene Scherviskositat und die zeitliche
Anderung der Scherviskositat konnten zwischen dem PIEZ-System und
anderen viskoelastischen Uberwachungsgeraten, z. B. FOR [36] oder
ROTEM [30], vergleichbare Ergebnisse liefern. In weiteren Studien wird das

PIEZ-System mit diesen Geréten verglichen.

57



Im Folgenden werden einfach bis hochentwickelte Hamostase-
Uberwachungssysteme vorgestellt, die vor, wahrend und nach der EKZ
eingesetzt werden. Anhand der folgenden Zusammenstellung sollen die
Starken und Schwachen dieser Systeme fur zuklnftige Entwicklungen am

rheologischen Piezosystem mit berlcksichtigt werden.

3.2 Von der einfachen bis zur hochentwickelten Hamostase-
Uberwachung vor, wahrend und nach der extrakorporalen
Zirkulation (EKZ)

Das Hamostasemonitoring spielt eine bedeutende Rolle in der Versorgung
und Behandlung von Patienten in der Chirurgie sowie Intensivmedizin, die
die Prozesse der Hamostase in-vitro mit Hilfe eines schnellen und
zuverlassigen Testsystems detektieren konnen. Wenn mdglich, sollte das
Testsystem gleichzeitig die intrinsische und extrinsische Gerinnung sowie
die Thrombozytenfunktion nachweisen kdénnen [116]. Dies ist jedoch eine
Herausforderung, da die meisten Testsysteme nur einen Teil der
Hamostase messen konnen. Tabelle 3 zeigt die am h&ufigsten verwendeten
Testsysteme zur Hamostase-Uberwachung. Die Tabelle ist in drei Spalten
unterteilt, um einen Uberblick der Hamostase zu geben: plasmatische

Gerinnung, Plattchenfunktion und viskoelastische Methoden.

Table 3: Auswahl des Hamostase-Testsystems in der medizinischen Praxis

Kombinierte
Erfassung der
plasmatischen
Gerinnung, der

Thrombozytenfunktion

Analyse der

plasmatischen Thrombozytenfunktion

Gerinnung und der Fibrinolyse
(viskoelastische
Methoden)
Thromboplastinzeit Lichttransmissions Rotations-

(TPZ; Quick Wert)
und die aktivierte
partielle

Aggregometrie (LTA)

=» Plattchenreiches

thromboelastographie
(Tem International
GmbH)
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Thromboplastinzeit Plasma (PRP)

(aPTT) Beispielgerate
Haemochron 490 2D (Probe & go
Signature Elite Labordiagnostica GmbH)

(International )
Technidyne Corp.) PAP 4 (méLab GmbH)
Kugelkoagulometer
(verschiedene
Hersteller),
Coaguchek (Roche
Diagnostics)

TPZ, Quick Wert,
aPTT

Heparin dose
response

Impedanzaggregometrie | Thromboelastographie
Whole blood aggregation | (TEG 5000,
(z. B. Multiplate, Roche) | Haemonetics, USA)

Haemostasis
Management System
(Medtronic)

Heparin Bestimmung
durch Titration

Activated clotting time
(ACT, verschiedene
Hersteller)

Sonoclot (Sienco Inc.,
USA)

In den folgenden Abschnitten werden die Messmethoden zum

Hamostasemonitoring vor, wahrend und nach der EKZ naher betrachtet.

3.2.1 Analyse der plasmatischen Gerinnung
Die plasmatische Gerinnung (linke Spalte, Tabelle 3), die insbesondere fur

in-vitro Tests in extrinsische und intrinsische Gerinnung unterschieden wird,
wird routinemafig durch Untersuchung der Gerinnungszeit (clotting time,
CT) direkt oder indirekt gemessen. Ein indirektes Verfahren ist z. B. die
Detektion des Gelierungsprozesses mit Hilfe fluorogener Substrate oder
einer elektrochemischen Messung [116]. In dieser Arbeit liegt der Fokus

jedoch nur auf den direkten Messmethoden.

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Medizinprodukte (Haemochron
Signature Elite, Coaguchek und Haemostasis Management System (HMS))

detektieren die Gerinnselbildung durch Messung der CT. Diese Systeme
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sind in der Lage, die extrinsische und intrinsische Gerinnung in
Abhéangigkeit von den ausgewahlten Blutaktivatoren zu messen. Zusatzlich
zur Messung der CT kann das HMS auch die individuelle in-vitro Heparin-
Antwort von Patienten erfassen und ist in der Lage die momentane

Konzentration von Heparin durch Protamin-Titration zu bestimmen.

Zur direkten Gerinnungszeitanalyse werden Kontaktaktivatoren wie Kaolin
mit partiellem Thromboplastin (zur Messung der aktivierten partiellen
Thromboplastinzeit, aPTT) und Thromboplastin (TPZ, Bestimmung der
Thromboplastinzeit, auch als Quick Time bekannt) verwendet, um die
Gerinnungsaktivierung zu initileren [117]. Darliber hinaus kann die aktivierte
Gerinnungszeit (activated clotting time, ACT) in heparinisiertem Blut mit

Kontaktaktivatoren wie Celite oder Kaolin gemessen werden.

Préaoperative Tests des Hamostasestatus sind notwendig, um die Funktion
des intrinsischen (aPTT) und des extrinsischen Signalweges (TPZ / INR) zu
untersuchen. In fast allen Krankenhdusern ist der H&mostasestatus
innerhalb von 24 Stunden verfugbar. Dieses Verfahren ist sicher und
kosteneffektiv. In der klinischen Praxis kann die aPTT Medikamente wie
Hirudin und Agratroban Uberwachen und wird auch verwendet, um die
Heparindosierung zu steuern. Allerdings kdnnen Konzentrationen von mehr
als 1 IE/ml unfraktioniertem Heparin mit der aPTT nicht genau gemessen
werden. AuBBerdem kann der Heparin-Rebound (das Wiederauftreten der
Hypokoagulabilitat) nach Neutralisierung mit Protamin mit der aPTT
kontrolliert werden. Geringe Schwankungen bei den Gerinnungsfaktoren
und bei der Thrombozytenzahl kénnen jedoch ebenso verlangerte aPTT-
und TPZ-Werte liefern. Darliber hinaus sind beide Assays nicht geeignet,
Hyperkoagulabilitat und Blutungen, die durch einen erhdhten Fibrinabbau
verursacht werden, nachzuweisen [118]. Viele Gerinnungstests stehen zwar
zur Verfugung, allerdings ist es schwierig das ideale Testsystem beztiglich
der klinischen Situation eines EKZ-Patienten zu identifizieren. Ein Beispiel
fur eine gerinnungszeitbasierte Methode, die in der Nahe des Patienten
verwendet werden kann, ist das Coaguchek (Roche Diagnostics). Dieses

POC-System wurde fur Patienten entwickelt, die ihren therapeutischen INR-
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Bereich kontrollieren. Selbstiiberwachung ist essenziell, da dadurch das
Risiko fur Blutungen oder Thrombosen abnimmt [32]. Es ist das ideale
Point-of-Care-Gerat, da es vom Patienten zu Hause und in der Klinischen
Praxis eingesetzt werden kann. Die Zeit wird in Sekunden gemessen und
das System berechnet automatisch den INR- und den Quick-Wert in
Prozent [119]. Allerdings zeigte eine Studie, dass derzeitig verfugbare
POC-PT/INR-Tests (z. B. Coaguchek) durch Heparin beeinflusst werden.
Daher sind sie nicht fur die Gerinnungsiberwachung wahrend eines
kardiopulmonalen Bypasses zu empfehlen [120]. Um das PIEZ-System als
Point-of-Care-Gerat nutzen zu kénnen, muss bei der Entwicklung uberpruft
werden, ob das PIEZ mit Kartuschen oder als Laborsystem mit einer
Mikrofluidik optimiert werden soll, da die manuelle Pipettierung und
Reinigung vor jeder Messung sich nicht auf dem Markt durchsetzen wirde.
Die Schwierigkeit bei einem Kartuschensystem ist die Integration der
Messkammer des PIEZ-Systems innerhalb der Kartusche. Dabei muss
gewahrleistet sein, dass die Piezoelemente im Messsystem nur die
Eigenschaften des Fluids detektieren. Im Gegensatz dazu besteht die
Schwierigkeit bei einer Mikrofluidik, dass nach der Blutmessung eine
nachgelagerte Reinigungsprozedur erfolgen muss.

In der klinischen Praxis sind die Kosten fur POC-Tests etwa dreimal hoher
als die Messungen im Labor, aber die Kosten fur den Probentransport
konnen den Kostenvorteil des Labors verringern oder sogar amortisieren.
Darlber hinaus gibt es POC-Systeme (z. B. Haemochron Signature Elite),
die die aPTT auch mit anderen Kartuschen messen kdnnen. Dieses System
weist eine gute Korrelation zu den Labormethoden auf (z. B.
Kugelkoagulometer). Weitere Vorteile sind die Einsparung von Zeit und eine
bessere Prozessqualitat (spezifisches Hamostasemanagement) [32].
Solche Aspekte muissen bei der Weiterentwicklung des PIEZ-Systems
berticksichtigt werden.

Falls die Entscheidung bei der Weiterentwicklung des PIEZ-Systems auf
Einwegkartuschen fallt, missen Kosteneffizienz und Korrelation zu den

Labormethoden bertcksichtigt werden. Eine weitere wissenschaftliche
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Gruppe verglich die Prothrombinzeit zwischen dem Coaguchek und
anderen Labormethoden nach dem Fibrinogengehalt. Es wurde empfohlen,
den Fibrinogenspiegel des Patienten vor Nutzung des Coaguchek-Systems
zu bestimmen, da unterschiedliche Fibrinogenspiegel unterschiedliche
Ergebnisse liefern koénnten. Weiterhin wurde eine Fortsetzung der
wiederholten  Vergleiche zwischen Labor INR und Coaguchek
vorgeschlagen [121]. Meesters et al. zeigten, dass die Coaguchek-
Thromboplastinzeit (TPZ) eine Ubereinstimmung mit der konventionellen
Labor-Thromboplastinzeit vor Beginn des kardiopulmonalen Bypasses
aufwies. Drei Minuten nach der Protamin-Verabreichung konnte ein
Unterschied beider Tests beobachtet werden. Die Studie wurde durch einen
einzelnen Messzeitpunkt der Thromboplastinzeit vor dem kardiopulmonalen
Bypass limitiert. Es wurde vorgeschlagen, dass wiederholte Messungen die
Resultate in der TPZ-Uberwachung und die Ubereinstimmung zwischen
Labor- und Point-of-Care-Systemen verbessern koénnten [122]. Daher
sollten wiederholte Messungen mit dem PIEZ-System durch mehrere
parallel angeordnete Messkammern realisiert werden. Dadurch koénnten
mehrere Messungen zeitgleich durchgefiihrt werden und die Sicherheit fur
den Patienten einschliel3lich der Validitat der Ergebnisse wird erhoht.

Ahmad Al-Meman verglich in seiner Arbeit (N = 45 Patienten) Coaguchek,
Hemochron und I-Stat mit INR-Labor-Referenzsystemen. In dieser Studie
wurden Handgerdte mit Messstreifen verwendet Die drei Point-of-Care-
Systeme stimmten mit den Referenzergebnissen Uberein. [123]. Bei der
Weiterentwicklung des PIEZ-Systems ist es von besonderer Bedeutung
weitere klinische Referenzsysteme zu nutzen, um die Vergleichbarkeit und
die Richtigkeit der Ergebnisse zu garantieren. Eine andere Studie von Klein
et al. beschrieb die aPTT-Messung am Bett mit dem Coaguchek bei
Sauglingen und Erwachsenen mit Heparintherapie nach kardiothorakaler
Operation. Es wurde ein Unterschied zwischen dem System am
Krankenbett und der Labormethode festgestellt. Deshalb schlug die
wissenschaftliche Gruppe vor, dass das Point-of-Care-Gerat nicht zur
Heparin-Uberwachung bei Sauglingen auf der Intensivstation genutzt
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werden sollte, da das Medizinprodukt eine erhbhte aPTT Dbei
heparinbehandelten Kindern lieferte [124]. Im Vergleich dazu misste das
PIEZ-System ebenso auf die Frage hin Uberprift werden, ob die
Gerinnungszeiten bei unterschiedlichen Patienten variieren und ob es
vergleichbare Ergebnisse zwischen Labor und anderen Point-of-Care-
Geraten liefert.

Wahrend der EKZ wird routinemaRig der Antikoagulationsstatus mittels
ACT gemessen, da er verwendet wird, um das Heparinisierungsniveau
wahrend der Operation und die Heparinneutralisation nach der EKZ zu
steuern. Die ACT ist von der Handhabung einfach und kostengtinstig. Die
minimale ACT-Konzentration wird bei 480 s vorgeschlagen, da unterhalb
dieser Zeit innerhalb des EKZ-Kreislaufs sichtbare Gerinnsel mit einer
Variation der Heparin-Wirkung um das Sechsfache beobachtet wurde und
die Heparin-Halbwertszeit um das Vierfache variierte [125, 126]. Aul3erdem
variieren die ACT-Werte bei jedem Gerat und dieser Parameter wird auch
durch Faktoren wie das Gleichgewicht zwischen Gerinnung und
Inhibierung,  Fibrinogenkonzentration, Anzahl der Thrombozyten,
Plasmaproteine, Hamodilution und Hypothermie beeinflusst [127]. In dieser
Arbeit wurde bereits gezeigt, dass das PIEZ die ACT detektieren kann.
Allerdings musste die ACT des Piezosystems mit weiteren Geréten
verglichen werden und es muisste ggf. ein Gerinnungsstandard mit

Kalibrierkurve fur das piezobasierte System etabliert werden.

Das am haufigsten verwendete ACT-Gerat ist das Haemochron Signature
Elite (International Technidyne Corp.). Es handelt sich um ein Vollblut-
Mikrogerinnungssystem, das einzelne Gerinnungstests zur
Gerinnungskontrolle wie ACT, aPTT und TPZ an frischem, nicht
koaguliertem oder an Citratvollblut durchfuhrt [128]. Dieses Point-of-Care-
Gerat wurde fir die Antikoagulationstuberwachung entwickelt und ist auf
normale Hamatokrit- und Thrombozytenzahl kalibriert. Das Haemochron
benttigt keine Probenvorbereitung (z. B. Zentrifugation), wahrend
Labormethoden hauptsachlich Blutplasma verwenden. Im Zusammenhang

einer akuten Blutung konnte eine mangelnde Ubereinstimmung zwischen
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dem Haemochron und den Labormethoden beobachtet werden [129]. In der
klinischen Praxis wurde der Grad der Ubereinstimmung von ACT-
Messungen mittels Haemochron Signature Elite und der Haemochron-
Response nachgewiesen. Es wurde gezeigt, dass beide Systeme eine
signifikante Korrelation aufwiesen, aber bei einer mittleren ACT-Differenz
von 9 s konnten beide Systeme nicht untereinander substituiert verwendet
werden. Einerseits wurde diese experimentelle Arbeit mit einer kleinen
StichprobengroRe von 77 Patienten durchgefiihrt, aber der behandelnde
Arzt sollte sich Uber diesen Unterschied bewusst sein [130]. Eine andere
Studie zeigte signifikante Unterschiede, dass das Haemochron Signature
Elite die grof3te Variabilitat aufwies und permanent den héchsten ACT-Wert
(221,20 = 14,78 s) im Vergleich zu Medtronic HMS (180,60 + 7,60 s) und
ACTplus (172,17 = 5,24s) lieferte. Die Stichprobengrofe von 50
Messungen fir jedes Gerat war zwar klein, aber die Studie zeigte die
Notwendigkeit, die ACT-Messung mit verschiedenen Gerinnungsgeraten zu
standardisieren, wie der INR-Wert fir den Quick-Wert festgelegt wurde
[131]. Fur die Entwicklung des PIEZ-Systems ist es von besonderer
Bedeutung, die mittlere ACT-Differenz zu anderen Messsystemen zu
ermitteln und, wie bereits erwahnt, einen ACT-Standard fur das Gerat zu

etablieren.

Das Hamostase-Management-System (Medtronic) ist in der Lage, die
Heparindosisantwort und die Heparinkonzentration zu bestimmen. Dariber
hinaus bestimmt das System den Heparinspiegel im Blut anhand einer
Titration mit dem Heparinantagonisten Protamin. Bei dieser Messmethode
handelt es sich um eine Weiterentwicklung der ACT. Diese Optimierung ist
wesentlich, da wahrend der EKZ die individuelle Halbwertszeit von Heparin
oder der Heparinstoffwechsel des Patienten nicht vorhergesagt werden
kann [132]. Daher ist es in bestimmten Zeitabstanden notwendig, die
korrekte Konzentration von Heparin im Blut zu bestimmen. Die ersten
Versuche mittels rheologischer Messverfahren (Piezosystem,
Oszillationsrheometer) zeigten, dass die Protamin-Titration zu einer

bestimmten Heparinblutkonzentration detektiert werden kann. Allerdings
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sind weitere Versuche und ein direkter Vergleich zum etablierten HMS
System notwendig, um genaue Aussagen Uber die Genauigkeit der

Heparindosisantwort sowie der Heparinkonzentration zu erhalten.

Tabelle Al (siehe Anhang) fasst die Vor und Nachteile der Gerate fir die
plasmatische Gerinnung zusammen. Im Folgenden werden Systeme zur
Analyse der Thrombozytenfunktion vorgestellt, damit die Erkenntnisse
sowie die Vor- und Nachteile der Thrombozytenfunktion Systeme fir die

Weiterentwicklung des PIEZ-Systems berucksichtigt werden kénnen.

3.2.2 Analyse der Thrombozytenfunktion

Der bedeutsame Grund fir nicht-operative Blutungen nach einem
kardiopulmonalen Bypass (cardiopulmonary bypass, CPB) ist die
Thrombozytendysfunktion. Die Thrombozytenaggregation ist Teil der
zellularen Hamostase und teilweise fir den Verschluss verletzter
Blutgefalle verantwortlich. Stérungen der Thrombozytenfunktion kdnnen
beispielsweise durch die Einnahme von Thrombozytenaggregations-
hemmern hervorgerufen werden. Der Aggregationstest wird zur
Bestimmung unbekannter Situationen des Blutplattchensystems zur
Identifizierung von Blutungsstérungen und zur Uberwachung der Reaktion
der Thrombozytenaggregationshemmung verwendet. Insbesondere, um
z. B. bei den Thrombozytenfunktionsstérungen reagieren zu kénnen, ist ein

pra-, intra- und postoperativer Test notwendig.

Zur Messung der Thrombozytenaggregation (mittlere Spalte, Tabelle 3)
werden hauptsachlich zwei Methoden verwendet: Lichttransmissions-
aggregometrie (LTA) und Impedanzaggregometrie [133]. Fur die
Lichttransmissionsaggregometrie (Born-Aggregation) wird plattchenreiches
Plasma (PRP) und plattchenarmes Plasma (PPP) genutzt [134]. Um die
Funktionalitat der Plattchen zu testen, wird dem PRP ein Agonist
hinzugefiigt und ein Analysator misst die Trubung der Probe durch

Lichteinstrahlung (turbidimetrische Methode). Der Beginn der Aggregation
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erhoht die Transmission von Licht, was direkt proportional zur
Thrombozytenaggregation innerhalb einer bestimmten Zeit ist. In
Abhangigkeit von dem fir die Aktivierung gewdahlten Agonisten kann der
behandelnde Arzt Rickschliisse auf die Funktion der Thrombozyten ziehen
[135]. Die beschriebene LTA ist der Goldstandard fur die
Plattchenfunktionsprifung. Sie wird immer noch in vielen Laboratorien
verwendet [136], aber die LTA misst die Blutaggregation unter niedrigen
Scherbedingungen und im Blutplasma, was nicht den Bedingungen im
verletzten Blutgefald entspricht [137]. Dartber hinaus ist es notwendig, die
Standardisierung der LTA zu verbessern. Daher verfassen Ausschisse wie
das Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Leitlinien und
Empfehlungen zur Verbesserung der Standardisierung zwischen
verschiedenen Laboratorien [138]. Da sich bei einer Thrombozytenmessung
die rheologischen Eigenschaften kaum verdndern, konnte die
Thrombozytenaggregation mittels PIEZ nicht gemessen werden. Bei der
Weiterentwicklung des PIEZ-Systems konnte ein Zusatzkanal fir eine

photometrische Thrombozytenmessung integriert werden.

Das Prinzip der Impedanzaggregometrie (z. B. Vollblutaggregation
Multiplate, Roche Diagnostics) basiert auf der Messung des elektrischen
Widerstandes zwischen Elektroden, die im Vollblut eingetaucht sind. Diese
Methode wurde von Cardinal und Flower entwickelt und seit den 1980er
Jahren zur Uberpriifung der Thrombozytenfunktion verwendet [139]. Die
Zugabe eines Agonisten aktiviert die Thrombozyten. Eine anfangliche
Akkumulation der Thrombozyten, gefolgt von einer Aggregation der
Plattchen an den Elektroden, wird durch eine Erhdhung des elektrischen
Widerstandes  gemessen. Die  Widerstandsanderung  wird in
Aggregationseinheiten ~ (AU)  angegeben. Dies  ermoglicht  es,
Thrombozytenfunktionsstorungen mit verschiedenen Reagenzien zu
verifizieren (hohe Empfindlichkeit gegentber Thrombozytenaggregations-
hemmern wie ASS (Acetylsalicylsdure, Aspirin®), ADP-Rezeptorblocker wie
Prasugrel, Clopidogrel). Ein Vorteil der Impedanzaggregometrie (z. B.
Multiplate) ist, dass das System Ergebnisse innerhalb von 10 Minuten
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liefern kann und keine weitere Probenvorbereitung wie Zentrifugation
notwendig ist [140]. Fur die Weiterentwicklung der piezobasierten
Messmethode konnte die Impedanzaggregometrie in Form von Elektroden
innerhalb einer modifizierten Messkammer des PIEZ-Systems realisiert

werden.

Das Impedanzaggregometer konnte fir kardiovaskulare Patienten, die
keine Antwort auf Thrombozytenaggregationshemmer zeigten, ein erhéhtes
Risiko fur schwerwiegende kardiovaskulare Ereignisse wie einen
Myokardinfarkt (MACE) nachweisen. Daher konnte die Thrombozyten-
funktionshemmung bei Patienten mit Blutungsrisiko durch diese Methode
vor einer Herzoperation identifiziert werden [12]. Der Mutiple-Elektroden-
Aggregometrie ADP-Test bei Patienten mit Thienopyridin-Behandlung, die
sich einer Herzoperation unterziehen, ist mit postoperativen Blutungen und
Thrombozytentransfusionen verbunden. Die Studie zeigte, dass die
Impedanzaggregometrie eine genaue praoperative Vorhersage des

postoperativen Blutungsrisikos ermoglicht [141].

DarlUber hinaus wurde mit dem Multiplate eine geringe Reaktion auf eine
Clopidogrel-Behandlung beobachtet, was mit einem signifikant héheren
Risiko fur Stent-Thrombosen verbunden ist. Die publizierten Daten des
Multiplate zeigen eine klinische Relevanz, die mit dem LTA korreliert [142].
Eine weitere denkbare Optimierung des PIEZ-Systems fur die Analyse der
Thrombozytenfunktion, kdnnte durch eine Modifizierung des Reagenzes
erfolgen. Hierbei kdnnen beschichtete Mikrobeads mit Thrombozyten-
Agonisten herangezogen werden, um die Bildung von grol3eren
Agglomeraten zu ermdglichen. Dadurch kdnnte das PIEZ-System in der

Lage sein die Viskositatserhdhung im Reagenz zu detektieren.

Die vorgestellten Gerate werden fir Labormethoden verwendet und
bendttigen viele manuelle Schritte (mehrere Pipettierschritte), die nicht direkt
neben dem Patienten wahrend der EKZ durchgefiihrt werden kdnnen.
Daher ist fur die Entwicklung des PIEZ-Systems eine automatisierte

Pipettierung winschenswert, um sich einen Marktvorteil gegentber der
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Konkurrenz zu schaffen. Tabelle A2 (siehe Anhang) fasst die Vor- und
Nachteile der die Thrombozytenfunktion detektierenden medizinischen

Gerate zusammen.

3.2.3 Kombinierter Nachweis von plasmatischer Gerinnung,
Thrombozytenfunktion und Fibrinolyse (viskoelastische Methoden)

Nach der Vorstellung einfacher Hamostase-Uberwachungssysteme, die die
Gerinnungs- oder Plattchenfunktion detektieren konnen, werden nun
medizinische Geréte beschrieben, die mehrere Parameter gleichzeitig
erfassen konnen (rechte Spalte, Tabelle 3). Fir die anspruchsvolle
Blutanalyse eignen sich die viskoelastischen Vollblutmethoden fir das

komplexe Hamostasemonitoring.

Diese Gerdte erfassen permanent den Gerinnungsstatus mit
viskoelastischen Eigenschaften. Dies ermdglicht die funktionelle Bewertung
der plasmatischen Gerinnung, Fibrinolyse und Gerinnungsfestigkeit, die
auch Informationen Uber die Thrombozytenfunktion liefern. Diese
Messmethode ist jedoch mit einer héheren Komplexitat verbunden: Sie
erfordert mehr Aufwand, hodhere Serviceanforderungen durch den
Kardiotechniker und mehr Erfahrung bei der Interpretation der Ergebnisse
[116]. Die Thromboelastometrie (TEM) ist ein diagnostisches Verfahren zur
Hamostase in Citratvollblut. Vor jeder Messung wird eine Rekalzifizierung
durchgefiihrt. Ein Beispiel fur TEM ist die im Jahr 1948 von Hartert
entwickelte Thromboelastographie (TEG). Bei dieser Methode taucht ein an
einem Draht aufgehangter Stift in eine rotierende Kivette. Diese
Konstruktion des TEG von Hartert ist gegeniber Erschitterungen sehr
empfindlich. Eine Verbesserung der traditionellen TEG ist die
Rotationsthromboelastometrie (ROTEM) [143-145]. Ein weiteres Gerat ist
das Sonoclot (Sienco), der die Oszillation einer réhrenformigen Sonde in
der Blutprobe misst und &hnliche Ergebnisse liefert wie die anderen beiden

genannten Methoden [145].

Die TEG, das ROTEM und das Sonoclot detektieren und Uberwachen die

Hamostase  wahrend und nach  einer  Herzoperation. Die
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viskoelastometrischen Point-of-Care-Systeme kdnnen verwendet werden,
um Blutungen als Folge von Koagulopathie oder einer chirurgischen
Blutung zu bestimmen. Die klassischen Gerinnungstests wie TPZ und aPTT
sind unempfindlich fur solche Gerinnungsstérungen und kénnen zu
unkontrollierbaren Blutungen fiihren. Kritisch kranke Patienten (critical ill
patients, CIP) mit gréReren Operationen wie Herzoperationen oder
Notfallkontrollen durch Blutungen mit hohem Blutverlust, die durch Trauma
oder postpartale Blutungen verursacht werden, sollten mit viskoelastischen
Systemen Uberwacht werden. Diese Methoden unterstitzen den Arzt, die
am besten geeignete Behandlung auszuwahlen, um die Blutung zu
stoppen. Die ersten Ergebnisse kénnen in 5 bis 10 Minuten erhalten werden
und fur die vollstandigen qualitativen Ergebnisse werden mindestens 20
Minuten bendtigt. Aufwandige Parameter wie die Fibrinolyse bendtigen
mehr als 20 Minuten. Standard-Labortests erfordern eine Messzeit von 40
bis 90 Minuten und dieser Zeitraum kdnnte zu lang sein, um gegen eine
auftretende Hamostase-Stérung zu reagieren [144, 146]. Bei der
Weiterentwicklung des PIEZ-Systems ist ein direkter Vergleich zu TEG oder
zum ROTEM von besonderer Bedeutung, da deren Schwachen bei der
piezobasierten Methode mit beriicksichtigt werden missen.

Im Vergleich zum ROTEM sind die Geréatekosten und die Kosten pro Test
deutlich guinstiger. Daruber hinaus ist die TEG in der Lage, die Wirkung von
niedermolekularem Heparin (LMWH) nachzuweisen, aber aufgrund der
Schockempfindlichkeit bendtigt die TEG eine nahezu vibrationsfreie
Position [147, 148]. Die Kosten pro Test und eines einzelnen Gerats
mussen bei der Weiterentwicklung stets bericksichtigt werden. Auf3erdem
muss das Piezosystem vibrationsunempflindlich sein, damit es in der Nahe

des Patienten aufgestellt werden kann.

Der Heparin-Rebound wird als das Wiederauftreten der Hypokoagulabilitat
nach Neutralisierung von Heparin mit Protamin beschrieben. Wenn dieses
Problem aulftritt, kbnnen nach der Operation schwere
Blutungskomplikationen resultieren. Daher sollte die Hamostase permanent

Uberwacht werden. Die aktivierte Gerinnungszeit (ACT) wird haufig
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verwendet, um die intraoperative gerinnungshemmende Wirkung von
Heparin zu Gberwachen. Es kann die Gerinnselbildung messen, aber es ist
nicht in der Lage, die tatsachliche Heparinkonzentration zu messen. Die
TEG liefert Informationen Uber das Gerinnungs- und Fibrinolysesystem. In
neueren Studien wurde berichtet, dass nach einer Herzoperation mit CPB
die ACT nicht in der Lage ist, restliche Heparinaktivitat nachzuweisen. Die
TEG-Analyse mit und ohne Heparinase ermdoglicht die Diagnose von
Heparin-Rebound [149]. Es st essenziell dass die rheologische
Messmethode in der Lage ist, den Heparin-Rebound zu detektieren. Daher
mussen bei zukinftigen Studien solche Szenarien ebenfalls untersucht

werden.

Das verbesserte ROTEM verwendet eine feste Kuvette (Cup) mit einem
zylindrischen Stift, der in den mit Vollblut gefillten Becher eingetaucht ist.
Die dynamische Anderung der Elastizitat von Blut wird optisch durch einen
integrierten Computer (TEMogram) detektiert. Das ROTEM misst die
Wechselwirkungen von Gerinnungsfaktoren, Inhibitoren und zellularen
Komponenten wahrend der Phasen der Gerinnung und der anschlieRenden
Fibrinolyse. Trotz der groRen Menge an generierten Informationen, kann
das ROTEM nicht das von-Willebrand-Syndrom und die Auswirkungen von
Thrombozytenaggregationshemmern wie Clopidogrel nachweisen, da die
Messung des Bluts von einer massiven Thrombinbildung Uberlagert wird
[150]. Diese Problematik wird momentan durch die Verwendung eines
Plattchenmoduls (ROTEM-Plattchen) geldst, das die Plattchenfunktion
basierend auf der Impedanzaggregometrie misst. Allerdings sind die
rheologischen Bedingungen dieser Methode vergleichbar mit dem tragen
Blutfluss in Venen [151]. Ein Zusatzkanal innerhalb des PIEZ kdnnte

genutzt werden, um die Thrombozytenfunktion zu messen.

Perez-Ferreret al. fanden heraus, dass die Werte der Gerinnselamplitude (5
min, 10 min und 15 min nach der Gerinnungszeit) mit dem ROTEM eine
Korrelation zur maximalen Gerinnselfestigkeit (MCF) aufwiesen und bei
Kindern, die sich einer Herzoperation unterzogen, somit vorhersagbar

waren [152]. In dieser Arbeit wurde ebenfalls festgestellt, dass ein flacher
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Anstieg des flussigen und festen Anteils der Messkurve der rheologischen
Messmethoden (PAV, PIEZ und Kinexus Pro) zu einer niedrigeren
maximalen Gerinnselfestigkeit im Vergleich zu einer Referenzmessung
fuhrte.

Yamamoto et al. analysierten den Gerinnungsstatus mit dem ROTEM.
Wahrend der Operation am offenen Herzen wurde nach
Protaminverabreichung eine verlangerte ACT erhalten. Hier wurde bei 27
Kindern (< 10kg) Heparinblut durch 1:1-Protamingabe nach
kardiopulmonalem Bypass neutralisiert. Allerdings zeigte der Anti-Xa-Assay
kein restliches Heparin mehr an, aber die ACT war immer noch (177,14 +
5,43 s, 10 min nach Protaminverabreichung) verlangert (182,00 = 5,90 s
30 min nach Protaminverabreichung) im Vergleich zu ACT vor der
Heparinverabreichung 129,89 + 3,09 s. Anhand der Ergebnisse schlug die
wissenschaftliche Gruppe vor, anstelle des zusatzlichen Protamins,
Blutgerinnungsfaktoren dem Patientenblut zuzufiihren [101]. Meesters et al.
analysierten mit ROTEM den Einfluss von niedrigen (0,8:1,0) bis hohen
(1,3:1,0) Protamin / Heparin-Dosierungsverhaltnissen bei herzchirurgischen
Patienten. Die Studie zeigte, dass Patienten nach einer Herzoperation mit
einem hohen Protamin-Heparin-Verhéltnis von 1,3 ein hoheren Blutverlust
aufwiesen und eine hohere Transfusionsrate bendtigten als Patienten mit
einem Protamin-Heparin-Verhéltnis von 0,8 [153].

Gegenwartig bleibt das ROTEM der Goldstandard fur ein durchdachtes
Hamostasemonitoring [38]. Das Geréat der ersten Generation, ROTEM
delta, ist halbautomatisch mit einem automatischen Pipettiersystem und
manuellen Anschluss des Pin-and-Cup-Systems. Es erfordert eine
begrenzte manuelle Ausbildung, spezielle Fachkenntnisse in der
Hamostase und umfangreiche Kenntnisse fur die Interpretation der
Ergebnisse. Insbesondere die erste Generation des TEG, TEG 5000, ist mit
umfangreicher manueller Handhabung und Schockempfindlichkeit
verbunden. Daher kann das Gerdt nicht am Patientenbett verwendet
werden, da ein vibrationsarmer Arbeitsplatz erforderlich ist. Um diese

Herausforderungen zu l6sen, wurden ROTEM sigma und TEG 6S
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entwickelt. Diese Gerate basieren auf Patronen, sind vollautomatisch mit
voreingestellten Reagenzien, erfordern keine manuellen Pipettierschritte
und haben eine geringere Empfindlichkeit gegentber externen Vibrationen
[145, 154, 155]. Fur die Interpretation der Ergebnisse ist jedoch spezielles,
umfangreiches Fachwissen erforderlich und die Gerate sind teuer. Dartber
hinaus bendtigt das ROTEM eine relativ lange Zeit (bis zu 40 Minuten,
Fibrinolyse), um alle Informationen im Vergleich zu den Geraten mit
einfacher Gerinnungsdiagnostik (z. B. Kugelkoagulometer) zu erhalten
[156]. Tabelle A3 (siehe Anhang) fasst die Vor- und Nachteile der

viskoelastischen Testsysteme zusammen.

Das neu entwickelte PIEZ kann innerhalb von funf Minuten die Veranderung
der viskosen und elastischen Komponenten tber die Zeit tberwachen und
liefert zuverlassige Informationen Uber die Blutgerinnung. Dariiber hinaus
ist das piezobasierte System in der Lage, den Gerinnungsstatus in Echtzeit
zu messen. Aul3erdem ist das PIEZ-System nicht empfindlich gegenuber
Erschitterungen, was eine Stérung der Messungen verhindert und die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhoht. Derzeit ist das PIEZ-System ein
Forschungsinstrument und da es nach jeder Messung manuell gereinigt
werden muss, ist es wahrend der EKZ nicht einsetzbar. Nach weiteren
Verbesserungen und Optimierungen konnte das System jedoch auch am
Patientenbett zur kontinuierlichen Uberwachung eingesetzt werden. Die zu
einem bestimmten Zeitpunkt gemessene Scherviskositat und die zeitliche
Anderung der Scherviskositat kénnten zwischen dem PIEZ-System und
anderen viskoelastischen Uberwachungsgeraten, wie FOR [36] oder
ROTEM [30], vergleichbare Ergebnisse liefern. In weiteren Studien wird das

PIEZ-System mit diesen Geréten verglichen.
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4. Ausblick

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse dieser Studie
einen Machbarkeitsnachweis lieferten, dass das optimierte PIEZ-System
zur Analyse der Blutgerinnung in Kombination mit Gerinnungsaktivatoren
und Inhibitoren sowie mit nukleinsaurebasierten Medikamenten eingesetzt
werden kann. Das Gerat ermoglicht eine zuverlassige Uberwachung der
Blutgerinnung sowohl in Citrat- als auch in heparinisiertem Blut. Darlber
hinaus kann mit Hilfe des PIEZ die Funktionalitdt von Antidots zur
Hemmung von Antikoagulanzien-Aptameren analysiert werden. Um jedoch
die Point-of-Care-Anwendung des PIEZ-Systems im klinischen Alltag zu
ermdglichen, sind weitere Studien und Optimierungen hinsichtlich der
Automatisierung und kontinuierlichen Uberwachung der Hamostase

erforderlich.

Unser oberstes Ziel ist es daher, ein Messsystem zu realisieren, das besser
und einfacher zu bedienen ist als das ROTEM-System, um den
behandelnden Arzt fur die Anwendung unseres Systems in der klinischen
Praxis zu tUiberzeugen. Das PIEZ-System kann die Anderung der viskosen
und elastischen Komponenten Uber die Zeit messen, was mdglicherweise
den Vorteil hat, den Anteil der einzelnen Komponenten in der Flissigkeit zu
analysieren. Derzeit ist das PIEZ noch ein Forschungsinstrument und kann
wahrend der EKZ nicht verwendet werden, da nach jeder Messung eine
manuelle Reinigung erforderlich ist. Trotzdem sind die ersten Ergebnisse
des optimierten PIEZ vielversprechend, da die Anderungen im Laufe der
Zeit Uberwacht werden konnen. Daher kann das System in medizinischen
Forschungslaboren und méglicherweise fir Routinemessungen verwendet
werden. Als Fernziel des zukinftigen PIEZ sollte eine automatisierte Online
oder sogar Inline-Messung mit automatisierter Reinigung und Applikation

von Antikoagulantien etabliert werden.
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6. Anhang

6.1 Tabellen
Table Al:Meist genutzte plasmatische Gerinnungstestsysteme mit Vor- und Nachteilen.
Test /Gerat Hersteller Technik Vorteile Nachteile
Haemochron International Die Probenbewegung wird ¢ Vollblut und Citratblut, keine e mangelnde Ubereinstimmung
Signature Elite | Technidyne durch optische LED-Detektoren Probenvorbereitung zwischen Haemochron und
Corp. Uberwacht, bis eine e POC Gerat Labormethoden bei Blutungen
Verringerung des Durchflusses | o TPZ, (INR), aPTT, ACT
festgestellt wird e Anticoagulation Uberwachung
Kugelkoagulo- | Merlin, ABW | Mechanischer Nachweis von e Vollblut oder in PRP Proben e Labormethode
meter Medizin & Gerinnselbildung e Berechnung von Verhaltnis,%, e zu viele Pipettierschritte
Technik Sekunden, mg, INR und Lyse-
GmbH Zeit
Coaguchek Roche Optische Detektion der e Selbstiberwachung des e nur ein Parameter (INR)
(Roche Dignostics Gerinnselbildung Patienten zu Hause e keine Information tUber
Diagnostics) e schnellere therapeutische Gerinnselbildung
Entscheidungen e nicht neben dem ECC
e keine Probenvorbereitung verwendet
Haemostasis Medtronic Flag-Plunger bewegt sich auf e Der Heparinstatus kann e nur der Bereich von Heparin

Management
System (HMS)

und ab - Bestimmung des
Heparinspiegels durch
Protamin- Titration

schneller korrigiert werden als
bei ACTplus

kann bestimmt werden
Instrument und Test sind
teurer als ACTplus
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Table A2: Die meist genutzen Thrombozytenfunktionstestsysteme mit Vor- und Nachteile

Test /Gerat Hersteller Technik Vorteile Nachteile
Light transmission e immer noch als Zeitintensives Verfahren,
Analyzer (LTA) a) Probe&go Labor- Goldstandard um PRP zu erhalten
a) 490 2D diagnostica GmbH : . anerkannt "Labormethode
Misst die
o[ H .
b) moLab Gmb Reduzierung der
Lichtdiffusion in%.
b) PAP 4
Multiplate Roche Diagnostics Plattchenaggregation | ¢ keine Zentrifugation System mit niedriger

auf einer Elektrode

erforderlich
e Einwegkuvetten mit
Elektroden

Scherung
keine Lumineszenz

verfugbar

Chrono-Log Model
700-2

Chrono-Log

corporation,

Probe &go
Labordiagnostica
GmbH

Kombination von

Impendanzaggrego-

metrie und

Lumineszenzoption

e misst in Vollblut oder
PRP

e Impedanz im Vollblut

e optische Messung mit
gleichzeitiger

Bestimmung von ADP

Probenvorbereitung zur
Gewinnung von PRP fur
Licht ist erforderlich

Labormethode

86




Table A3: Viskoelastische Testsysteme (Plasmatische Gerinnung, Thrombozytenfunktion und Fibrinolyse) mit Vor und Nachteile

Test /Geréat

Hersteller

Technik

Vorteile

Nachteile

Rotations-
Thromboelsto-
metrie (ROTEM

Tem
International
GmbH

Ein oszillierender Stift
wird in eine Kulvette

eingetaucht und

delta, ROTEM detektiert die Gerinnsel-
sigma) bildung und Fibrinolyse
Thromboelasto- | Haemonetics | Ein Stift wird in eine
graphie 5000 Corp.. rotierende Kilvette
(TEG5000, eingetaucht und
TEG 6) detektiert die Gerinnsel-

bildung und Fibrinolyse
Sonoclot Sienco Inc. Rohrférmiger  Stempel

oszilliert in der

Blutprobe auf und ab
(clot resonance)

e POC Vollbluttest

e globale Hamostase

e Gerinnungsstatus

e zunehmende Beweise
fur Verbesserungen im
Gerinnungsmanage-
ment

e Implementierung von
viskoelastischen
Methoden

e umfassende und
klinisch relevante
Informationen zum
Gerinnungsstatus

e neue Version

vollautomatisiert

e misst nur Gerinnseleigenschaften

e besonderes Fachwissen ist
erforderlich

e unempfindlich gegen
Aggregationshemmer (z. B. ASS,
Clopidogrel)

e stofRempfindlich

e kann die Effekte von ASS und VWS
nicht erkennen

e zeitintensiv (bis zu 40 Minuten)

e ROTEM kann die Wirkung von
niedermolekularem Heparin LMWH
(TEG Dose) und zusatzlicher Aufwand
und Kosten nicht nachweisen

e Sonoclot weniger genutzt als ROTEM
und TEG
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6.3 Abkulrzungsverzeichnis

ACT
AD
ADP
aPTT
ARF
ARDS
ASS
AU
B-TG
CPB
CEM
CIP
CLSI
CT
COoT
DIC

dT
ECMO
ECLS
EKZ
exTEM
fioTEM
FPA
FOR
HIT
Hkt
HMS
HMWK
INR
inTEM

Aktivierte Gerinnungszeit (activated clotting time)
Antidot

Adenosidiphosphat

Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (activated partial thromboplastin)
Strahlungskraft-Orthogononal-Anregungsoptik-Koharenz-Elastographie
Akutes Atemnotsyndrom

Acetylsalicylsaure

Aggregationseinheiten

B-Thromboglobulin

kardiopulmonaler Bypass (cardiopulmonary bypass)
Gerinnungsmodul

Kritisch kranke Patienten (critical ill patients

Clinical and Laboratory Standards Institute
Gerinnungszeit (Clotting time)

Clotting on set time

Disseminierte intravasale Koagulopathie
Desoxythymidin

Extrakorporale Membranoxgenierung
Extrakorporale Lebenserhaltung

Extrakorporale Zirkulation

extrinsische Thromboelastometrie

fibrinolytische Thromboelastometrie

Fibrinopeptid A

Freie-Oszillations-Rheologie

Heparininduzierte Thrombozytopenie

Hamatokrit

Haemostasis Management System
Hochmolekulares Kiniogen

International Normalized Ratio

intrinsische Thromboelastometrie
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ISI

LMWH
LSR
LTA
LVR
MACE
MCHC
MODS
PAF
PAV
PEG
PF4
PK
POC
PRP
PT
RASOV
ROTEM
SIRS
TAT
TEG
TNFa
TF
TPZ
UFH
VAD

Interleukin 1

Sensitivitatsindex

Internationale Einheiten

niedermolekulares Heparin

Laser Speckle Rheologie

Lichttransmissionsaggregometrie

Linear viskoelastischer Bereich

Myokardinfarkt

durchschnittliche Hamoglobingehalt (mean corpuscular hemoglobin)
Multiorgan-Dysfunktion-Syndrom

Plattchenaktivierenden Faktor
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Polyethylenglykol
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Plasma-Prakallikrein

Point-of-Care

Plattchenreiches Plasma

Prothrombinzeit

akustische Resonanzspektroskopie mit optischer Vibrometrie
Rotationsthromboelastometrie (Rotational Thromboelastometry)
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Thrombin-Antithrombin

Thromboelastographie

Tissue necrosis factor a

Tissue factor

Thromboplastinzeit

Unfraktioniertes Heparin
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ABSTRACT:

Inmodernintensive careacomprehensive solution for monitoring the coagulation status or blood clotting problemsiis currently
notavailable, becausefastreliable detection of all bleeding-based disorders (coagulation, fibrinolysis, platelet function) cannot
be conducted with a single medical device. This situation calls for a comprehensive technical solution, which we think possible
tobesolvedwitharheological piezo-based system.Rheological measurements provide valuable information on the viscoelastic
properties of complex fluids. Here, we compared the performance of a commercially available rheological industrial device
using shear stress (Kinexus Pro, Malvern) with that of a piezo-based research measuring system (piezoelectric axial vibrator,
PAV) applying squeeze flow to sample fluids. Comparative measurements using different xanthan concentrations (0.1to 5 %)
were carried out at 25 and 37 °C. At higher concentrations (1, 2, and 5 %), there was an overlapping frequency range and a con-
sistent range of the viscous and elastic shear viscosity for both systems, allowing direct comparisons. Specifically the lower
concentrations of 0.1, 0.2, and 0.5 % xanthan could be used to assess the possibility of both systems to measure blood coag-
ulation,asthose concentrations correspond approximately tothe viscosity of humanblood. Measurement of blood coagulation
was then also tested with the PAV. Measurement repeatability was assessed performing blood coagulation measurements
over time at different frequencies (10, 100, 300, and 1000 Hz). The middle frequencies of 100 and 300 Hz provided the most
repeatable results for blood. Afterwards the activated clotting time (ACT) was performed with PAV at 300 Hz. The piezo-based
measuring system was able to differentiate between various heparin blood concentrations (1, 2, and 3 1U/ml). In this study the
reliability, repeatability and limitations of the piezo system were examined. Our initial results showed that the piezo system
can be used to assess blood coagulation, but further studies are necessary to confirm these promising results. The aim of a
fast, small and reliable point-of-care system may be possible with this type of rheological device.

KEY WORDS:
Rotational rheometry, piezo-based measuring method, piezoaxial vibrator (PAV), haemorheology, blood coagulation

1 INTRODUCTION vices (VAD) [3]. The ECMO and ECLS respectively provide

cardiacand respiratory support. The ventricularassist de-

Almost one million heart surgeries involving the use of a
heart-lung machine are performed annually worldwide
[1]. The contact of blood with foreign surfaces can lead to
life-threatening coagulation, which is prevented by using
anticoagulants such as heparin [2]. The external blood
flow during surgery is named extracorporeal circulation
(ECC) and encompasses several methods such as extra-
corporeal membrane oxygenation (ECMO), extracorpo-
real life support (ECLS), dialysis and ventricular assist de-

vice is a medical pump that is used to support weakened
hearts [4]. Hence, during and after ECC, which can last
several hours, continuous monitoring of the coagulation
status is necessary to prevent bleeding or thrombosis [5].
Modern intensive care does not currently provide a com-
prehensive solution for monitoring of the coagulation
status or blood clotting problems, because fast reliable
detection of all bleeding-based parameters (coagulation,
fibrinolysis, platelet function) cannot be conducted with
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a single medical device. The effect of ECC on the haemo-
static system and appropriate anticoagulation manage-
ment remain important research topics [3].

A system that is able to perform fast and complex
analyses of the haemostasis system with low or nosam-
ple preparation near the patient (point-of-care) is thus
required. A possible solution to this problem is rheom-
etry. Rheometric techniques provide important infor-
mation about the microstructure and dynamics of com-
plex fluids such as polymer solutions and suspensions
of colloid particles. Human whole blood can be regarded
as a complex suspension of various cell types and pro-
teins that is subject to continuous variations. Human
whole blood can be studied as a Newtonian as well as a
non-Newtonian fluid, and mathematical models have
shown a correlation between haematocrit and haemo-
dynamic factors [6, 7]. There are many different ways to
measure rheological properties, each with its own ad-
vantages and limitations. In the following section, a
concise overview of relevant methods is presented.

2 OVERVIEW OF CURRENT RHEOLOGICAL
BLOOD MEASURING SYSTEMS

One microrheological method is fluorescence correla-
tion spectroscopy (FCS). Microrheology can be perfor-
med through active manipulation of the sample by ap-
plying external forces like magnetic or electric fields or
through passive manipulation, for instance by intro-
ducing tracers. The passive microrheological FCS uses a
confocal microscope where a sample is irradiated by
laser light. The microscope monitors the spontaneous
fluctuations of the fluorescence signal stemming from
the movement of fluorescently labelled particles. The
strength and duration of this fluctuation can be quan-
tified by correlation with the recorded signal intensity
[8]. The rheological properties of materials can be in-
vestigated using this method, but it needs large labo-
ratory equipment and therefore cannot be used next to
a patient during extracorporeal circulation. An acoustic
wave viscosimeter involves an in-line measurement
that integrates the sensor into the measurement pro-
cess without active interference. Acoustic shear waves
are directed through the sample by a quartz crystal res-
onatoranddetected ontheotherside byaquartzcrystal
sensor. The measuring system is robust against vibra-
tion and shock, because there are no moving parts in
the in-line system. Furthermore this system can mea-
sure the dynamicyviscosity underlaminarand turbulent
flow [9,10]. However, for blood analysis, differentiation
between the viscous and elastic modulus is necessary
to obtain more information about the viscoelasticity of
blood during extracorporeal circulation.

The following rheological methods may be even
better suited to detecting blood coagulation. Cavitation
rheology investigates the rheological properties of red
blood cells. A laser (wavelength of 532 nm) is focused on
the sample for 6 ns. Due to the high light intensity at
the focal point an expanding bubble is formed (cavita-
tion). These bubbles reach adiameter of go—120 um be-
fore collapsing. The red blood cells are deformed due to
the elongation and collapse of the bubbles. The elastic-
ity of the red blood cells can be determined by the time
taken to recover the original shape of the blood cells
[11,12]. This method can be applied to study the proper-
ties of blood cells but it cannot be used for haemostasis
monitoring. Sonorheometry generates an acoustic radi-
ation force that is directed onto a 1 ml whole blood sam-
ple to induce small localized displacements within the
sample. The resulting displacements are detected as
shifts in the returning echoes. With the help of an ultra-
sound motion tracking system the displacements are
quantified and indicate the viscoelastic properties
[13,14]. Sonorheometry is a research method that is cur-
rently being tested in a clinical trial at the University of
Virginia. This system will be compared to existing coag-
ulation monitoring technology in heart surgery and will
be tested for use in surgical and intensive care settings
[15]. In free oscillation rheology (FOR) the time taken to
start coagulation can be determined by the clotting on-
settime (COT).Forthis purpose, citrated blood or plasma
at 37°Cis added to a free oscillating cuvette. The oscil-
lation is initiated every 2 seconds by a magnetic field
with a frequency of 11 Hz. An optical detector registers
the damping D and frequency Fof the container. During
the coagulation process, the dampingincreases and the
frequency decreases. Therefore, the endpoint of coagu-
lation can be detected by a change in the elasticity [16,
17]. This system is similar to thromboelastography (TEG
and Rotational Thromboelastometry ROTEM), but free
oscillation rheology is not a widely used method in in-
vestigation of coagulopathy in bleeding patients [18].

Each presented method has its advantages and dis-
advantages and none can be used as a point-of-care sys-
tem without modifications. This calls for a comprehen-
sive technical solution, which we intend to solve with a
rheological piezo-based system. For comparison, an os-
cillatory rheometer was used. Oscillatory rheometers
can be used to measure within the linear viscoelastic
region, where a fluid can be reversibly deformed with-
out being destroyed. As an example a sample is placed
between two plates or a plate and a cone. The geometry
is selected based on the properties of the sample. Ho-
mogeneous samples or dispersions with a certain par-
ticle size (Dpox < 0.1d with D, particle size and d mea-
suring gap) are measured using the cone/plate system,
otherwise the plate/plate system is used [19]. In the
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commercially available rheometer used here, the upper
plate or cone rotates in an oscillatory fashion while the
sample is sheared. Measurements can be taken in two
measurement modes that provide all viscoelastic para-
meters (complex shear modulus G*as well as storage G’
and loss modulus G”). The first mode is the deforma-
tion-controlled measurement, whereby the rheometer
applies a sinusoidal angular displacement to the sam-
ple.Inthe second mode (shearstress controlled), the sys-
tem applies a sinusoidal torque [19]. The rotational
rheometer ‘Kinexus Pro’ (Malvern Instruments GmbH
Herrenberg, Germany) was used in this work as a com-
mercially available reference device. Samples can be
measured over frequency (up to 100 Hz) or over time. At
lowfrequenciesthe lowtorque signal-to-noise level lim-
its the measurement. At higher frequencies inertia ef-
fects dominate the measurement [20, 21].

Since samples are often used at different applica-
tion frequencies (shear rates) it is necessary to charac-
terize the viscoelastic behavior of a wider range of fre-
quencies. Therefore, a piezo device called piezoelectric
axial vibrator (PAV) was developed and introduced by
Pechhold et al. [22]. The linear viscoelasticity of soft mat-
ter fluids such as blood and low viscosity polymeric so-
lutions can be characterized by the PAV at higher fre-
quencies than currently used with other rheometers (1to
10000 Hz). The PAV is based on a rheometric measure-
ment method that enables detection of the viscoelastic
properties using a piezoelectric sensor (Figure 1). The lid
of the PAV is fixed on the bottom plate and the system
is hermetically closed. The bottom plate is moved by an
excitation piezo and a periodically squeeze flow of the
sample is created inside of the measuring chamber. The
deformation of the sample is measured by the voltage
of adetection piezowhichis used for furtheranalysis (de-
scribed subsequently). Before starting a sample mea-
surement, an empty measurement (frequency scan of
1t0 10000 Hz) should be performed to give a reference
reading U,.To gain U,, the voltage of the detection piezo
and the sinus phase displacement between excitation
piezo and detection piezo are measured. Afterwards, the
same measurement is performed for the sample to ob-
tain U and phase displacement. Only if the ratio U/U, is
smallerthan1, the system can differentiate between un-
loaded and sample measurement. By calculating the ra-
tio U/U, and the phase displacement of the sinus curve,
both G* and n* respectively can be determined. As out-
lined by Kirschenmann [22] it is written that by the help
of a mass spring system the equations of motion of the
PAV are described in a point mechanical approximation.
This approximation allows the correlation between the
ratio of the complex voltage U/U, and of the complex
spring constant K*. For linear viscoelasticity the complex
squeeze stiffness K* can be calculated (Equation 1):

Lid
Sample

Steel foil
Bottom plate with spillway

Probe head

Excitation piezo and detection piezo

Temperature controlled casing

Ground plate

Figure 1: Schematic drawing of the PAV modified after
Kirschenmann [22].

pwd?
1+ +..
1 _37R*(  10G*
G* 2d K ()

Inthis equation the radius R and the gap width d of the
measuring chamber, complex squeeze stiffness K*, in-
ertia term (1 + (pw?d?)/(10G*) + ...) and complex shear
modulus G* are used. The dependence of the geometry
is visible in this equation. It explains the need for using
calibration oils to adjust the viscosity, before using a
new gap width, because a doubling in gap width would
change K* (complex spring constant of the sample) by
approximately the eightfold [22]. Pechhold et al. used
continuum mechanical calculation to obtain a correla-
tion between the complex spring constant and the
complex shear modulus G*. With these calculations the
correlation between the ratio of complex voltage U/U,
and the complex shear modulus were obtained (Equa-
tion 2 to 5 shows the conversion from complex shear
modulus to complex shear viscosity):

G*=iwn* )
G*=G'+iG" @3)
G- (@
@-auf (s)

with complex shear viscosity n* and angular frequency
w([22,24]. The purpose of the current study was to inves-
tigate the reliability and repeatability of the PAV and its
possible limitations. To enable adaption of the piezo sys-
tem for medical application a comparison between the
PAV and the commercial reference device Kinexus Pro
was performed. The PAV should provide convenient, re-
liable access tothe viscoelastic properties of complexflu-
ids like human whole blood. In this experimental work,
the PAV was used for measurements at higher frequen-
ciesandthe rotational rheometer (Kinexus Pro, Malvern)
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for those at lower frequencies. The performance of the
systems was compared using a viscoelastic sample solu-
tion (xanthan). Finally, the ability of the piezo system to
detect human whole blood coagulation was investigat-
ed using two simple coagulation tests (Quick prothrom-
bin time (PT), activated clotting time (ACT)).

3 MATERIALS AND METHODS
3.1 ROTATIONAL RHEOMETER

Using Kinexus Pro a shear stress-controlled measure-
ment (0.01—20 Pa) was performed at different frequen-
ciesinorderto verify which shearstressis located in the
linear viscoelastic region (LVR). Ashear stress of 0.04 Pa
and the resulting frequencies from 12.6 to 0.1 Hz in ten
steps per decade were determined as the optimum
compromise between device errors (torque and inertia
effects) and measurement time in preliminary experi-
ments. In all measurements, the 1°/40 mm stainless
steel cone geometry was used together with a lower
plate made of anodized aluminium. Comparative ex-
periments withastainless steel plateinstead of the alu-
minium one did not yield diverging results. In order to
prevent drying of the sample a solvent trap was used.
Air bubbles in the sample were avoided by a carefully
application. For each measurement (n = 10, indepen-
dent measurements) 340 ul of sample was used.

3.2 PIEZOELECTRIC AXIAL VIBRATOR

Afrequency scan of 1to 10000 Hz was performed using
PAV. After taking the unloaded measurement, the de-
vicewasre-opened,asample (volume range 10 -200 ul)
was placed on the bottom plate and the lid was care-
fully fixed in place with a defined pressure. Air bubbles
in the sample were avoided. The complex shear viscos-
ity of the samplen* was determined fromthe difference
between the loaded and the unloaded probe. The mea-
suring gap was adapted using different thicknesses of
foil and was chosen according to the viscosity of the
sample, suchthatthethicknessvaried from1otosoum.
A set of ten measurements (n = 10, independent mea-
surements) was performed with each concentration of
xanthan solution at 25 and 37°C.

3.3 SAMPLE FLUIDS

3.3.1Calibration fluids

Calibration liquids were used to evaluate basic settings
ofthe PAV at 25 °C. The types of liquids and their viscos-
ity are listed in Table 1. The calibration fluid B210 was
also used to verify the reliability of the Kinexus Pro.
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3.3.2 Xanthan

Xanthan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) solutions of var-
ious concentrations were used to perform comparative
measurements between the Kinexus Pro and PAV. The
solutions were prepared by dissolving various masses
of xanthan in water (Ampuwa, Fresenius Kabi) to yield
thefollowing concentrationsinweight percent (0.1,0.2,
0.5,1,2,and 5%). The solutions were left at room tem-
perature to swell with occasional shaking for 24 h. The
higher concentrations (= 0.5 %) were then centrifuged
(Varifuge 3.2 Rs, Thermo Scientific, USA) for 5 minutes
at 20°C and 100 X g to remove air bubbles. The dilute
concentrations were applied to the devices with a
pipette, the higher concentrated solutions with a spat-
ula ora cut pipette tip respectively. The measurements
with the PAV were done with 150 ul of sample and a
10 um gap for the 0.1 and 0.2 % xanthan solution, and
a 25 um gap for the 0.5 % xanthan solution. For 1 and
2% xanthan a 35 um gap was used, whereas a 50 um
measuring gap was used for the 5% solution.

3.3.3 Blood

Human whole blood was collected by venipuncture in
citrate monovettes (SMonovette 3mIgNC, Sarstedt AG,
Niumbrecht). Citrated blood was chosen because itis of-
ten used in haemostasis monitoring. Trisodium citrate
(0.106 mol/l) removes the calcium ions in the human
whole blood to inhibit the coagulation process. By suit-
able selection of activators and anticoagulants, coagu-
lation can be selectively activated or inhibited. In the
following section an activator is presented that inter-
feres with the coagulation cascade and induces a three-
dimensional network of fibrin fibers and activated
platelets.

3.3.4 Thromborel S

Thromborel S (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Mar-
burg Germany) consists of lyophilized thromboplastin
from the human placenta (< 60 g/I), calcium chloride
(about 1.5 g/l), stabilizers and preservatives. It is used to
determine the prothrombin time PT according to Quick,
which shows the ability of the extrinsic coagulation sys-

Sample Viscosity
[mPas]
B210* 202.8
B31* 29.24
PMX 200 Xiameter 5.0
PDMS 50 Fluorochem 50.0
Glycerol (85 vol.%) 82.95

Table 1: Calibration fluids with dynamic viscosity at 25°C. Visco-
sity values were obtained from the certified viscosity standard
calibration sheet (* Brookfield certified viscosity standard).
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Figure 2: Calibration measurements with the PAV device at
25°C and a 25 um measuring gap. B210, B31, PMX200, 85 %
glycerol and the silicone oil PDMS 50 were used as calibration
solutions. The filled symbols are the viscous component and
the open symbols represent the elastic component. The drop
in viscosity at higher frequencies (> 1000 Hz) for liquids with
higher absolute values such as B210 was not within the mea-
surement range when using the specified measuring gap. The
lower viscosities (PMX200, PDMS50) at lower frequencies
(1—10 Hz) were also out of range (no differentiation between
complex U/U,).

tem to measure the activities of the coagulation factors
I, V, VII, and X [25]. When used according to the manu-
facturer’s instructions to determine the PT (two parts
Thromborel S mixed with one part citrated blood), the
blood is strongly diluted and the rheological properties
are altered. Therefore, Thromborel was redissolved in a
fifth of the recommended volume (2 ml) to achieve a
higher concentration and thus a smaller volume of the
activator could be added to the blood, keeping the rhe-
ological properties closer to the physiological situation.

3.3.5 ACTIVATED CLOTTING TIME (ACT) - KAOLIN

During Extracorporeal circulation (ECC) human whole
blood is heparinised and routinely monitored with the
activated clotting time (ACT). Heparin is a polydisperse,
negative loaded sulfated mucopolysaccharid, which is
used to inhibit the coagulation process. Heparin is dosed
in “international units” torealise a reproducible pharma-
cological effect which was defined by the world health
organisation (WHO). In combination with the platelet
count, statements about the intrinsic coagulation sys-
tem and about disseminated intravascular coagulopa-
thy (pathological use of coagulation factors) can be
made. Kaolinisthe surface activating substance and was
used as coagulation activator for this study [26].

3.4 STATISTICAL ANALYSIS

Data are presented as means with standard deviation
(SD).Normally distributed data were analysed using One
Way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test
to analyse differences between groups. Non-normally
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distributed data were analysed using a non-parametric
test (Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple compari-
son test). Statistical significance of each concentration
of the respective viscous and elastic component was de-
fined as p < 0.05. All statistical analyses were performed
using GraphPad Prism (Version 5, GraphPad Software,
La Jolla, USA). Further diagrams were drawn with the
help of Origin Pro 8 (Origin Lab Corporation).

4 RESULTS AND DISCUSSION
4.1 CALIBRATION OF PIEZOELECTRIC AXIAL VIBRATOR

In order to guarantee the correct performance of PAV
aninitial calibration was carried out before performing
further measurements. Kinexus Pro measurement ac-
curacy was also tested with a calibration oil (B210). To
demonstrate that the PAV measures correctly, the 25 °C
measurements were presented first, because there are
much more viscosity data available for calibration flu-
ids at 25°C. Afterwards the measurements at 37°C
(body temperature, needed later for blood measure-
ments) were performed and compared to literature val-
ues. For the PAV different calibration oils and liquids of
known viscosity at 25 °C were used: B210, B31 (both car-
boxylicoils), glycerol 85 vol. %, silicone oil PMX 200, and
silicone oil PDMS 50 (polydimethylsiloxane). Figure 2
shows the calibration performed with a measuring gap
of 25 um according to Kirschenmann [22]. Several cali-
bration oils were measured by varying individual para-
meters (e.g. gap thickness) to adjust the viscosity. The
PAV applies very small deformations (< 5 nm)and there-
fore all subsequent measurements with xanthan and
blood were in the linear viscoelastic region. The same
calibrated parameters (according to Kirschenmann) for
25 °C were used to measure samples at 37°C (e.g. Glyc-
erol 85 % n*= 40 mPas [27] and 10BW 1*=5.86 mPas, vis-
cosity value from calibration sheet). The results showed
(data not shown) that the calibration parameters for
thattemperature could also be used at 37 °C. At low fre-
quencies (1 to 10 Hz), the low viscosity oils (PMX200,
PDMSs0) that were measured with a measuring gap of
25 um at both temperatures (25 and 37 °C) were out of
range, i.e. complex U/U, was close to 1. The PAV could
therefore not differentiate between loaded and un-
loaded measurements, which created a strong mea-
surement uncertainty and unusually high statistical
spread. Therefore, as seen in preliminary experiments,
lower measuring gaps such as 10 um provided more re-
liable results. The small measuring gap however could
not be used for blood without affecting the tender fib-
rin network built during clotting process. The higher
viscosity samples (B210 and Glycerol 85%) showed a
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Figure 3: The frequency dependence of different xanthan concentrations (a) 1, 2, 5 % xanthan and b) 0.1, 0.2, 0.5 % xanthan
measured using Kinexus Pro and PAV at 25°C. The mean of viscous and elastic component (n = 10, independent measurements)
of each concentration is shown in this diagram. Measurements at lower frequencies were made by the Kinexus, and at higher
frequencies by PAV. All measurements were in the linear viscoelastic region (LVER) (Filled symbols = viscous component, unfilled

symbols = elastic component).

decline in viscosity readings at higher frequencies
(>1000 Hz) that was not within the measurement
range at 25 um, because the sampleis too stiff at higher
frequencies at that measuring gap (Figure 2). To obtain
higher frequency ranges (> 1000 Hz) for B210, higher
measuring gaps such as 35 or 50 um should be used.

4.2 FREQUENCY SPECTRUM OF KINEXUS AND PAV

After initial calibration of the PAV according to Kir-
schenmann, the performance of the commercial rheo-
logical device (Kinexus, Malvern) was compared with
the piezo-based research measuring system (PAV).
First,some xanthan solutions were measured overtime
to prove the stability of the xanthan solutions at a cer-
tain frequency. The higher concentrations of 2 and 5%
xanthan had slight changes in viscosity after being
transferred to the measurement chamber. Therefore,
these concentrations were held in the measuring
chamber for 30 min to allow material relaxation before
starting measurement. Figure 3 shows the frequency
spectrum of the different xanthan concentrations at
25°C and Figure 4 shows the frequency spectrum at
37°C. For comparative purposes the results of both de-
vices are depicted in the same figure. The Kinexus Pro
measured low frequencies whereas the PAV measured
the high frequencies. In both figures the mean result
(n =10 independent measurements) for the respective
concentrations is shown. The higher concentrations of
1, 2, and 5% xanthan (Figure 3a) were tested first. At
these concentrations, the data points of the viscous
component of both Kinexus and PAV were overlapping
withina certain frequency range. The same was true for
the elastic component. Then the tenfold less concen-
trated xanthan solutions (0.1, 0.2, and 0.5 %) were ex-
amined (Figure 3b). The measurements recorded by
both devices at the three concentrations also had an
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Figure 4: The frequency dependence of different xanthan con-
centrations: 0.1, 0.2, and 0.5 % xanthan at 37°C measured us-
ing Kinexus Pro and PAV. The mean of viscous and elastic
component (n = 10, independent measurements) of each con-
centration is shown in this diagram.

overlapping range. Since the blood measurements
were carried out at 37 °C, measurements with xanthan
were performed at this temperature in addition to the
experiments at 25 °C to demonstrate repeatability (Fig-
ure 4). At 37°Conly 0.1,0.2,and 0.5 % xanthan were ex-
amined. These three xanthan solutions were compara-
ble with the viscosities of freshly drawn blood (50 Hz,
n* = 0.003 Pas [28]) or blood during and after the coag-
ulation process. This suggests that the xanthan solu-
tions are appropriate to simulate the viscosity of blood
at its diverse clotting stages. Furthermore, these con-
centrations provided comparable results using the
Kinexus Pro and PAV within their overlapping frequen-
cyranges, i.e.the viscous component of the Kinexus Pro
and the viscous component of the PAV had a consistent
range. For the elastic components of both devices the
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Figure 5: Measurements of various xanthan solutions at 25°C. The viscous and elastic component were analysed using both
Kinexus Pro and PAV. The mean of viscous and elastic component (n = 10, independent measurements) of each concentration

is shown. Significance of each concentration of the respective viscous or elastic component was set at * = p < 0.05, **

Frx

=p<0.001.

same phenomenon was observed. In summary, the vis-
cous components of the measurements obtained by
PAV and Kinexus and also their respective elastic com-
ponents had overlapping data points within a certain
frequency range. After calibration and the comparison
of both devices at 25 and 37 °C, it can thus be concluded
that PAV can measure reliably in that viscosity range.

4.3 STATISTICAL ANALYSIS OF THE VISCOUS AND
ELASTIC COMPONENT OF DIFFERENT XANTHAN
CONCENTRATIONS AT 25 AND 37 °C

The concentrations of 0.1, 0.2, and 0.5 % xanthan were
chosen because the three concentrations had similar
viscosity values as human whole blood during the co-
agulation process. First frequency sweeps were per-
formed (n = 10 independent measurements) with dif-
ferent xanthan solutions (0.1, 0.2, and 0.5 %) on both
devices. Afterwards, the elastic and viscous compo-
nents of the performed sweeps were plotted separately
at 25 °C (Figure 5) and the viscous component 1’ (" as
elastic component, respectively) of those xanthan con-
centrations was compared at the various frequencies.
For each individual frequency, the 10 data points from
the different experiments were analysed for normal
distribution. Having a normal distribution within one
frequency, thenthe data points of the different concen-
trations were furtheranalysed witha ONE-Way ANOVA
and Bonferroini’s multiple comparison post-hoctest for

© Appl. Rheol. 27 (2017) 13540 | DOI:10.3933/ApplRheol-27-13540

102
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significance in elastic or viscous component. If data
points of a frequency scan were not normally distrib-
uted the non-parametric Kruskalis-Wallis test with
Dunn’s multiple comparison post-hoc test was used to
test for significantly different " or . The significance
of each concentration of the respective viscous or elas-
tic component was defined as p < 0.05. The statistical
significance therefore relates to the ' + SD (n”, respec-
tively) between concentrations at single frequencies.
None of the analysed concentrations had overlapping
data points withinafrequency. Withthese analyses, we
could show that both systems were able to measure
significantly different elastic or viscous components
over the used frequencies with the used xanthan con-
centrations. This was also true for measurements at
37°C (Figure 6). For both devices, all concentrations
yielded significantly different data for viscous or elastic
components. In summary, the frequency scan showed
that differentiation of the various xanthan concentra-
tions was possible (at least at p < 0.05). Thus, all con-
centrations could be distinguished from each other.

4.4 REPEATABILITY MEASUREMENTS USING CITRATED
BLOOD AND THROMBOREL WITH PAV OVER TIME

In order to investigate whether or not the PAV device is
suitable as a haemostasis monitoring system, measure-
ments were performed with citrated blood and Throm-
borel. Figure 7 presents an example of the coagulation
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processat30o0Hzovertime.Theviscousand elasticcom-
ponentscan be seen.Uncoagulated blood (dashed lines)
showed a constantviscous (red) and elastic (green) com-
ponent. Coagulation was initiated by adding Throm-
boreland’andn” increased over time. At approximate-
ly100 s the curves of the viscous and elastic component
still increase at a constant rate, but the slope is less as
in the first seconds. The clotting time (CT=18.5 s) was
determined as the intersection between uncoagulated
blood (red) and the slope of the viscous component. The
determined clottingtime inwhole blood isinthe normal
range of 15—21s (prothrombin time, PT) [29]. From that
time point onwards, the calculated tan ¢ of elastic and
viscouscomponentwaschosenasthe measurement pa-
rameter instead of using the viscous and elastic compo-
nents separately. Parameter tan ¢ provides information
about the ratio of the viscous and elastic component
(tan6=n"/n"), thus information about the relationship
of liquid and solid proportions and which of those states
predominates. If tan ¢ <1, the elastic component of the
materialisdominant.Iftan ¢ > 1, the viscous component
is dominant. During blood coagulation, the state of the
sample changes over time and with it the tan 6. It can
thus be a sensitive parameter to detect blood coagula-
tion.

To obtain more information about the coagulation
process, four different frequencies (10, 100, 300, and
1000 Hz) were measured in a continuous cycle at 37°C.
A measuring gap of 25 um was chosen because under
such conditions the blood should have more space to
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Figure 7: Example of measurement of citrated blood and
Thromborel using a measuring gap of 25 um at 300 Hz and
at 37°C. The dashed lines represent the viscous (red) and elas-
tic component (green) of uncoagulated citrated blood (ob-
tained by own measurement at the same system). The addi-
tion of Thromborel led to an increase of the viscous and elas-
tic component.

form a three-dimensional clot. The repeatability of the
viscoelastic measurements of coagulated humanwhole
blood was elucidated (Figure 8, n=7, sample prepa-
rations from the same donor even on different days).
This figure shows the mean values with their respective
standard deviations. The figure shows that the largest
deviations were observed at 10 Hz (SD = 115.68), because
at the frequency with a measuring gap of 25 um the
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Figure 8: Repeatability measurements using citrated blood and Thromborel. A measuring gap of 25 um was used for the mea-
surements at 10, 100, 300, and 1000 Hz and at 37°C. The mean of tan 6 (n = 7, number of sample preparations from the same
donor even on different days) of each measuring point and the standard deviation are shown. The high standard deviation at
10 Hz indicates the lack of repeatability. The best results were obtained at 100 and 300 Hz, which gave a low standard devia-

tion. A larger standard deviation was observed at 1000 Hz.

measurement was out of range (no differentiation be-
tween complex U/U,). The most reliable results were ob-
tained by using 100 and 300 Hz, because at these fre-
quencies the standard deviations of the measurements
were [ow (SDootz) = 0.96, SD30017) = 0.3), and thus had a
better repeatability compared the other frequencies
(8Dprotz) = 115.68, SDjs000t1z) = 2.85). The highest frequency
(1000 Hz) needs to be investigated further, because re-
peatability appeared to increase with higher frequency.

To compare the deviations between xanthan and
citrated blood the coefficient of variation v was used.
We defined biological measurements with a coefficient
of variation smaller than 20 % as repeatable [30]. The
coefficients of variation of xanthan (exemplary xan-
than 0.5%, 25 Um gap, Viomz) =555 %, Vioorz =1.02 %,
Viz00Hz) = 1:05 %, Visoooty) = 117 %) were lower than the co-
efficients of variation of human blood with thromborel
(V(lon) = 48039 %n V(100Hz) = 12.01 %v V(300Hz) = 13.45 %n
Vioookz) = 20.45 %). In comparison to xanthan, measure-
ments with citrated human whole blood had larger de-
viations. This is a typical observation with biological
material, as in contrast to uniform xanthan solutions,
blood has natural biological variability. Even when
blood from the same donor is used repeatedly, there is
day-to-day variability. Furthermore, the viscoelastic
properties of human whole blood changed over time
after the addition of the coagulation activator Throm-
borel. Altogether, these changes generally lead to larg-

er variations when measuring blood samples. Impor-
tanthereistheobservationthatevenwithahighervari-
ability of biological samples, the frequencies 100 and
300 Hz had a lower coefficients of variation than 10 or
1000 Hzand seemto be more suitable tomeasure blood
coagulation.

4.5 VARIOUS HEPARIN CONCENTRATIONS WITH
KAOLIN WITH PAV OVER TIME

Human whole blood is heparinised systemically during
extracorporeal circulation and routinely controlled
with the activated clotting time (ACT) to ensure patient
safety. Figure 9 shows an ACT experiment with PAV at
37°C. The calculated tan from elastic and viscous com-
ponents is shown over time at 300 Hz. It can be seen
that higher heparin concentrations led to later clotting
time points. For example 3 IU/ml of heparin blood had
the highest clotting time value of 306.5 s and reached
ahighersteady statetan d value of 4 than heparin blood
with 1and 2 IU/ml. Freshly drawn blood from the neu-
tral monovette without the use of a coagulation acti-
vator provided the highest clotting time with 552.4 s.
Before starting an ECC, the ACT should have a value at
least of 400 s (normal range about 80-120 s) [31]. In
conclusion, the PAV is capable to differentiate between
various heparin concentrations. The first results with
the PAV are promising, but further experiments are
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Figure 9: Comparison of tan 6 and clotting time CT of freshly
drawn blood with and without anticoagulation (heparin)
and coagulation activator (kaolin). Freshly drawn human
whole blood without coagulation inhibitor showed the nat-
ural coagulation process in absence of a coagulation activa-
tor (blue, with the longest coagulation time of 552.4 5). In
comparison to that, blood was anticoagulated with various
heparin concentrations and activated with kaolin. All mea-
surements were performed at 37°C and 300 Hz. It can be seen
that with increasing anticoagulation (1 - 3 IU/ml heparin)
tan 6 decreased at later clotting time points. At 3 [U/ml of
heparin the clotting time was at 306.5 s (orange) and had a
higher tan 6 value of 4 than 2 IU/ml (tan 6 = 3, red) and
11U/ml (tan 6 = 2; black).

necessaryto conclude if the piezo based measuring sys-
tem hasa potential asafuture haemostasis monitoring
system.

In clinical practice the thromboelastography (TEG)
is used for sophisticated haemostasis monitoring. That
system is able to show elasticity over time and provide
many parameters such as clotting time and clot firm-
ness [32]. The first experiments showed that PAV can
provide the viscous and elasticcomponent and the clot-
ting time. Further studies are necessary to investigate
if the PAV has a potential for haemostasis monitoring
system.Overall, this study showed that the PAV was re-
liable, repeatable and comparable to a commercially
available rheometer. The blood experiments showed
that the coagulation of blood can be detected and var-
ious heparin blood concentrations can be differentiat-
ed by the piezo-based system.

5 CONCLUSIONS

After calibrating the PAV using conventional calibration
fluids, its performance was compared with an industrial
reference device (Kinexus Pro) and both systems provid-
ed comparable results. Different xanthan concentra-
tions (0.1-5 %) were examined to investigate the com-
parability with 0.1, 0.2, and 0.5 % being chosen due to
their similarity to various states of human whole blood.
For instance, the viscosities of freshly removed blood or

© Appl. Rheol. 27 (2017) 13540 | DOI:10.3933/AppIRheol-27-13540

105

blood during and after the coagulation process were
simulated by the xanthan solutions. Following the co-
agulation of citrated human whole blood with Throm-
borel, four frequencies (10, 100, 300, and 1000 Hz) were
selected to prove the repeatability of the viscoelastic
measurement. The lowest standard deviation was ob-
served at 100 and 300 Hz. In future experiments only
one frequency should be selected instead of measuring
several frequencies in a continuous cycle (discrete fre-
quency scan) to obtain faster results. The experiments
showed that the activation of blood with Thromborel or
with kaolin could be detected by the PAV device. It
showed the potential of that measuring system, but
these results stay preliminary and further experiments
are necessary to confirm the promising results.

Advantages of the PAV is that small sample vol-
umes (20 ul) can be used, the measuring chamberis her-
metically closed to prevent an evaporation of the sam-
ple and results can be obtained faster by higher fre-
quencies (>100 Hz) than other rheometers. Further
studies will be performed with blood activators or in-
hibitors to confirm the ability of PAV to detect blood co-
agulation. The ultimate goal is to provide a rheological
system for the medical field that has the ability to per-
form a fast and complex analysis of the haemostasis
system with low or no sample preparation near the pa-
tient (point-of-care).
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Abstract: During open heart surgery, the haemostasis status of a patient has to be monitored
permanently in order to quickly and reliably detect bleeding or coagulation-based disorders.
Currently, no single medical device is available to provide a comprehensive solution for monitoring
the coagulation status (coagulation, platelets and fibrinolysis). We intend to approach this problem
with a rheological method. Here, we compared the performance of an oscillatory rheometer with a
medical reference device, a ball coagulometer. Measuring the extrinsic coagulation (prothrombin time;
PT), various heparin concentrations (0.5-2.0 IU/mL) could be differentiated and also discriminated
from the intrinsic coagulation (activated partial thromboplastin time; aPTT) providing comparable
clotting times between rheometer and ball coagulometer. In addition, the oscillatory rheometer was
capable to detect the antagonising of heparin with the equimolar concentration of protamine and also
the titration of various protamine concentrations (0.5-3.0 IU/mL) to a fixed heparin concentration
(2 IU/mL). The addition of increasing concentrations of heparin to citrated blood prolonged the
clotting time (CT), changed the slope calculated by linear regression of the elastic and viscous
shear moduli (i.e., information of the coagulation process) and changed the value of the shear
moduli at the end of the measurement (300 s). These results indicate that the oscillatory rheometer
is capable to dynamically measure the haemostasis status with different activators and various
inhibitor concentrations.

Keywords: oscillatory rheometry; blood coagulation; haemorheology; viscoelastic; point-of-care

1. Introduction

Annually, almost one million procedures in heart surgery are performed worldwide using
a heart-lung machine [1]. The extracorporeal circulation (ECC) comprises several methods such
as extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) to provide respiratory support, extracorporeal
life support (ECLS) and ventricular assist devices (VAD) to give cardiac support and dialysis [2,3].
Anticoagulants (e.g., heparin) are necessary to prevent life-threatening coagulation induced by the
contact of blood with foreign surfaces [4]. To prevent bleeding or thrombosis during and after ECC,
which can last several hours, a continuous monitoring of the coagulation status is necessary [5].
Currently, the modern intensive care does not provide a comprehensive point-of-care solution for the
coagulation status and blood clotting problems, because a single medical device that fast and reliably
detects all bleeding-based disorders (coagulation, fibrinolysis and platelet function) is lacking so far [2].
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Thus, a haemostasis system that is able to perform fast and complex analyses with low or no sample
preparation near the patient (point-of-care) is required.

Currently, there are many physical approaches to realise such a haemostasis system, but none can
be used as a point-of care system so far. For example a nanomechanic device filled with hydrogels to
measure single platelets within a microfluidic channel was suggested as additional platelet function
assay [6], but measurement of coagulation dynamics would not be possible. The acoustic radiation force
orthogononal excitation optical coherence elastography (ARFOE-OCE) as a non-contact measurement
of coagulation in whole blood is advantageous being non-invasive, however, can only determine
the elastic shear modulus so far [7]. A laser illumination of the blood sample is detected by a high
speed complementary-metal-oxide-semiconductor (CMOS) camera in the Laser Speckle Rheology
(LSR) method. A close correlation to conventional coagulation results was recorded by the researchers,
still needing further improvements for a miniaturisation towards a hand-held LSR system [8,9].

We intend to address the point-of-care issue by rheometry, which can provide important
information about the microstructure and dynamics of complex fluids such as polymer solutions
and suspensions of colloid particles. Similar to those technical solutions, human whole blood is
a complex suspension of various cell types and proteins that is subject to continuous variations.
Mathematical models have shown a correlation between haematocrit and haemodynamic factors.
Due to its diverse and changing states human whole blood can be regarded as a Newtonian as well as
a non-Newtonian fluid [10,11].

Monitoring the changes in viscoelastic properties of blood clotting provides a real-time indicator
of the blood coagulation status of a patient. The conversion of fibrinogen into insoluble fibrin through
the enzyme thrombin is an important step in the coagulation process [12]. Afterwards, following
the coagulation cascade, fibrin is cross-linked with aggregated platelets leading to a platelet-fibrin
mesh. This increases the viscoelastic modulus of coagulated blood [13]. The clotting time (CT) can be
obtained by measuring changes of viscoelastic properties of human whole blood, which is an important
indicator of the patient’s coagulation status. During the coagulation process the viscoelastic modulus
increases over time and the linear slope describes the dynamics of clot formation. The maximum
plateau modulus provides information on clot firmness, which is dependent on blood fibrinogen level,
fibrin cross-linking and platelet numbers [8].

In the long run, we intend to develop a small and relatively economical rheometer to be used
in clinical diagnostics or even in a point-of-care setting. Here, the first step was to investigate if an
already commercially used rheometer can detect the coagulation process and differentiate various
coagulation assays. In this work, an oscillatory rheometer (‘Kinexus Pro’, Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg, Germany) was used to measure within the linear viscoelastic region, where a fluid can
be reversibly deformed without being destroyed. Between two plates or a plate and a cone a sample
is placed and sheared by oscillation. The sample properties determine the selection of the geometry.
The cone/plate system is used for homogenous samples or dispersions with a certain particle size
(Dmax < 0.1 d; with Dpyax particle size and d measuring gap), otherwise the plate/plate system is
used. Two measurement modes can be performed to obtain all viscoelastic parameters (complex
shear modulus G* with elastic/storage G’ and viscous/loss modulus G”). The first mode applies a
sinusoidal angular displacement to the sample and is called deformation-controlled measurement.
The second mode (shear stress controlled) applies a sinusoidal torque. This device can measure over
frequency (up to 100 Hz) or over time. At low frequencies the low torque signal-to noise level limits
the measurement. At higher frequencies inertia effects dominate the measurement [14-16]. As a
medical reference device, the ball coagulometer was used where a stainless steel ball is kept within a
magnetic field. It provides the clotting time in seconds, due to the displacement of the ball by a fibrin
thread. The magnetic sensor detects this change in position and the time measurement is stopped.
Common used coagulation assays with fibrin formation as end point, such as the Prothrombin time (PT,
extrinsic coagulation pathway) or the activated partial thromboplastin time (aPTT, intrinsic coagulation
pathway), as well as the fibrinogen concentration can be determined by the ball coagulometer [17-19].
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Similarly to the ball coagulometer the oscillatory rheometer should also be able to provide the clotting
time, but additionally the change of viscous and elastic shear moduli over time during coagulation
process and the clot firmness in maximum shear moduli.

The purpose of the current study was to investigate the reliability and repeatability of the
oscillatory rheometer and its possible limitations in detecting blood coagulation. To enable adaption
of the rheometer for medical application a comparison between the oscillatory rheometer and a ball
coagulometer (KC 1A, ABW Medizin und Technik GmbH, Lemgo, Germany) as a medical reference
device was performed.

2. Materials and Methods

2.1. Oscillatory Rheometer

A shear stress-controlled measurement (0.01-20 Pa) was performed with Kinexus Pro (Malvern
Instruments GmbH, Herrenberg, Germany) at different frequencies to verify which shear stress
is located in the linear viscoelastic region. The sample properties determine the selection of the
geometry. The oscillatory rheometer used here, was used with a plate/cone system in the shear
stress-controlled measurement.

In preliminary experiments, a shear stress of 0.04 Pa with 1 Hz (for aPTT measurement 0.1 Hz)
and a 1° /40 mm stainless steel cone geometry with a plate were determined as a compromise of device
errors (torque and inertia effects) and measurement time. All measurements were performed at 37 °C.
Additionally, a solvent trap was used to prevent drying effects of the sample. A pre-incubation of the
blood sample at 37 °C for 2 min was performed before starting the experiment. For each measurement
a sample volume of 350 uL was applied and ten independent repetitions performed (1 = 10).

2.2. Ball Coagulometer (KC 1A)

As a medical reference device a ball coagulometer was used (KC 1A, ABW Medizin und Technik
GmbH, Lemgo, Germany). Citrated blood was pre-incubated with a stainless steel ball in a cuvette at
37 °C for 2 min. Then the activators (Thromborel or Pathromtin and CaCl,, see below) were added
to initiate the coagulation process. Inhibitors for coagulation (Na-heparin, see below) were used to
prolong the coagulation process. For blood measurements 280 pL (1 = 10) of blood—activator /inhibitor
mixture was used.

2.3. Blood

Human whole blood was collected by venipuncture in citrate monovettes (0.106 mol/L Trisodium
citrate, S Monovette 3 mL 9NC, Sarstedt AG, Niimbrecht, Germany) from healthy volunteers in
accordance with the Research and Ethics Unit of the University of Tuebingen, Germany (project
approval number 270/2010BO1). Trisodium citrate was chosen as anticoagulant as it reversibly
removes the calcium ions in the human whole blood to inhibit the coagulation process. Prior to the
blood collection, written informed consent was obtained from all blood donors. Criteria for the blood
donators were no smokers, no intake of haemostasis affecting drugs such as acetylsalicylic acid at
least 7 days prior to blood donation. Several blood donors were used, but within one test series with
10 repetitions, the same donor was used.

2.4. Prothrombin Time (PT)

Thromborel S (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Marburg, Germany) consists of a lyophilised
thromboplastin from the human placenta (<60 g/L), calcium chloride (about 1.5 g/L), stabilisers and
preservatives. It is used to determine the prothrombin time (PT) according to the physician A.J. Quick,
which is the function of the extrinsic coagulation system to measure the activities of the coagulation
factors II, V, VII and X [20].
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When used according to manufacturer’s instructions to determine the PT (two parts Thromborel
S mixed with one part citrated blood), the blood is diluted strongly and the rheological properties are
altered. Therefore, Thromborel was re-dissolved in a fifth of the recommended volume (2 mL water
instead of 10 mL) to achieve a higher concentration and thus a smaller volume of the activator could
be added to the blood, keeping the rheological properties closer to the physiological situation. 250 pL
citrated blood and 100 pL Thromborel were incubated for 2 min at 37 °C. Afterwards both components
were mixed and the coagulation process was initiated.

2.5. Activated Partial Thromboplastin Time (aPTT)

This coagulation assay can detect disorders of the intrinsic pathway. Heparin blood (0.5-3 TU/mL)
is mixed with Pathromtin and incubated for 2 min at 37 °C. Pathromtin consists of silicone dioxide
particles, vegetable phospholipids, sodium chloride (2.4 g/L), Hepes (pH = 7.6) and as preservative
sodium azide (<1 g/L). To initiate the coagulation process CaCl, (c = 0.025 mol/L) was added.
The mixture was prepared with all components in equal volumes (1:1:1). The mixture is applied onto
the surface of the oscillatory rheometer and the measurement is started manually.

2.6. Heparin and Protamine

Heparin-sodium (Ratiopharm Merckle GmbH, Blaubeuren, Germany, 25,000 IU/5 mL) was added
to citrated blood to obtain a concentration of 0.5, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0 and 3.0 IU/mL of heparin.

Heparin inhibits the activation of factor X and inhibits thrombin which is responsible for
the transformation of fibrinogen to fibrin. By suitable choice of activators and anticoagulants,
the coagulation can be selectively activated or inhibited.

Protamine (MEDA Pharma GmbH & Co. KG, Bad Homburg, Germany) was used to neutralise the
effect of heparin. With 1 mL of protamine hydrochloride (c = 10 mg/mL; corresponding to 1000 IU/mL
protamine) the effect of 1000 IU added heparin can be neutralised. At first the different heparin
concentrations were neutralised by protamine. Additionally, a concentration series with different
protamine units (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 3 IU/mL) were examined on 2 IU/mL of Na-heparin.

2.7. Statistical Analyses

Data are presented as means with standard deviation (SD). Normally distributed data were
analysed using One Way ANOVA (for the comparison of two parameters: t-test with F-test)
with Bonferroni’s multiple comparison test to analyse differences between groups. Non-normally
distributed data were analysed using a non-parametric test (Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparison post-hoc test; for comparison of two parameters: Mann-Whitney test). Statistical
significance of clotting time (CT), linear slope of elastic and viscous shear moduli and viscous and
elastic shear moduli at 300 s were defined as p < 0.05. All statistical analyses were performed using
GraphPad Prism (Version 5, GraphPad Software, La Jolla, San Diego, CA, USA). Further diagrams were
drawn with the help of Origin Pro 8 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA, USA). Mathematical
calculations such as the mean, standard deviation (SD) and the linear slope (regression analysis) at the
beginning of a measurement were determined with Microsoft Excel 2013.

3. Results

Coagulation monitoring is of utmost importance during ECC and also in various diseases [21].
Here, we investigated the viscoelastic properties over time during coagulation using the oscillatory
rheometer and compared the obtained data to a medical reference device (ball coagulometer KC
1A). For the device of interest, the oscillatory rheometer, repeatability was assessed for the most
commonly used coagulation measurements. As coagulation without activator varies considerably,
different activators and inhibitors were used in order to increase repeatability. First, activation with
Thromborel (Prothrombin time, PT), which, due to its fast action, reduces variability between blood
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donors, was used as reference measurement. Later on, activated partial thromboplastin was measured
and protamine antagonism of heparin as well as protamine titration was performed.

3.1. Extrinsic Coagulation

The strong activation of the extrinsic coagulation by tissue factor (Thromborel) can be seen in
Figure 1. Repeated measurements (1 = 10) of Thromborel-activated blood from the same donor are
shown over time (300 s). The data of uncoagulated blood were taken from literature, where an elastic
shear modulus of 0.02 Pa (blue dashed line) and a viscous shear modulus of 0.05 Pa (red dashed
line) at 1 Hz are given and shown here as a constant dashed line in the diagram [22]. Upon addition
of Thromborel coagulation is initiated and the means of viscous and elastic shear modulus increase
(Figure 1a). The clotting time (CT) was graphically determined as the intersection between the shear
moduli of uncoagulated citrated whole blood (dashed lines) and the linear slope of the shear moduli of
citrated blood with the activator Thromborel (see enlarged section in Figure 1b). The identified mean
CT by the oscillatory rheometer (25.2 4 1.2) s was comparable to the provided reference measurement
determined by the ball coagulometer (25.4 4= 3.3) s.

Apart from simply determining the CT, the oscillatory rheometer is able to provide further
information on the coagulation status, which are summarised in Table 1. The linear slope at
the beginning of the measurement describes the change of the shear moduli over time, i.e.,
this parameter provides information about the dynamics of the coagulation process. The linear
slopes (m) of the elastic and viscous shear moduli of citrated blood activated with Thromborel were
(600.0 x 1072 + 8.0 x 1073) Pa/s and (100.0 x 10~3 = 0.029) Pa/s, respectively. At approximately 60 s
the initially steep slopes of elastic and viscous shear moduli level out but still increase at a constant
albeit very small rate. To compare the shear moduli or clot firmness respectively of each measurement,
the timepoint at 300 s was chosen arbitrarily, where the values of viscous and elastic shear modulus
were taken in the plateau phase of the experiment. The elastic component measured (18.5 + 4.5) Pa
and the viscous shear modulus (1.7 £ 0.4) Pa. The subsequent measurements with citrated blood and
various heparin concentrations were compared with these initial data.
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Figure 1. The oscillatory rheometer reliably determines the prothrombin time (PT) of citrated blood
activated with Thromborel. (a) Mean elastic and viscous shear moduli of citrated blood activated with
Thromborel (1 = 10 &+ SD) are shown over time. The measurement was performed at a shear stress of
0.04 Pa with 1 Hz and a 1°/40 mm stainless steel cone geometry; (b) Enlarged part from diagram (a).
The dashed red line at 0.02 Pa visualises the elastic shear modulus and the dotted blue line at 0.05 Pa
the viscous shear modulus of uncoagulated citrated blood with no coagulation activator. After the
addition of the activator Thromborel an increase of G’ and G” was observed. The black solid line is the
clotting time (CT = 25.2 s).
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Table 1. Comparative data of Kinexus Pro and KC 1A for the measurement of the prothrombin time
(PT) (n = 10). Citrated blood without and with various concentrations of heparin was activated by
Thromborel. Summary of the clotting time (CT), elastic (G) and viscous (G”) shear moduli at 300 s and
linear slopes (m (G’) and m (G")).

Sample Kinexus Pro KC1A Kinexus Pro
CT/s CT/s G’ (Pa) at 300 s G (Pa) at 300 s m (G'/Pas™1) m (G"/Pas™)
Control 252+ 1.0 254 +33 185+45 1.7 +04 60x1071+08x107! 12x10'+03x 10!
0.51U/mL 403+12 405+13 18.6 + 3.9 1.8+02 44x107'£07x107" 90x102+18x 1072
0.8 IU/mL 514+13 488 +45 175+ 39 20404 14x10°'£08x10°! 23x1072+13x 102
1.01U/mL 723 +42 684 +73 1.8+05 65x1071£07x107! 86x103+£23x103 42x103+12x1073
1.51U/mL(n=4) 131.5+74 1027+ 103 0.5+03 30x10°1+£05x107" 12x1034£08x103 9.0x10*+63x104

3.2. Heparin Titration

The addition of increasing concentrations of heparin to citrated blood prolonged the CT, changed
the linear slopes of the elastic and viscous shear moduli and changed the value of the shear moduli at
the end of the measurement (300 s) (see Table 1, Appendix A Figures Al and A2).

The oscillatory rheometer provided a CT of (40.3 + 1.2) s for 0.5 IU/mL heparin in citrated
blood, which was similar to that measured by KC 1A (40.5 £ 1.3) s. Equally, the other concentrations
of heparin yielded similar CT between oscillatory rheometer and ball coagulometer, which were
not significantly (ns) different from each other except for 1.5 IU/mL heparin (Table 1, Appendix A
Figure A3). More importantly, the comparison of the diverse heparin concentrations showed that each
concentration had a significantly different CT and could therefore be differentiated from each other.
Comparing linear slopes of elastic and viscous shear moduli with the diverse heparin concentrations,
it was quite obvious that with increasing heparin concentration the slopes decreased (Table 1,
Figure A4a,b) as was expected with a lower clot formation over a certain time period. Interestingly, after
300 s both elastic and viscous shear moduli of the control measurement without heparin, 0.5 IU/mL
and 0.8 IU/mL heparin were not significantly different from each other, while the two higher heparin
concentrations 1.0 IU/mL (G’ = (1.8 + 0.5) Pa, G” = (6.5 x 10~! + 0.7 x 10~!) Pa) and 1.5 IU/mL
(G’ =(0.5+0.3) Pa, G = (3.0 x 10! £ 0.5 x 10~!) Pa) showed significantly decreased values (see,
Table 1, Figure A4c,d). This indicates that concentrations below 1 IU heparin did increase clotting time
but no measurable effect on fibrin network and clot firmness was observed. Moreover, higher heparin
concentrations led to higher standard deviations. A higher difference between ball coagulometer and
oscillatory rheometer could be observed at citrated blood with a concentration of 1.5 IU/mL heparin.
Concentrations of 2.0 and 3.0 IU/mL were not repeatable by ball coagulometer or oscillatory rheometer,
and are thus not shown here. In fact, at heparin concentrations above 2 IU/mL, other methods (e.g.,
Heptest-Stat assay) are used to guide heparin dosing in clinical practise [23].

These experiments show that the oscillatory rheometer and the reference medical device provided
comparable CT results. Furthermore, the rheometer visualised the coagulation process by the change
of viscous and elastic shear moduli over a certain time period. By increasing heparin concentrations
the parameters changed towards prolonged CT values, lower linear slopes of viscous and elastic
components and lower viscous and elastic shear moduli values.

3.3. Intrinsic Coagulation

A further coagulation assay (aPTT, intrinsic coagulation) was performed in this work to verify that
the oscillatory rheometer can detect and even differentiate the coagulation process from the already
investigated PT assay. Citrated blood was activated with Pathromtin and CaCl, to investigate the
activated partial thromboplastin time. Preliminary experiments showed that measurements with 1 Hz
and a shear stress of 0.04 Pa did not provide repeatable results, because inertia effects were dominating.
Therefore, a frequency of 0.1 Hz with the same shear stress was used to obtain the results in Figure 2.
Elastic and viscous shear moduli initially showed a short “lag phase” before both changed rapidly
over time, similar to the PT (Figure 2a,b). This reflects the strength of the activator, which is stronger
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for the Prothrombin assay. Similar to the PT assay shown above, the linear slopes and values for elastic
(G') and viscous (G”) shear moduli were determined here as well and the calculated clotting time
compared to the reference device KC 1A.

Table 2 summarises the obtained values. It is clearly obvious that here is no significant difference
between the clotting times determined via Kinexus (43.7 + 3.9) s or KC 1A (44.1 & 4.3) s (Table 2,
Appendix A Figure A5).

Comparing the linear slopes and the G’ and G” at 300 s between PT and aPTT measurements
(Kinexus), these are significantly lower with aPTT assay than with PT assay (Appendix A Figure A6a—d),
indicating a slower coagulation and less firm clot stability in aPTT. Thus, as the oscillatory rheometer
and the ball coagulometer provided significantly different results for the two coagulation assays (PT
and aPTT), both devices are therefore capable to differentiate between these two coagulation methods.
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Figure 2. The activated partial thromboplastin time (aPTT) is performed as a further coagulation assay
with the oscillatory rheometer. Citrated blood was activated by Pathromtin and CaCl,. (a) The mean of
n =10 measurements with respective standard deviations are shown. The measurement was performed
at a shear stress of 0.04 Pa with 0.1 Hz and a 1° /40 mm stainless steel cone geometry; (b) Enlarged part
from diagram (a). The dashed red line at 0.02 Pa visualises the elastic shear modulus and the dotted
blue line at 0.05 Pa the viscous shear modulus of uncoagulated citrated blood with no coagulation
activator. After the addition of the activator Pathromtin and CaCl, an increase of G’ and G” was
observed. The clotting time (CT) is about 43.7 s (black solid line). The values of G’ and G” at 300 s are
smaller in comparison to the PT control measurements.

Table 2. Citrated blood activated by Pathromtin and CaCl; (n = 10). Summary of the clotting time (CT),
elastic (G') and viscous (G”) shear moduli at 300 s and linear slopes (m (G') and m (G")).

Test Kinexus Pro KC1A Kinexus Pro
CT/s CT/s G’ (Pa) at 300 s G’ (Pa) at 300 s m (G'/Pas™) m (G”/Pas™)
aPTT 437439 41+43 62x1071+£04x1071 74x102£19x102 26x102+04x1072 64x103+£14x 1073

3.4. Antagonising Heparin with Equimolar Concentrations of Protamine

During extracorporeal circulation, human whole blood is usually anticoagulated with heparin.
After weaning from ECC, protamine is used as heparin antagonist to restore the initial coagulation
state. The following experiments were performed to visualise the ability of the oscillatory rheometer
to determine the effect of protamine neutralising heparin. Therefore, citrated whole blood was
additionally anticoagulated with 1.0, 2.0 and 3.0 IU/mL heparin and simultaneously neutralised
with the equivalent amount of protamine before activation with Thromborel (Figure 3). As reference
measurements, citrated blood without heparin (orange curves) and with 1 IU/mL heparin (black
curves) were activated with Thromborel. Once a ratio of 1:1 of heparin and protamine was given,
the effect of heparin was almost completely abolished and the curves were more or less congruent
to the reference measurement of citrated blood with Thromborel. In contrast, the heparin solution
with 1 IU/mL showed a prolonged clotting time and a lower slope compared to the reversed heparin
measurements. The following table (Table 3) summarises the clotting times, linear slopes and the
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viscous and elastic shear moduli at 300 s. As before, there was no significant difference between
clotting times measured by the oscillatory rheometer and KC 1A, neither at measurements with or
without additional heparin or at the various combinations of heparin and protamine (Appendix A
Figure A7).
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Figure 3. Citrated blood was heparinised and antagonised with protamine before activation with
Thromborel. The effect of the inhibitor heparin was reversed by the equivalent amount of protamine.
Citrated blood (orange) and a heparinised (1 IU/mL) citrated blood (black) activated with Thromborel
were the reference measurements. All protamine-neutralised heparin concentrations provided results
comparable to the reference measurement of citrated blood without heparin (orange) (1 = 5).

Table 3. Citrated blood activated by Thromborel (Control) and various concentrations of heparin
neutralised with the equimolar amount of protamine were equally activated by Thromborel (1 = 5).
Summary of the clotting time (CT), elastic (G’) and viscous (G”) shear moduli at 300 s and linear slopes

(m (G’) and m (G")).
Sample Kinexus Pro KC1A Kinexus Pro
CT/s CT/s G’ (Pa)at300s G’ (Pa)at300s m (G/Pas™1) m (G"/Pas™1)
Control 237+ 1.6 214429 227 +43 20405 723x1072+£75x 1072  16.1 x 1072 +3.0 x 1072
1.0 IU/mL heparin 833+42  79.0+56 2.1 +0.05 0.7 +0.07 78x1073+£22x1073 53x1073+12x1073
L0]U/ml heparin 258409 243435 215438 19403 390x1072+40x 1072 81 x 1072 £33 x 1072
and protamine
20 1U/mL heparin 269+13  254+41 241+ 24 22404 427x102+50x1072  95x 1072 +0.7 x 102
and protamine
301U/ ML Tieparity 259413 247445 235+36 21+0.1 510 x 1072 +£32x 1072 11.0 x 1072 + 0.1 x 1072

and protamine

Furthermore, the clotting times (CTs) of the protamine antagonised heparin concentrations were
not significantly different from the control measurement without heparin, but significantly different
from the heparinised (1 IU/mL) control samples, providing evidence of the functionality of equimolar
protamine as antagonist. An exception was the CT of the ball coagulometer at a concentration 2 IU/mL
heparin/protamine that was significantly different from the mean control.

Despite the CT not being significantly different between protamine-antagonised heparin samples
and non-heparinised control, the linear slopes of these antagonised samples were significantly different
from the control (Figure A8a) indicating a slight shift towards a slower coagulation process than
without any heparin or protamine, which is not detectable in the CT. However, the slopes of elastic
and viscous shear moduli of the antagonised samples were still significantly different from the
heparinised control.

The mean of elastic and viscous shear moduli at 300 s, indicative of clot firmness, yielded
similar tendencies between samples as the CT. All heparin concentrations with their equimolar
protamine concentrations were not significantly different from the mean control without heparin
(Figure A8b). The heparinised control (1 IU/mL heparin) only showed a significantly reduced mean
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elastic shear modulus at 300 s compared the non-heparinised control and the protamine-antagonised
samples, while the viscous shear modulus was not significantly different between the samples.
The oscillatory rheometer is capable to detect the antagonising of heparin with the equimolar
concentration of protamine.

The next experimental step was the titration of various protamine concentrations to a fixed
heparin concentration, to obtain by titration the current heparin concentration in the blood sample.

3.5. Titration of Various Protamine Concentrations to a Fixed Heparin Concentration

The actual heparin concentration during surgeries is often not known and has to be determined
e.g., via back titration with protamine. The aim of this experiment was to investigate if the
oscillatory rheometer can measure the back titration of various protamine concentrations (0.5, 1.0,
1.5, 2.0 and 3.0 IU/mL) to neutralise a fixed heparin concentration (2 IU/mL). As control, citrated
blood without any heparin was activated by Thromborel (Figure 4, magenta lines). The lower
concentrations of protamine (0.5 and 1.0 IU/mL, black and red lines, respectively) were too weak to
neutralise heparin and thus the shear moduli shifted to the right indicating a delayed coagulation.
However, the other concentrations of protamine (1.5-3.0 IU/mL) showed similar shear moduli as
the non-heparinised control. Taking a closer look at the CT values provided by the oscillatory
rheometer and KC 1A, there was again no significant difference between both devices (Table 4;
Appendix A Figure A9). However, only the equimolar concentrations of heparin and protamine
resulted in comparable CT values to the control, for all other protamine concentrations, there was
a significant difference in CT values within the assay system (Kinexus Pro or KC 1A). Here, the KC
1A showed a slightly better differentiation between protamine concentrations, as only the equimolar
concentration was not significantly different from the control. The oscillatory rheometer measurements
showed non-significant CT values for the equimolar concentration (2 IU/mL) and 1.5 IU/mL heparin.
Furthermore, the linear slopes of viscous and elastic shear moduli were all significantly different
from the control measurements without heparin (Appendix A Figure Al10a), indicating similarly to
Figure A8 that there was a slight difference in coagulation between samples that was not obvious in
the CT value. A surplus of heparin led to slightly flatter linear slopes (m (G’), m (G”)) compared to the
mean control, but a shortage of protamine decreased the slopes by a far greater amount. The equimolar
heparin-protamine concentration and 2 IU/mL heparin with 1.5 IU/mL protamine provided almost
the same result as the control measurements. The elastic but not the viscous shear moduli at 300 s were
significantly different from the control without heparin (Appendix A Figure A10b).
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Figure 4. Back titration of heparin with protamine. Citrated blood was heparinised (2.0 IU/mL)
and simultaneously antagonised with various concentrations of protamine before activation with
Thromborel. Citrated blood without heparin activated by Thromborel served as control. The effect
of the inhibitor heparin was reversed by various concentrations of protamine (1.5-3.0 IU/mL). Both,
0.5 and 1.0 IU/mL protamine were too weak to reverse the effect of heparin. The lowest protamine
concentration of 0.5 IU/mL has a strongly delayed clotting time (CT), a flatter slope and a lower elastic

and viscous shear moduli compared to the other measurements.
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If there is a surplus of protamine, the clotting time is prolonged, the linear slopes and the viscous
and elastic shear moduli were lower as in the control measurement. These first experiments indicate that
the measurement of the current heparin level by the titration method with protamine can be determined
with rheological methods that would normally be performed in clinical practice with the Haemostasis
Management system (HMS), but further studies are necessary to confirm these promising results.

Table 4. Summary of the clotting time (CT), elastic (G’) and viscous (G”) shear moduli at 300 s and
linear slopes (m (G’) and m (G”)). Citrated blood was heparinised (2.0 IU/mL) and antagonised
with various concentrations of protamine (0.5-3.0 IU/mL) before activation with Thromborel (1 = 3).
Citrated blood without heparin activated by Thromborel served as control.

Sample Kinexus Pro KC1A Kinexus Pro
CT/s CT/s (KC 1A) G’ (Pa) G” (Pa) m (G'/Pas™1) m (G"/Pas™)
Control 285+ 14 272419 18.4 + 4.1 18404 5545 x 1072 +£6.5x 1073 820 x 1073 £ 1.6 x 1073

2 1U/mL heparin with:

05IU/mL 44054 68 101.4 £ 10.5 03+02 11x107'1+£69x1071 1100x1073+21x1075 75x103+35x 1075

protamine

LOIU/mL gy 44 642475 23.1+39 23409 935x103£06x 107> 216 x103£1.0x 1073

prolamme

1.51U/mL y =3 -3 =3 =
. 371+18 399 +19 31.3+37 24+04 490.0 x 1073 + 0.6 x 10 106.0 x 1073 £ 3.1 x 1073

protamine

20IU/mL 55, 16 B1+£17  329+46 24402 505.0 x 103 £42 x 10-3 1160 x 10-3 + 2.4 x 10-3

protamine

30IU/mL 404455 27421 268 +4.1 23405 3172x 103 £48x 102  60.0x 103 +14 x 1073

protamine

4. Discussion

In this study, an oscillatory rheometer was used to evaluate blood coagulation status in
dependence of different coagulation activators and inhibitors. We are the first to investigate the
applicability of the rheological measurements to the currently used coagulation parameters for intrinsic
(activated partial thromboplastin time, aPTT), extrinsic (prothrombin time, PT) coagulation, heparin
status and back titration of heparin with protamine. To our knowledge this has not been done as
extensively as in our work. The rheometer could differentiate between extrinsic (PT) and intrinsic
coagulation (aPTT) in a similar fashion as the reference system KC 1A. Here, the rheometer provided
clotting times comparable to those measured with the ball coagulometer (KC 1A). As additional feature,
the oscillatory rheometer provided linear slopes of elastic and viscous components that describe the
kinetics of the coagulation process as the change of both shear moduli over time. The elastic and
viscous shear moduli at a certain time point give information about the portion of each components in
the fluid. In this work, we used the shear moduli at 300 s after addition of the coagulation activator
Thromborel, which gave an indication of the firmness of the resulting blood clot. The clotting time of
the oscillatory rheometer is comparable to the systems detecting the plasmatic coagulation (here ball
coagulometer KC 1A). Furthermore, the change of shear moduli over time (linear slopes) and the shear
moduli at a certain time point might be comparable to viscoelastic monitoring devices such as free
oscillation rheology (FOR) [24] or the Rotational Thromboelastometry (ROTEM).

Apart from simply differentiating between extrinsic and intrinsic coagulation, the oscillatory
rheometer was able to differentiate between various heparin concentrations added to the blood samples.
Overall, human whole blood in combination with coagulation activator or inhibitor has larger deviations
(Kinexus Pro, coefficient of variation for e.g., citrated blood with Thromborel; vi31,(G’) = 7.11%) than
calibration fluids (Kinexus Pro, coefficient of variation for e.g., xanthan 0.2%; v111,(G’) = 2.1%), which is
due to the biological variation even with the same donor (day-to day variability).

During extracorporeal circulation, the contact of blood to the large foreign surface requires a
relatively strong systemic anticoagulation. Therefore, the present heparin concentration should be
monitored to timely react with the addition of further heparin if necessary. The results of the heparin
and protamine titration showed that with the dynamic measurements of the oscillatory rheometer were
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more sensitive than those of the ball coagulometer. For instance, the oscillatory rheometer identified
all heparin/protamine concentrations as significantly different except the equimolar concentration
when measuring clotting times (see Figure A9). In contrast to that, the ball coagulometer could not
differentiate between equimolar heparin/protamine and 2.0 IU/mL heparin with 1.5 [lU/mL protamine.
The oscillatory rheometer (see Figure Al0a,b) provided significantly different results (e.g., 2.0 IU/mL
heparin/1.5 IU/mL protamine) for the linear slopes (clot formation) and the elastic shear modulus at
the end of the measurement (maximum clot firmness). This example shows that further parameters
can facillate the interpretation of medical parameters in clinical practice. Further, it might be possible
to detect clinical conditions that do not influence the clotting time (e.g., a slight thrombocytopenia),
but have an influence on the clot formation and the clot firmness.

So the rheometer was capable to detect the back titration of heparin with protamine which is
normally performed with the Haemostasis Management system (HMS). That device determines the
level of heparin in the blood, based on a titration with the heparin antagonist protamine. According
to Nolde, the equimolar concentrations of heparin and protamine provided the lowest clotting
time [25]. A deficit and also a surplus of protamine lead to prolonged clotting time. This is due to the
surplus of protamine exhibiting an anticoagulant activity itself by inhibiting factor V activation [26].
This phenomenon could be also observed within the oscillatory rheometer measurements, a surplus of
protamine, led to a prolonged clotting time, the linear slopes and the viscous and elastic shear moduli
were lower than in the control measurement.

Currently, there are standardly used clotting measurements devices on the market (e.g., the simple
KC 1A or sophisticated ROTEM) and also newer devices in their research phase. One example of a novel
clotting measurement was reported by Gongting et al. [27]. The resonant acoustic spectroscopy with
optical vibrometry (RASOV) measures the clot elastic modulus (CEM in kPa) via acoustic spectroscopy.
A magnetic force produces a vibration to the sample surface and the result is a specific resonant
frequency. Their study showed that the system is sensitive to various fibrinogen contents and is
capable to assess different CEM of purified clots formed with varying amounts of fibrinogen and
thrombin. On the one hand, the RASOV has the potential to analyse the clot structure, composition
and its functional mechanical properties, but on the other hand it is not able to measure coagulation
dynamics like the oscillatory rheometer in this study [27].

Despite several attempts to establish free oscillation rheometry, the Rotational thromboelastometry
(ROTEM) remains the gold standard for sophisticated haemostasis monitoring [28]. It is a medical
device that is currently used in clinical practice [29-31]. The ROTEM uses a fixed cuvette (Cup)
with a cylindrical pin that is immersed into the cup filled with whole blood (gap of 1 mm). The
movement of the rotating pin is restricted once the blood starts clotting. This is detected by a spring
affixed to the pin. The kinetic change is detected optically by an integrated computer (TEMogram).
Using several cuvettes at a time with different reagents, it is able to measure the interactions of
coagulation factors, inhibitors and cellular components during the phases of clotting and subsequent
lysis over time [30,32-34]. Compared to the ROTEM, Kinexus Pro provided also information on the
coagulation process over time in dependence of the chosen coagulation assay and of various inhibitor
concentrations. Furthermore, the rheometer is also capable to provide the clotting time (CT) and the
clot firmness at a certain time point. In contrast to the oscillatory rheometer, ROTEM just measures the
elasticity of the blood sample, but does not provide information on the shear moduli. Kinexus Pro
can measure the change of viscous and elastic shear moduli over time, which might have a potential
advantage to analyse the portion of each components in the fluid. Currently, the oscillatory rheometer
is still only a research instrument and cannot be used during ECC, due to the need of manual cleaning
after each measurement. Nonetheless, the first results of the oscillatory rheometer are promising as the
changes can be monitored over time, thus the system might be used in medical research laboratories
and maybe for routine measurements. Sophisticated blood analysis, e.g., the dissolution of a blood clot
((hyper) fibrinolysis), have to be analysed by ROTEM [30].

118



Appl. Sci. 2018, 8, 84 12 of 19

However, the ROTEM is expensive and sensitive to shock. Moreover, it is complicated to operate
(many manual pipetting steps and special expertise for the interpretation of the results) and extremely
shock sensitive. Thus, a low vibration working place is required and the device cannot be used at the
patients’s bedside. Furthermore, the ROTEM needs a relatively long time (up to 40 min, fibrinolysis) to
obtain all information compared to the easy coagulation (e.g., ball coagulometer) devices [35].

This might be an advantage of the oscillatory rheometer, as the measurements are faster than
with ROTEM but provide more information on coagulation status than ball coagulometer and nearly
the information of ROTEM. Nevertheless, future hardware improvements are necessary, including a
miniaturisation of the system, due to the lack of space in clinical practice and the option of fast and
repeated measurements. A possible solution would be the substitution of the measuring chamber
with a disposable chamber functioning as a cuvette. If a disposable chamber cannot be realised,
a microfluidic system with connectors from the ECC to the measuring chamber might be another
solution. The latter system requires refined microchannels that do not activate blood components by
shear force due to turbulences or edges. Otherwise, a thrombus can be generated in the blood sample
and provide falsified data of the current haemostasis status.

Additionally, a cleaning and waste reservoir should be integrated into the microfluidic system
and pipetting steps minimised by automatisation.

5. Conclusions

In summary, the results of our study indicate that blood coagulation can be measured with the
oscillatory rheometer. The use of different activators and various inhibitor concentrations provided
a proof-of concept that reliable haemostasis monitoring is possible and comparable to devices used
in routine diagnosis. There are currently further studies needed to provide additional evidence
of the suitability of the oscillatory rheometer to detect blood coagulation optimisation steps (e.g.,
miniaturisation, automatisation and fluidic system) in order to create a convenient device to meet our
ultimate goal, a haemostasis system near the patient (point-of-care) that performs fast and complex
analyses with low or no sample preparation.
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Figure Al. Repeatability measurements of citrated blood with additional heparin activated by
Thromborel. Mean elastic and viscous shear moduli of citrated and heparinised (a) 0.5 [U/mL,
(c) 0.8 IU/mL) blood activated with Thromborel (1 = 10 £ SD) are shown over time. The measurement
was performed at a shear stress of 0.04 Pa with 1 Hz and a 1°/40 mm stainless steel cone geometry;
(b,d) Enlarged parts from diagrams (a,c), respectively. The dashed red line at 0.02 Pa visualises the
elastic shear modulus and the dotted blue line at 0.05 Pa the viscous shear modulus of uncoagulated
citrated blood with no coagulation activator. After the addition of the activator Thromborel the increase
of G’ and G” was smaller than without heparin. The inhibitor heparin prolonged the clotting time (CT,
black solid line) in comparison to the reference measurement.
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Figure A2. Repeatability measurements of citrated blood with additional heparin activated by
Thromborel. Mean elastic and viscous shear moduli of citrated and heparinised (a) 1.0 IU/mL
(n=10 £SD), (c) 1.5 IU/mL (n = 4 &+ SD) blood activated with Thromborel are shown over time.
The measurement was performed at a shear stress of 0.04 Pa with 1 Hz and a 1°/40 mm stainless
steel cone geometry; (b,d) Enlarged parts from diagrams (a,c), respectively. The dashed red line at
0.02 Pa visualises the elastic shear modulus and the dotted blue line at 0.05 Pa the viscous shear
modulus of uncoagulated citrated blood with no coagulation activator. After the addition of the
activator Thromborel the increase of G’ and G” was smaller than without heparin. In comparison to
0.5, 0.8 IU/mL heparin and the reference measurement, the clotting time (CT, black solid line) was
further prolonged by 1.0 IU/mL (72.3 s) and 1.5 IU/mL heparin (131.5 s).
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Figure A3. Clotting time (CT) of citrated blood with various heparin concentrations activated with
Thromborel measured with Kinexus Pro (grey) or KC 1A (white). The asterics above the bars indicate
that this particular bar is significantly different from all others. Apart from the higher heparin
concentration (1.5 TU/mL; * p < 0.05) there was no significant difference between CT measured with
both devices. The addition of heparin led to significant increases in CT values (*** p < 0.001) for each

concentration and in both devices.
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Figure A4. Analysis of linear slopes of elastic (a) and viscous (b) shear moduli and the elastic (c) and
viscous (d) shear moduli at 300 s in Kinexus Pro measurement of citrated blood with additional
heparin activated with Thromborel. The linear slopes of the elastic shear moduli (a) were significantly
different from each other except 1.0 and 1.5 IU/mL heparin and those of viscous shear moduli (b) were
significantly different from each other except the control without heparin and the lowest conentration
of 0.5 IU/mL. The asterics above the bars indicate that this particular bar is significantly different from
all others. The shear moduli at 300 s (¢,d) were indicative of clot firmness. For both elastic (¢) and
viscous (d) shear moduli, there was a sharp significant decrease obsesrved for 1.0 and 1.5 IlU/mL
heparin. The two higher concentrations were not significantly different any longer, which hints towards
a “yes-no” answer in clot firmness. * p < 0.05, ** p < 0.001, ns-non significant.
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Figure A5. Comparison between PT and aPTT, respectively, measured with Kinexus Pro and KC 1A
(n =10). The asterics above the bars indicate that this particular bar is significantly different from all
others. The clotting times (CT) determined with either Kinexus or the ball coagulometer were not
significantly different within one assay but significantly longer for aPTT measurements in both devices.
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Figure A6. Comparison between extrinsic and intrinsic assays determined with the oscillatory
rheometer (1 = 10). The asterics above the bars indicate that this particular bar is significantly different
from all others. The linear slopes of elastic (a) and viscous (b) shear moduli of PT were significantly
steeper than for aPTT. Similarly, the clot firmess, described by (c) the elastic and (d) the viscous shear
moduli at 300 s were significantly stronger, i.e., higher, for PT than for aPTT measuremets. *** p < 0.001.
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Figure A7. Clotting times (CT) of citrated blood with various heparin and the equimolar protamine
concentrations activated with Thromborel (n = 5). The asterics above the bars indicate that this
particular bar is significantly different from all others. Comparing CTs measured with KC 1A and
Kinexus Pro, there was no significant difference observed, i.e., the systems provided comparable results
with the three heparin-protamine combinations. * p < 0.05, *** p < 0.001.
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Figure A8. The oscillatory rheometer measurements of heparin-antagonising with protamine in citrated
blood activated with Thromborel (1 = 5). The asterics above the bars indicate that this particular bar is
significantly different from all others. (a) The mean linear slopes of elastic (G’) and viscous (G”) shear
moduli (£SD) of citrated blood with heparin and protamine are still significantly less steep than the
control sample without heparin, but much steeper than the heparinised sample without protamine;
(b) The means of elastic (G) and viscous (G”) shear moduli at 300 s (+SD) of the protamine-antagonised
heparin samples are not significantly different from the non-heparinised control, indicating a similar
clot firmness in those samples. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ns-non significant.
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Figure A9. Clotting times of the back titration of heparin (2 IU/mL) with protamine (0.5-3.0 IU/mL)
(n = 3). The effect of the inhibitor heparin was reversed by various concentrations of protamine.
The control measurement was citrated blood with Thromborel. The asterics above the bars indicate
that this particular bar is significantly different from all others. Both devices provided similar clotting
times and were thus comparable. The lowest protamine concentration of 0.5 IU/mL had a strongly
delayed clotting time (CT). The mean CT of the equimolar concentration of protamine/heparin with
2 IU/mL was not significantly different from the clotting time of the control measurement. For Kinexus,
the lower concentration of 1.5 IU/mL was also not significantly different from the control. ** p <0.01,
ey <0.001.
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Figure A10. Back titration of heparin with protamine determined by the oscillatory rheometer (1 = 3).
The asterics above the bars indicate that this particular bar is significantly different from all others.
Citrated blood was heparinised (2.0 IU/mL) and antagonised with various protamine concentrations
before activation with Thromborel. Non-heparinised citrated blood activated by Thromborel served as
control. (a) The mean linear slopes of elastic and viscous shear moduli (=SD) were all significantly
different from the non-heparinsed control; (b) The elastic shear moduli were significantly different,
whereas the visocus shear moduli were not significantly different from the mean control. * p < 0.05,
*** p < 0.001.
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Abstract: During open-heart surgery, the status of hemostasis has to be constantly monitored to
quickly and reliably detect bleeding or coagulation disorders. In this study, a novel optimized
piezo-based measuring system (PIEZ) for rheological monitoring of hemostasis was established.
The applicability of the PIEZ for the evaluation of nucleic acid-based drugs influencing coagulation
was analyzed. Thrombin aptamers such as NU172 might be used during extracorporeal circulation
(ECC) in combination with a reduced heparin concentration or for patients with heparin-induced
thrombocytopenia (HIT). Therefore, the effect of the coagulation inhibiting thrombin aptamer NU172
and the abrogation by its complementary antidote sequence (AD) were investigated by this rheological
PIEZ system. After the addition of different NU172 concentrations, the coagulation of fresh human
blood was analyzed under static conditions and using an in vitro rotation model under dynamic
conditions (simulating ECC). The clotting times (CTs) detected by PIEZ were compared to those
obtained with a medical reference device, a ball coagulometer. Additionally, after the circulation of
blood samples for 30 min at 37 °C, blood cell numbers, thrombin markers (thrombin-antithrombin III
(TAT) and fibrinopeptide A (FPA)) and a platelet activation marker (f-thromboglobulin (3-TG)) were
analyzed by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs). The increase of NU172 concentration
resulted in prolonged CTs, which were comparable between the reference ball coagulometer and the
PIEZ, demonstrating the reliability of the new measuring system. Moreover, by looking at the slope
of the linear regression of the viscous and elastic components, PIEZ also could provide information
on the kinetics of the coagulation reaction. The shear viscosity at the end of the measurements
(after 300 s) was indicative of clot firmness. Furthermore, the PIEZ was able to detect the abrogation
of coagulation inhibition after the equimolar addition of NU172 aptamer’s AD. The obtained results
showed that the established PIEZ is capable to dynamically measure the hemostasis status in whole
blood and can be applied to analyze nucleic acid-based drugs influencing the coagulation.

Keywords: rheometry; blood coagulation; hemorheology; viscoelastic; piezo; point-of-care; PIEZ
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1. Introduction

Worldwide, about one million heart surgeries are performed annually, which require extracorporeal
circulation (ECC) using the heart-lung machine [1]. The ECC includes various methods, such as dialysis,
extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) for respiratory support, extracorporeal life support
(ECLS), and ventricular assist devices (VAD) for cardiac support [2—4]. During ECC, the contact
of blood with foreign surfaces can lead to life-threatening activation of coagulation. Therefore,
anticoagulants, such as heparin, are used to prevent coagulation activation. Heparin binds to the
enzyme inhibitor antithrombin III (AT) and leads to its activation due to conformational change.
The activated AT interacts with the exosite II of thrombin and results in the inactivation of thrombin [5].
However, some patients develop hypersensitivity reactions against heparin, such as ‘heparin-induced
thrombocytopenia’ (HIT), which leads to a decrease in the platelet counts (thrombocytopenia) [6].
Thus, research is performed to develop new drugs as anticoagulants. The DNA aptamer NU172 is
selected against thrombin and specifically binds to the anionic binding site exosite I of thrombin, which
has two exosites, exosite I and II. As a result, fibrinogen cannot be transformed into fibrin and the
coagulation process is inhibited [5,7]. Thus, coagulation inhibiting aptamers, such as thrombin binding
aptamer NU172, represent a promising alternative to the use of heparin in HIT patients during ECC.

Aptamers can fold into 3D structures and bind their targets with a high affinity and specificity [8].
They can be used as theranostics and the modifications at defined positions enable the fine-tuning of
their stability and bioavailability [9]. A further great advantage of aptamers is their antagonizability by
the use of complementary oligonucleotides, so-called antidotes (ADs). The drug-induced side effects
can be significantly reduced by the use of antagonizable drugs and the blocking of their therapeutic
effect after treatment. The three-dimensional (3D) structure of the aptamer can be changed by the
addition of an AD, which hybridizes to the aptamer and abrogates the binding of the aptamer to its
target [10-12]. Thereby, the effect of aptamer-based drugs can be abolished.

ECC can last several hours, thus the continuous monitoring of the coagulation status during and
after the ECC is important to prevent bleeding or thrombosis-related complications [13]. Thrombin
converts fibrinogen into insoluble fibrin [14], which is then cross-linked with activated platelets,
resulting in the generation of a platelet-fibrin network. This leads to an increase in viscous and elastic
components of the blood viscosity [15]. Thus, the viscoelastic properties of blood can be detected to
monitor the coagulation status in real-time [16].

Pechold and co-workers developed a piezo-based device, called piezoelectric axial vibrator
(PAV) [17,18]. Using this device, the linear viscoelasticity of soft material fluids, such as blood, and low
viscous polymeric solutions can be characterized at higher frequencies (1 to 1000 Hz) compared to
currently used rheometers. PAV is able to measure blood coagulation in a physical reliable range with
low measuring gaps such as 10 um, where only a monolayer of blood cells can be formed.

Currently, modern intensive care does not provide a comprehensive point-of-care (POC) solution
for the detection of coagulation status and blood clotting problems. So far, a single medical device,
which allows fast and reliable detection of the hemostasis status (coagulation, fibrinolysis, and platelet
function) is lacking. The promising results of our recent studies with PAV [19] and oscillatory
rheometer [20] indicate that the above mentioned clinical challenges of hemostasis monitoring could
be solved by rheology.

Since the oscillation theometer is too large and too expensive for the clinical routine and additionally
susceptible to mechanical shock, in this study, an optimized piezo-based system (PIEZ) was developed
based on PAV. By doubling the diameter of the measuring chamber and reducing the stiffness of the
whole system, the optimized PIEZ is able to measure multiple layers of blood cells with a 50 pm
gap. Furthermore, this gap height provides more space for the formation of a 3D clot. In contrast to
Kirschenmann’s work [17,21], in this study, piezo tubes were used instead of glued piezos on a copper
square tube and a heater was integrated. Using the new system, the viscoelastic properties of blood
can be determined rheometrically and used to monitor hemostasis.
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In this study, we examined the reliability and applicability of the PIEZ system for the evaluation
of nucleic acid-based drugs influencing the coagulation, such as the thrombin aptamer (NU172).
Therefore, the coagulation of blood samples was tested under static and dynamic conditions after
the addition of NU172 by using PIEZ and a medical reference device (ball coagulometer (KC1A)) in
comparison. Furthermore, the inhibition of thrombin aptamer by its AD was analyzed. In addition to
the clotting time (CT), further rheological parameters such as the linear slopes (m) of the viscous and
elastic components and the viscosity at a certain predefined time point were determined in order to
obtain additional information about the coagulation process and clot firmness. During the coagulation,
shear viscosity increases over time, and the linear slopes (m) of viscous and elastic components describe
the increase of clot formation. The clot firmness, which is dependent on blood fibrinogen level, fibrin
cross-linking, and platelet numbers can be obtained by a detected viscosity value at a certain time
point. Finally, an in vitro rotation model was used to validate rheologically determined coagulation
status. Blood counts were measured, and the thrombin markers (thrombin-antithrombin III (TAT)
complex and fibrinopeptide A (FPA)) and the platelet activation marker (3-thromboglobulin (3-TG))
were quantified by enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) after the incubation of blood with
diverse aptamer-combinations.

2. Materials and Methods

2.1. Ethics Statement

The Ethics Committee of the University of Tuebingen approved the blood sampling procedures,
and all subjects gave written informed consent (project approval number: 270/2010BO1).

2.2. Oligonucleotides

The incubation of blood was performed with the thrombin binding aptamer (NU172) and its
complementary single-stranded (ss) DNA (AD) (Table 1). Furthermore, a nonsense aptamer (NS) and
a nonsense antidote (NS_AD) were used as negative controls [7]. All oligonucleotides were ordered
HPLC-purified from Ella Biotech GmbH (Martinsried, Germany).

Table 1. List of used oligonucleotides.

Name Length (Nucleotides) Sequence of Oligonucleotides 5" — 3’
NU172 26 CGCCTAGGTTGGGTAGGGTGGTGGCG
NS ! 26 CATCAGTTACATGCACTATCAGTACT

AD? 26 CGCCACCACCCTACCCAACCTAGGCG
NS_AD 26 AGTACTGATAGTGCATGTAACTGATG

1'NS: nonsense; 2 AD: antidote.

2.3. Blood Collection

Human whole blood was drawn by venipuncture into 3 mL blood collection tubes containing
1 U/mL sodium-heparin (Ratiopharm Merckle GmbH, Germany) or 0.106 mol/L trisodium citrate
(S Monovette 3 mL 9INC, Sarstedt AG, Niimbrecht, Germany), which prevents the coagulation by
reversible binding to calcium ions.

For all donors (age: 25 to 45 years, male or female), the following exclusion criteria were imperative:
Smoking, pregnancy, and taking drugs (particularly drugs affecting the hemostasis, such as aspirin, oral
contraceptives, and nonsteroidal anti-inflammatory drugs). The experiments with the in vitro rotation
model were performed with heparinized blood of five different volunteers. The other experiments
were repeated using the blood of the same volunteer.
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2.4. Incubation of Blood with Oligonucleotides

To monitor the effect of NU172 on coagulation, citrated or heparinized blood was incubated for
2 min with 0.5, 1.0, 1.5, or 2.0 uM NU172. Then, 1.0 uM AD was added to the blood samples containing
NU172. The rheological characteristics of blood and the CT were investigated using the PIEZ system.
Furthermore, to validate the results, the CT was additionally measured using a ball coagulometer as
a reference device. As controls, blood samples were also analyzed after the addition of 100 pL 0.9%
NaCl without oligonucleotides and after the addition of 100 pL 0.9% NaCl containing 1.0 uM NS_AD,
NS, or AD.

2.5. Initiation of Coagulation Activation

2.5.1. In Citrated Blood

The coagulation activators pathromtin SL and CaCl, from the activated partial thromboplastin
time (aPTT) assay (Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg, Germany) were used to
activate the coagulation in citrated blood. Therefore, 100 puL pathromtin SL was added to 100 uL citrated
blood with and without oligonucleotides and incubated for 2 min at 37 °C. Afterwards, 100 uL CaCl,
(c = 0.025 mol/L) was added to initiate the coagulation. The samples (300 ul) were then simultaneously
applied onto the measuring surface of PIEZ or into the cuvette of the ball coagulometer to measure the
blood coagulation.

2.5.2. In Heparinized Blood

To initiate the coagulation in heparinized blood, 100 uL heparinized blood with and without
oligonucleotides was incubated with the coagulation activators of the Heptest (Heptest Laboratories,
Inc, St. Louis, USA). Therefore, 100 puL plasma cephalin was added and incubated for 2 min, and then
100 pL factor X, containing CaCl, was added. A total volume of 300 uL was transferred into the
cuvette of the ball coagulometer or onto the measuring surface of the PIEZ.

2.6. Detection of Coagulation

2.6.1. Optimized Piezo-Based Measuring Method (PIEZ)

To detect the viscoelastic properties of the blood and the CT, the optimized PIEZ system was
designed and applied (Figure 1). The lid of the system is fixed to the bottom plate to hermetically
close the piezo system. The PIEZ system is connected to a computer and a lock-in amplifier sends
the frequency, voltage, and a sinusoidal excitation to the excitation piezo. The bottom plate is moved
by the excitation piezo, and a periodical squeeze flow of the sample is created within the measuring
chamber. The deformation of the blood sample is measured by the detection of the complex voltage
(U*) at the detection piezo and the phase shift between the excitation and detection piezo. Before
starting the measurement, a reference reading was performed with an empty device to obtain Up*.
The system can only differentiate between unloaded and loaded sample measurement if the ratio
|[U*/Ugy* is smaller than 1.

The complex shear modulus (G*) is determined by calculating the [U*/Uy*|ratio. G* consists of
a real part, the elastic/storage modulus (G’), and an imaginary part, the viscous/loss modulus (G”).
The complex shear viscosity (n*) can be calculated from the shear modulus and consists of a viscous
(', real part) and an elastic (n”, imaginary part) component. Kirschenmann described the equation
of motion of the piezo system in a point-mechanical approximation using a mass-spring system [17].
This approximation allows the correlation between the |[U*/Uy* and the complex squeeze stiffness (K*).
A continuum mechanical calculation is used to obtain a correlation between the K* and n*. Using these
calculations, the correlation between the [U*/Uy* and n* can be obtained [19-21].
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Figure 1. (a) Schematic drawing of the optimized PIEZ system (modified after Kirschenmann) [17].
The system consists of a bottom plate and a lid, which hermetically closes the system. The bottom
plate is moved by an excitation piezo (inner tube), and the sample is squeezed. The damping of the
sample depends on the viscosity of the sample and can be detected by the detection piezo (outer tube).
A steel foil creates the measuring gap between the bottom plate and lid. (b) Picture of the PIEZ with an
integrated heater (indicated by arrows).

In the case of linear viscoelasticity, K* can be calculated according to Equation (1).

paw?d?
1 3nR4(1+W+'") .
G 2B K* @)

In Equation (1), R denotes the radius of the plate and d is the gap width of the measuring chamber,

242
K* is the complex squeeze stiffness, (1 + % s ) is the inertia term, and G* is the complex shear

modulus. In this equation, the dependence of G* on geometry (R and d) is visible [17].

The doubling of the radius leads to an approximately 16-fold change in K*. Thus, the increase of
the radius allowed the measurement of the blood samples with a measuring gap of 50 um. The CT, m,
and viscous and elastic components of the complex viscosity of the blood samples were determined at
300 s. The measurements were performed with 300 pL blood sample at 37 °C and at a frequency of
100 Hz. Citrated blood samples were activated by adding the coagulation activators pathromtin and
CaCly. Heparinized blood was activated by adding plasma cephalin and factor X,. The PIEZ system
was calibrated prior to measurements using calibration fluids as previously described [19].

2.6.2. Ball Coagulometer

As a reference device, the coagulation was simultaneously determined in 300 pL blood samples
using a ball coagulometer (KC 1A, ABW Medizin und Technik GmbH, Germany). Prior to the
measurement, the blood sample was filled in a cuvette containing a stainless steel ball and incubated
for 2 min at 37 °C. In this coagulometer, a stainless steel ball is kept within a magnetic field. To initiate
the coagulation process, citrated blood samples were activated by adding the coagulation activators
pathromtin and CaCl,. Heparinized blood samples were activated by adding plasma cephalin and
factor X,. The generation of fibrin threads leads to the displacement of the ball from the magnetic
field. The change of position is then detected by a magnetic sensor and thereby, the CT in seconds is
determined [22,23].

2.7. Simulation of ECC Using an in Vitro Rotation Model

To simulate ECC conditions, the aptamer incubation was performed with fresh human whole blood
anticoagulated with 1 IU/mL heparin in a dynamic in vitro rotation model. Therefore, polypropylene
round-bottom tubes (14 mL, BD Biosciences, New Jersey, USA) were filled with 13 mL blood without
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oligonucleotides (baseline) or with 1300 1L 0.9% NaCl as control, 1.0 utM NU172, AD, or NS. Additionally,
1.0 uM NU172 was added into heparinized blood and incubated for 2 min. Afterwards, 1.0 utM AD
was added to the aptamer containing blood and incubated for 5 min to abrogate the inhibitory effect of
the aptamer. The prepared tubes were transferred to a tube rotator (neoLab, Heidelberg, Germany)
and incubated at 37 °C for 30 min and 10 rpm. Immediately after the addition of oligonucleotides
(0 min) and after 30 min of dynamic incubation, blood samples were collected in tubes containing
ethylenediaminetetraacetic acid (1.6 mg mL~!, EDTA, Sarstedt, Niimbrecht, Germany) for the detection
of cell numbers and FPA. To detect thrombin-antithrombin III (TAT) complex, tubes containing 0.3 mL
of citrate solution/3 mL blood and 0.106 M CsH5Na3zO7 x 2H,O (Sartstedt, Niimbrecht, Germany) were
used. For 3-TG analysis, blood was transferred to 2.7 mL CTAD tubes with 270 pL of 0.109 M CTAD
solution containing buffered sodium citrate, theophylline, adenosine, and dipyridamole (BD Vacutainer
CTAD, Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Germany) and stored for 15 min on ice. The EDTA and
CTAD preparations were centrifuged at 2500 X g for 20 min at 4 °C, and the citrated blood preparations
were centrifuged at 1800 x g for 18 min at RT. The blood plasma of each sample was shock frozen in
liquid nitrogen and stored at —80 °C until further investigations. To determine the CT, the coagulation
of the blood samples was initiated with plasma cephalin and factor X,, and the blood samples were
manually loaded into the PIEZ and the ball coagulometer.

2.8. Blood Cell Count Analysis

The number of erythrocytes, leukocytes, and platelets in blood samples was measured using an
automated cell count system (ABX Micros 60, HORIBA ABX SAS, Montpellier, France) before and after
the incubation in rotation model.

2.9. Detection of FPA, TAT, and B-TG

During coagulation, the conversion of prothrombin to thrombin is a key event in the formation of
a fibrin clot. The most important coagulation inhibitor is AT neutralizing thrombin by forming a TAT
complex. As a result, thrombin irreversibly loses its enzymatic activity. Thus, the TAT concentration in
plasma is an indirect marker for the detection of coagulation activation. Another indirect thrombin
marker is FPA, which is released whenever thrombin converts fibrinogen into fibrin. Both plasma
concentrations serve as indirect markers for the detection of coagulation activation. The platelet marker
B-TG is released from «-granules and provides information about the platelet activation [22-24].

The level of TAT complexes was determined according to the manufacturer’s instructions using
Enzygnost TAT micro enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, Siemens Healthcare Diagnostics
Products, Marburg Germany). Furthermore, the amount of 3-TG (Asserachrom (3-TG, Diagnostica
Stago, Asnieres sur Seine Cedex, France) and FPA (MyBioSource, Inc. San Diego, USA) were determined
in the plasma samples.

2.10. Statistical Analyses

Data are presented as means + standard deviation (SD). Normally distributed data were analyzed
using two-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison test to determine differences between
more than two groups. T-test was performed to compare two groups. Statistical significant differences
were defined as p < 0.05. The calculations of the mean, SD, and m by regression analysis were
performed using Microsoft Excel 2013. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism
Version 6 (GraphPad Software, La Jolla, San Diego, CA, USA). Diagrams of rheological measurements
over time were drawn using Origin Pro 8 (Origin Lab Corporation, Northhampton, USA).
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3. Results
3.1. Detection of the Coagulation Inhibition in Citrated Blood

3.1.1. Inhibition of Coagulation in Fresh Human Whole Blood by Addition of NU172 Aptamer

To determine the required concentration for the inhibition of coagulation, 0.5, 1.0, 1.5, or 2.0 uM
NU172 were added to the citrated blood. Subsequently, the coagulation activation was initiated by
the addition of the activators pathromtin and CaCl, from the aPTT assay and the change of n” and n”
components was detected using PIEZ (Figure 2).
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Figure 2. Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ after the addition of 0.5, 1.0, 1.5,
or 2.0 uM NU172. Mean viscous (n’) and elastic (n”) components of blood are shown after the addition
of (a) NaCl (control), 0.5 uM, 1.0 uM, 1.5 uM, or 2.0 uM NU172. The measurements were performed at
100 Hz and 37 °C (n = 10 + SD). (b) Enlarged parts of diagrams for the calculation of CT. The horizontal
dotted blue line at 0.002 Pa-s visualizes the 1" and the dashed red line at 0.0008 Pa-s visualizes the n” of
unactivated citrated blood.
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After the activation of coagulation, an increase of viscous (") and elastic (n”) components was
detected in NaCl containing citrated blood (Figure 2). The linear slopes (m) of theny” and n” components
at the beginning of the measurement describe the change of the shear viscosity over time and provide
information about the dynamics of the coagulation process. Since the CT is an important parameter
for the monitoring of blood coagulation and mostly determined by the clinically applied systems,
the CT was graphically determined as the intersection between the 1" and n” of citrated blood without
coagulation activation and the m of the " and n” of citrated blood after the activation of coagulation.
The addition of increasing concentrations of NU172 (0.5, 1.0, 1.5, or 2.0 uM) to citrated blood prolonged
the CT, changed the m of the n” and n” and alson” and n’ values at the end of the measurement (300 s).
Increasing of the aptamer concentrations prolonged the CT from 51.8 s (NaCl) to 62.2s (0.5 uM), 78.7 s
(1.0 uM), 215 s (1.5 uM), and 249.1 s (2.0 uM). However, the increase of the CT was only significantly
higher when 1.0, 1.5, or 2.0 uM NU172 aptamer was added (Figure 3). The incubation of blood with
1.0 uM AD, NS_AD, or NS did not have an effect on the inhibition of thrombin (Figure S1, Table S1).
For each oligonucleotide, a CT of approximately 52 s was measured, which is similar to the CT after the
addition of NaCl into the blood. Thereby, the aptamer sequence-specific inhibition of coagulation was
demonstrated. Furthermore, the CTs observed by PIEZ were comparable to the detected CTs using a
ball coagulometer (Figure 3, Table S1).

ek

—

Jeicke CJ KC1A
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Figure 3. Detection of clotting time (CT) of citrated blood using PIEZ and ball coagulometer (KC 1A)
after the addition of 0.5, 1.0, 1.5, or 2.0 uM NU172. Additionally, the CT of blood samples containing
NaClI, 1,0 uM AD, NS_AD, or NS were measured. (n = 10 + SD). The statistical analysis was
performed using two-way ANOVA. (*** p < 0.001). The CTs measured by KC 1A and PIEZ were not
significantly different.

3.1.2. Abrogation of NU172 Binding to Thrombin by Addition of AD

To analyze the inhibition of NU172 by specific AD, 1.0 uM AD was added to citrated blood without
or with 1.0 or 2.0 uM NU172. Furthermore, 1.0 uM NS_AD was added to the blood sample containing
1.0 uM NU172 to show the specific binding of AD. As a positive control, the coagulation of citrated
blood with 1.0 or 2.0 uM NU172 was also measured using PIEZ and ball coagulometer (Figure 4,
Table S2, Figure S2). The addition of equivalent AD concentration (1.0 uM AD to 1.0 uM NU172
containing blood) led to the reduction of CT from 159 s to 63.8 s, which was comparable to the levels of
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blood containing NaCl. In contrast, the addition of 1.0 uM AD to 2.0 uM NU172 containing blood was
not sufficient to abrogate the binding of all aptamers and to significantly increase the CT. The addition
of 1.0 or 2.0 uM NU172 to the blood resulted in an inhibition of coagulation, which was demonstrated
by significant prolongation of the coagulation time from 58.6 to 159 s (1.0 uM NU172) and 268.1 s
(2.0 utM NU172). The CT of citrated blood with 1.0 uM NU172 + 1.0 uM AD was significantly lower
compared to samples containing 1.0 uM NU172 + 1.0 uM NS_AD. Moreover, the blood with 2.0 uM
NU172 + 1.0 uM AD exhibited significantly lower CT than blood samples containing 2.0 uM NU172.
These results demonstrated that the PIEZ system is capable to measure the coagulation inhibitory
effect of NU172 and the abrogation of the aptamer by its complementary AD sequence. Thus, the PIEZ
system allows the measurement of CT and the behavior pattern of the viscous (n’) and elastic (n”)
components of blood. Currently, no clinical or research system can measure these conditions in such
a detailed way. Furthermore, no significant differences in CT were detected between PIEZ and ball
coagulometer (Figure 4, Table S2).

Compared to the obtained results in Figures 2 and 3, in this experiment, blood from another
volunteer was used, and due to volunteer dependent coagulation activation, both aptamer
concentrations led to the detection of a higher CT. Therefore, in this experiment, a CT of 159 s
was detected instead of 78.7 s after the addition of 1.0 uM NU172.
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Figure 4. Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ or ball coagulometer (KC1A). After
2 min of incubation with 1.0 or 2.0 uM NU172, 1.0 uM AD or 1.0 uM NS_AD was added. Furthermore,
CT was detected in blood containing NaCl, 1.0, or 2.0 uM NU172. Detection of mean viscous (1)
and elastic (n”) components of blood at 100 Hz and 37 °C (n = 5 + SD). The statistical analysis was
performed using two-way ANOVA (** p < 0.001, ** p < 0.01, ns: non-significant). The CTs measured by
KC 1A and PIEZ were not significantly different.

3.2. Detection of Coagulation Inhibition in Heparinized Blood

During ECC, such as heart surgery, the patient’s blood is often anticoagulated with heparin.
AT activated by heparin binds to the exosite II of thrombin [5], and NU172 binds to exosite I of thrombin.
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Thus, to analyze whether the influence of the NU172 aptamer on coagulation can be also determined in
heparinized blood, 1.0 or 2.0 uM NU172, 1.0 uM NS_AD, or 1.0 uM AD were added to the heparinized
blood. After 2 min of incubation, plasma cephalin and factor X, (including CaCl,) were added to the
blood samples to initiate the coagulation process, and the CT was detected.

The addition of 1.0 pM NU172 to heparinized blood prolonged the CT from 45.1 s (NaCl) to
68.6 s (Figure 5, Table S3). The addition of negative controls, 1.0 uM NS_AD or AD resulted in CTs,
which were comparable to the control heparinized blood containing NaCl. After the addition of
2.0 uM NU172, no clotting was detected during 300 s. The detected CTs were not significantly different
between PIEZ and ball coagulometer (Figure 6), which showed that the optimized PIEZ and the
reference medical device provide comparable results. Furthermore, the PIEZ visualized the coagulation
process by the change of viscous and elastic components over a certain time period. By increasing the
NU172 concentration, the CT was prolonged, the slope of the n” and 1” components, and the values of
n’ and n” components were decreased. Furthermore, it can be concluded that the effect of heparin
and NU172 did not affect each other. Both substances together strengthened the inhibitory effect in
comparison to the control measurement without aptamer.
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Figure 5. Detection of clotting time (CT) in heparinized blood (1 IU/mL) using PIEZ after the addition
of 1.0 or 2.0 uM NU172. Mean viscous (") and elastic (n”) components of blood are shown after the
addition of (a) NaCl (control), 1.0 or 2.0 uM NU172, 1.0 uM NS_AD, or 1.0 uM AD. The measurements
were performed at 100 Hz and at 37 °C (n = 10 + SD). (b) Enlarged parts of diagrams for the calculation
of CT. The horizontal dotted blue line at 0.002 Pa-s visualizes the n” and the dashed red line at 0.0008 Pa-s

visualizes the n” of unactivated heparinized blood.
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Figure 6. Detection of clotting time (CT) in heparinized blood using PIEZ or ball coagulometer (KC1A).
Heparinized blood was incubated for 2 min with 1.0 or 2.0 uM NU172. The coagulation was then
activated with cephalin and factor X;, and the CT was measured. Furthermore, the CT was detected in
blood without oligonucleotide addition (NaCl) or with 1.0 uM NS_AD or AD. The statistical analysis
was performed using two-way ANOVA (*** p < 0.001). (n = 10 + SD).

3.3. Analysis of the Influence of NU172 on Coagulation and the Abrogation of Anticoagulant Effect by Addition
of AD Using in Vitro Rotation Model

Flow conditions similar to ECC were simulated using an in vitro rotation model and heparinized
blood (1 IU/mL). Therefore, 1.0 uM NU172, AD, or NS_AD were added into heparinized blood and
incubated for 2 min. Furthermore, blood without oligonucleotides (baseline) or with NaCl was used as
control. Then, 1.0 uM AD was added to the NU172 aptamer containing blood and incubated for 5 min
to abrogate the inhibitory effect. A blood sample with 1.0 uM NU172 but without AD was also used as
a positive control. The CT was determined before and after the circulation for 30 min at 37 °C using the
PIEZ system and ball coagulometer (Figure 7, Table S4). The addition of 1.0 uM NU172 significantly
prolonged the CT form approximately 46 s (NaCl containing blood) to over 600 s. In this experiment,
a volunteer dependent increased CT was detected compared to the obtained CT values during the
static analysis of aptamer mediated coagulation inhibition in heparinized blood (Figures 5 and 6).
The addition of 1.0 uM AD, NS_AD, or 1.0 uM NU172 + 1.0 uM AD resulted in comparable CTs as the
blood samples containing NaCl. These results demonstrated that the negative control oligonucleotides
(AD or NS_AD) did not have an influence on coagulation.

The detected CTs using PIEZ and KC 1A were not significantly different from each other, except for
1.0 uM (NU172 + AD) before and after the circulation (Figure 7). The ball coagulometer provided for blood
samples containing 1.0 uM (NU172 + AD) slightly higher CTs than the PIEZ system. Furthermore, using
a ball coagulometer, slightly higher CTs were also detected in blood samples with 1.0 uM (NU172+ AD)
(both time points) than in the control (NaCl), which indicates a remaining amount of NU172 that
was not complexed with AD. In accordance with our previous publication [7], already after 5 min of
incubation with the AD, the anticoagulation effect of NU172 was abolished and maintained during the
dynamic incubation in the in vitro rotation model of 30 min.
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Figure 7. Detection of clotting time (CT) after the dynamic incubation of heparinized blood (1 TU/mL)
containing oligonucleotides in an in vitro rotation model using PIEZ system or ball coagulometer
(KC1A). Heparinized blood was incubated for 2 min with 1.0 uM NU172, then 1.0 uM AD was added to
the NU172 aptamer containing blood and incubated for 5 min. The CT was determined (a) before and
(b) after the circulation for 30 min at 37 °C in an in vitro rotation model. Blood without any addition
was indicated as a baseline. Blood with NaCl, 1.0 uM NS_AD, or AD was used as a negative control.
Blood with 1.0 uM NU172 served as a positive control. Blood from five different volunteers was used
(n =5 + SD). The statistical analysis was performed using two-way ANOVA (** p < 0.01, ** p < 0.001,
ns: not significant).

Additionally to the CT, the thrombin markers (FPA, TAT, and 3-TG) (Figure 8) were analyzed.
In all blood samples, 3-TG values were increased after the circulation, which showed that only the
circulation of the blood resulted in increased activation of platelets (Figure 8a). After 30 min of
circulation, the blood samples containing 1.0 uM NU172 showed a significantly reduced TAT, FPA,
and B-TG concentrations compared to the NaCl containing blood. These results were consistent with
the detected inhibition of blood coagulation measured by PIEZ. Compared to the blood samples without
circulation, the blood samples containing 1.0 uM AD showed a slightly increased TAT concentration
after 30 min of circulation.

The circulation in the in vitro rotation model can lead to an activation of thrombocytes, hemolysis,
or attachment of the white blood cells to artificial surfaces. This can then result in a decrease in the
numbers of thrombocytes, erythrocytes, or/and leukocytes. Thus, we additionally analyzed the blood
cell numbers before and after the circulation of blood in the rotation model (Figure 9) and no significant
differences in platelets, erythrocytes, and white blood cell counts were detected compared to the
baseline. Furthermore, the results also showed that the addition of thrombin aptamer had no influence
on blood cell numbers.
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Figure 8. Determination of coagulation activation markers. Heparinized blood with 1.0 uM NU172
or 1.0 uM NU172 and 1.0 uM AD was incubated for 0 and 30 min at 37 °C in an in vitro rotation
model. Blood without any addition was indicated as a baseline. Using ELISA, the concentrations
of (a) B-TG, (b) TAT and (c) FPA were determined before and after the circulation. Blood from five
different volunteers was used (n = 5 + SD). The statistical analysis was performed using t-test (* p < 0.05,
**p <0.01, ** p < 0.001).
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was optimized by doubling the diameter of the measuring chamber and reducing the mechanical
stiffness of the former PAV system. Using the new PIEZ, the influence of thrombin binding aptamer
NU172 on coagulation inhibition could be determined in citrated as well as heparinized blood samples.
The CTs obtained by PIEZ measurements were comparable to those measured with the medical
reference system, the ball coagulometer KC 1A. As an additional feature, PIEZ allowed the detection of
slope m of viscous (1’) and elastic (n”) components, which describe the kinetics of the coagulation
process as a change of shear viscosity over time. The detection of shear viscosity (" and n” components)
ata given time provides information about the proportion of each component in the sample. In addition,
the detection of shear viscosity 300 s after the initiation of coagulation gives an indication of the rigidity
of the resulting blood clot.

At present, simple (e.g., ball coagulometer (KC 1A)) or sophisticated devices (e.g. rotational
thromboelastometry (ROTEM)) are clinically used to analyze blood coagulation. Currently, new devices
are being developed, such as cavitation rheology, which investigates the rheological properties of
erythrocytes [25,26]. Thereby, a pulsed laser with a wavelength of 532 nm is focused on the sample for
6 ns. Due to the high intensities at the focal volume, an expanding bubble, called cavity, is formed.
The bubbles reach a diameter of 90-120 um before collapsing. The elastic properties of erythrocytes
can be characterized by analyzing the shape recovery of the cells. Thus, this method can be applied to
study the properties of blood cells, but it is not suitable for the monitoring of hemostasis. In contrast,
the viscoelastic hemostatic assay, free oscillation rheology (FOR) might be a better suited rheological
method for the detection of blood coagulation [27,28]. To obtain the CT, citrated blood or plasma is
added at 37 °C to a free oscillating cuvette. A magnetic field initiates the oscillation every 2 s with a
frequency of 11 Hz. An optical detector registers the damping and frequency of the container. During
the coagulation process, the damping increases and the frequency decreases. Therefore, the endpoint
of coagulation can be detected by a change in elasticity. This system is similar to thromboelastography
(TEG) and ROTEM, but FOR is not a widely used method in investigations of coagulopathy during
ECC [29].

ROTEM is a medical device that is used in clinical practice [30-32]. It uses a fixed cuvette (cup)
with a cylindrical pin that is immersed into the cup filled with whole blood (gap of 1 mm between
pin and cuvette wall). The movement of the rotating pin is restricted once the blood starts clotting.
A spring affixed to the pin detects the restriction. The kinetic change is optically detected by an
integrated computer (TEMogram). Using multiple cuvettes simultaneously with different reagents,
the interactions of coagulation factors, inhibitors, and cellular components can be measured during
the coagulation phase as well as subsequent fibrinolysis over time [31,33-35]. Currently, ROTEM
remains the gold standard for sophisticated hemostasis monitoring [29]. The first generation device,
ROTEM delta is semi-automated with an automatic pipette system and manual connection of the
pin-and-cup system. It requires limited manual training, special expertise in coagulation and extensive
interpretation training. Especially, the first generation TEG, TEG 5000, is associated with extensive
manual handling and shock-sensitivity. Thus, this device cannot be used at the patient’s bedside
as it requires a low-vibration workstation. To solve these challenges, ROTEM sigma and TEG 6S
were designed. These devices are cartridge-based, fully automated with preset reagents, no manual
pipetting steps are required, and have decreased sensitivity to external vibrations. However, special
extensive expertise is required for the interpretation of the results and the devices are expensive.

The new PIEZ in this study can monitor within five minutes the change of viscous and elastic
components over time and provides reliable information about the blood coagulation. Furthermore,
the piezo-based system is able to measure the coagulation status in real-time. Additionally, the PIEZ
system is not susceptible to shock, which prevents disturbance of measurements and increases the
reproducibility of results. Currently, the PIEZ system is a research instrument, and since it needs
manual cleaning after each measurement, it is not applicable during ECC. However, after further
improvement and optimization, the system might be also used at the patient’s bedside for continuous
monitoring. The shear viscosity measured at a given time and the change in shear viscosity over
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time (m) using PIEZ system could be comparable to other viscoelastic monitoring devices, such as
FOR [36] or ROTEM [30]. In further studies, PIEZ will be also compared with these devices. For further
applications at the operation theater, hardware improvements and miniaturization of the PIEZ system
are necessary. For example, a disposable measuring chamber could be created as a cuvette or using a
microfluidic system, the measuring chamber could be connected to the ECC system for the continuous
monitoring of the coagulation. In addition, a cleaning and waste reservoir could be integrated into the
microfluidic system, and the pipetting steps could be minimized by automatization.

Aptamers are promising drug candidates with the ability to bind to specific targets, such as cells
or proteins (growth factors, transcription factors, enzymes, immunoglobulins, and receptors) with
high specificity and affinity and have the ability to modulate the targets” activities [11,37,38]. In this
study, using the new PIEZ system, we were able to reliably measure the coagulation inhibiting effect
of the thrombin binding aptamer NU172 after static and dynamic incubation and the ability of its
complementary antidote (AD) to abrogate the coagulation inhibitory effect of NU172. In our previous
study, the required time for the generation of double-stranded complexes was examined [7], and it was
found that the AD was able to bind already after 2 min to the NU172 aptamer, which resulted in rapid
abrogation of the anticoagulant activity of NU172 after 5 min in whole blood.

The addition of 1.0 uM NU172 into the blood led to prolonged CT and decreased m, 1", and n”
compared to the blood samples without oligonucleotide addition. Using PIEZ and different NU172
concentrations, the required aptamer concentration for efficient inhibition of coagulation could be
determined. The in vitro rotation experiments with heparinized blood showed that the coagulation
can be further inhibited by the addition of NU172 aptamer. Since the anticoagulant effect of aptamers
can be rapidly interrupted by a corresponding AD, these aptamers are potent candidates for the
applications during extracorporeal circulation in combination with a reduced heparin concentration or
for substitution of heparin by a sufficient amount of aptamer in heparin-induced thrombocytopenia
(HIT) patients.

In summary, the established PIEZ system is able to provide information in the form of CT,
clot formation (m(1’), m(n”)), and clot firmness (n"and n” at 300 s). The in vitro rotation experiments
and the subsequent ELISA measurements confirmed the results obtained by using PIEZ and KC 1A.
The addition of 1.0 uM NU172 into heparinized blood and the incubation at 37 °C for 30 min resulted
in a significant reduction of 3-TG, TAT, and FPA amounts compared to blood samples without NU172
addition. In this study, using the in vitro rotation model and the comparison with the ball coagulometer,
a proof of concept was provided that the PIEZ can be used to analyze blood coagulation. In the next
studies, we will perform blood coagulation analyses during a simulated ECC with a heart-lung machine
and plan to optimize the system for automated blood sampling and blood coagulation analysis at
defined time intervals. Furthermore, we aim to compare the PIEZ device with more sophisticated
medical reference systems such as ROTEM or TEG.

5. Conclusions

In summary, the results of this study provided a proof-of-concept that the optimized PIEZ system
can be used to analyze blood clotting in combination with nucleic acid-based drugs. The device allows
a reliable monitoring of coagulation in citrated, as well as heparinized, blood. In addition, using the
PIEZ, the functionality of ADs for the inhibition of anticoagulant aptamers can be analyzed. However,
to allow the POC application of the PIEZ system, further studies and optimizations are necessary
regarding automatization and continuous monitoring of the hemostasis.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1424-8220/20/1/152/s1,
Figure S1: Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ after the addition of 1.0 uM AD, NS, or
NS_AD. (a) Detection of mean viscous (") and elastic (n”) components of blood at 100 Hz and 37 °C (n = 10
+ SD). (b) Enlarged parts of diagrams for the calculation of CT. The horizontal dotted blue line at 0.002 Pa-s
visualizes the " and the dashed red line at 0.0008 Pa-s visualizes the ” of unactivated citrated blood. Figure S2:
Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ. After 2 min of incubation with 1.0 or 2.0 uM NU172,
1.0 uM AD or 1.0 uM NS_AD was added. Furthermore, CT was detected in blood containing NaCl, 1.0, or 2.0 uM
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NU172. (a) Detection of mean viscous (") and elastic (n”) components of blood at 100 Hz and 37 °C (n = 5 + SD).
(b) Enlarged parts of diagrams for the calculation of CT. The horizontal dotted blue line at 0.002 Pa-s visualizes the
1’ and the dashed red line at 0.0008 Pa-s visualizes the ” of unactivated citrated blood. Table S1: Citrated blood
was incubated with NaCl or various concentrations of NU172 aptamer, AD, or NS_AD for 2 min. Afterwards,
the coagulation was activated by pathromtin and CaCl, (n = 10) and measured with PIEZ and KC 1A. Using PIEZ,
the clotting time (CT), viscous () and elastic (n”) components at 300 s, and linear slopes (m(n’) and m(n”)) were
measured. Table S2: Citrated blood was incubated with NaCl or various concentrations of NU172 aptamer for
2 min. Then, 1.0 uM AD was added and after 5 min the blood samples were activated with pathromtin and CaCl,.
(n = 5). The measurement was performed with PIEZ and KC 1A. Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous (")
and elastic (n”) components at 300 s, and linear slopes (m(n’) and m(n”)) were measured. Table S3: Heparinized
blood was incubated with NaCl, NU172 aptamer, NS_AD, or AD. After 2 min of incubation, the coagulation was
activated with plasma cephalin and factor X;. (n = 10). The measurement was performed with PIEZ and KC 1A.
Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous (") and elastic (n”) components at 300 s, and linear slopes (m(n’) and
m(n”)) were measured. Table S4: Heparinized blood was incubated for 2 min with 1.0 uM NU172, then 1.0 uM
AD was added to the NU172 aptamer containing blood and incubated for 5 min. The clotting time (CT) was
determined before and after the circulation for 30 min at 37 °C in an in vitro rotation model using PIEZ or KC 1A.
Blood without any additives was indicated as a baseline. Blood with NaCl, 1.0 uM NS_AD, or AD were used as
negative controls. Blood with 1.0 uM NU172 served as positive control. Blood from five different volunteers was
used (n =5 + SD). Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous (n’) and elastic (n”) components at 300 s, and linear
slopes (m(n’) and m(n”)) were measured.
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Supplementary Tables

Table S1. Citrated blood was incubated with NaCl or various concentrations of NU172 aptamer, AD,

or NS_AD for 2 min. Afterwards, the coagulation was activated by pathromtin and CaClz(n = 10) and
measured with PIEZ and KC 1A. Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous (") and elastic (")
components at 300 s, and linear slopes (m(1)") and m(n)”)) were measured .

Sample PIEZ KC1A PIEZ
CT/s CT/s n’(Pas) at 300 s n”(Pas) at 300 s m(n)’/Pa) m(n"/Pa)
31x103+3.8x 3.0x103+39x 68x10°+12x 84x105+£1.2x
NaCl 51.8+1.3 529423 i 164 e 5
37x107+37x 34x109+6.1x 78x10°+1.6x 6.8x105£22x
0.5 uM NU172 622+1.9 633+4.0 L0 104 105 104
35x103+2.6x 32x103+3.8x 49x105+13x 42x10°+£2.2x
1.0 uM NU172 78.7 £3.1 79.4+8.0 ool wils ol whe
25x103+£3.6x 1.6x103+£26x 1.1x105£35x 14x105£25x
1.5 uM NU172 215.0+10.7  211.6+10.4 104 104 106 106
21x103£2.8x 1.4x10°%+x24x 83x10°+£3.1x 1.2x10%x£2.5x
20uMNU172  249.1+105 2489+ 14.6 i i meite o
29x1023+20x 35x103+4.6x 59x105+6.7x 9.1x105+£1.2x
1.0 uM AD 527411  524%19 o4 T i 6
33x103+28x 35x103+41x 80x105+1.0x 99x105£2.7x
1LOUMNS_AD  522+16 51.8+1.9 i e is rile
33x103+£29x 34x103+£4.0x 82x105+12x 1.1x104+24x
1.0 uM NS 52.1+1.6 51.8+15 104 104 104 105

I clotting time (CT), viscous component (1)’), elastic component (1)), the linear slope of the viscous or
elastic component (m), thrombin aptamer (NU172), antidote (AD), nonsense antidote (NS_AD),
nonsense (NS).
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Table S2. Citrated blood was incubated with NaCl or various concentrations of NU172 aptamer for

2 min. Then, 1.0 uM AD was added and after 5 min the blood samples were activated with pathromtin
and CaCla. (n = 5). The measurement was performed with PIEZ and KC 1A. Using PIEZ, the clotting
time (CT), viscous (1)) and elastic (”) components at 300 s, and linear slopes (m(n’) and m(n”)) were

measured .
Sample PIEZ KC1A PIEZ
CT/s CT/s 1n’(Pas) at 300 s 1)”(Pas) at 300 s m(n)’/Pa) m(n"/Pa)
33x103+3.0x 3.6x103+14x 72x105+1.1x
-5 -5
NaCl 58.6+2.4 59.4+25 10 104 10° 8.6x105+3.6 x 10
NU172
33x103+3.1x 20x103+35x 21x10°+3.5x
1.0 pM 162.6+36  162.0+3.3 104 104 105 1.9x105+2.1 x 106
24x103+19x 13x103+22x 1.2x10°+85x - g
2.0 uM 268.1 +6.6 263.0+11.5 104 10 107 1.3 x105+2.6 x 10
NU172+AD
3.0x10°%+1.7x 33x103+75x 56x10%+5.7 x i o
1LO0uM+1.0puM 638+ 14 66.1+34 ek 104 100 7.1x105+1.1x 10
27x10%+24x 22x103+4.6x 93x10°+3.4x " i
20 uM+1.0 uM 218.6+7.3 215.7 +34.7 10+ 10 106 1.8 x105+2.0 x 10
NU172+NS_AD
-3 -3 -6
1.0 uM+1.0 uM 1873 +58 203.7 + 15.8 26x10%+19x 27x103+49x 89x106+£6.2 x 1.9 x 105+ 7.8 x 106

10+

10+

10-¢

I clotting time (CT), viscous component (1)’), elastic component (1)), the linear slope of the viscous or
elastic component (m), thrombin aptamer (NU172), antidote (AD), nonsense antidote (NS_AD).

Table S3. Heparinized blood was incubated with NaCl, NU172 aptamer, NS_AD, or AD. After 2 min

of incubation, the coagulation was activated with plasma cephalin and factor Xa. (n =

10). The

measurement was performed with PIEZ and KC 1A. Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous (1)")

and elastic () components at 300 s, and linear slopes (m(n)’) and m(n”)) were measured .

Sample PIEZ KC1A PIEZ
CT/s CT/s n’(Pas)at300s n”(Pas)at300s m(n’/Pa) m(n”/Pa)
NaCl 45121 46,623 4.6 x 10‘;(:;"::.2 x  4.6x 10’3133.2 x  40x 10‘2332 x  3.8x 10‘513{1;.6 x
L0uMNUI72 686234 717649 4% 10»;3_?'4 x e 10_;3_?'0 ©ox 10_';31'4 A 10_;33'5 "
2.0 uM NU172 5600 >600 1.9 x 10‘233.4 x  54x 10‘3133.3 x  34x 10‘;34‘3‘1 x  1L1x 10‘;3:2.1 x
1.0 uM NS_AD 47.04 3.0 471513 5.6 x 10‘31(1]_1.0 x  6.0x 10'-‘1(1)18 x  28x 10‘51(1)_:.3 x  49x 10‘513;.6 x
1.0 uM AD 460418 468+ 13 4.5 x 10‘;(1]_(:.1 x  58x 10'31(1)_?6 x  3.0x 10‘51(1)_3.3 x 43 x 10‘513;.4 x

- clotting time , viscous componen , elastic componen , the linear slope of the viscous or elastic
I clotting ti CT), vi p t ('), elasti p t(n”), the li lope of the vi lasti

component (m), thrombin aptamer (NU172), antidote (AD), nonsense antidote (NS_AD)
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Table S4. Heparinized blood was incubated for 2 min with 1.0 uM NU172, then 1.0 uM AD was added
to the NU172 aptamer containing blood and incubated for 5 min. The clotting time (CT) was
determined before and after the circulation for 30 min at 37 °C in an in vitro rotation model using
PIEZ or KC 1A. Blood without any additives was indicated as a baseline. Blood with NaCl, 1.0 uM
NS_AD, or AD were used as negative controls. Blood with 1.0 uM NU172 served as positive control.

Blood from five different volunteers was used (n=>5 + SD). Using PIEZ, the clotting time (CT), viscous
(n) and elastic (") components at 300 s, and linear slopes (m(n’) and m(n”)) were measured '.

Sample PIEZ KC1A PIEZ
CT/s CT/s n’(Pas)at300s n” (Pas)at300s m(n)’/Pa) m(n"/Pa)
Baseline 459:12  457:20 1% 10—313_3'8 * ol 10_21(1)_;1'0 x T 10—513_30 x 3 10_413_34‘3 )
0 min
-3 -3 -5 4
NaCl 455412 45.742.0 5.7 x10 133.6 x 9.4 x10 1335 x  48x10 133.4 x  1.8x10 1102.2 x
1.0 uM NS_AD 47,6409 472418 8.2x 10’31371.1 x 1.0 x 10’213'?.1 x  89x 10‘313—38 x  27x 10‘41162.1 x
1.0 uM AD 467413 477440 7.0x 10’31(1;).6 x 1.0 x 10‘21335 x 75x 10"5137&;).2 x  2.3x 10‘4131.6 x
1.0 UM NU172 > 600 > 600 42 x 10’3133.6 x 22x 10’3133.0 x 11x 10’5137.3.2 x  8.1x 10*1t01.9 x
1.01}.:]1\;1‘;(‘11[;2 + 51.9+4.6 570 5114 5.7 x 10’31(1;3.6 x 73 % 10’31;"’3.7 x 39x 10’5’135.0 x  1.2x 10*11()1.2 x
After 30 min
3 -3 -5 -5
NaCl 453409 440442 4.5x10 1(:)_1.6 x 6.7 x 10 13_:;:.3 x 3.1x10 13_1.5 x 8.7 x10 13_?.2 x
1.0 uM NS_AD 477414 464412 6.1 x 10‘313_1.5 x 8.3 x 10'313_1.2 x 52x 10‘?12_::.4 x 1.4 x 10'41;_1.1 x
1.0 uM AD 467+1.6 453+49 7.8 % 10‘313_?.4 x 9.9 x 10‘31334 x  8.8x 10‘-‘135.0 x 25x 10‘*1‘3_14.6 x
1.0 uM NU172 > 600 > 600 44 x 10‘133.5 x 2.3 x 10‘1133.9 x 1.5x 10‘5133.6 x 9.6 x 10“;;34 x
1.012)1\;111[:1[;1]':7)2 + 493420 61.6+3.0 5.3 x 10‘313_1.4 x 6.1 x 10‘313‘1.0 x  3.1x 10‘1(1)_1.4 x 6.1x 10‘5132.2 x

I clotting time (CT), viscous component (1)’), elastic component (1”), the linear slope of the visocus or elastic
component (m), thrombin aptamer (NU172), antidote (AD), nonsense antidote (NS_AD)
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Supplementary Figures
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Figure S1. Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ after the addition of 1.0 uM
AD, NS, or NS_AD. (a) Detection of mean viscous (") and elastic () components of blood at 100 Hz
and 37 °C (n=10+SD). (b) Enlarged parts of diagrams for the calculation of CT. The horizontal dotted
blue line at 0.002 Pa's visualizes the " and the dashed red line at 0.0008 Pa‘s visualizes the 1" of

unactivated citrated blood.
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Figure S2. Detection of clotting time (CT) in citrated blood using PIEZ. After 2 min of incubation with
1.0 or 2.0 pM NU172, 1.0 pM AD or 1.0 uM NS_AD was added. Furthermore, CT was detected in
blood containing NaCl, 1.0, or 2.0 uM NU172. (a) Detection of mean viscous (1’) and elastic (")
components of blood at 100 Hz and 37 °C (n = 5 + SD). (b) Enlarged parts of diagrams for the
calculation of CT. The horizontal dotted blue line at 0.002 Pa's visualizes the " and the dashed red
line at 0.0008 Pa-s visualizes the ) of unactivated citrated blood.
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