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1. Einfihrung

1. Einfihrung

1.1 Einflhrung

Durch den demographischen Wandel wird unsere Gesellschaft in den néchsten
Jahren vor grof3e Herausforderungen gestellt werden. Eine steigende Anzahl
60-80-Jahriger wird einer geringeren Anzahl Erwerbstatiger zwischen 20 und
40 Jahren gegenuberstehen.

Gerade behandlungsintensive Erkrankungen wie z.B. kardiovaskulare
Erkrankungen, Tumorerkrankungen, Osteoporose und Diabetes mellitus
werden zunehmen.

Die Heilungschancen sind bei einer frih erkannten Erkrankung hoher als bei
einer spat erkannten, und je schneller eine Krankheit geheilt wird, desto
niedriger werden die Folgekosten, was im Zeitalter der Ressourcenknappheit
eine immer grél3ere Rolle spielen wird.

Kardiovaskulare = Erkrankungen sind in  Deutschland derzeit die
Haupttodesursache; das wird sich in den néachsten Jahren vor dem Hintergrund
des demographischen Wandels aller Voraussicht nach auch nicht andern.

Bei kardiovaskularen Erkrankungen ist die Kontrolle des Hamostasestatus —
insbesondere unter der Gabe von gerinnungshemmenden Medikamenten wie
z.B. Marcumar oder unter der Gabe von Thrombozytenaggregationshemmern
wie z.B. Acetylsalicylsaure (Aspirin®) — zur Vermeidung von Komplikationen
essenziell.

Eine kontinuierliche Kontrolle des Gerinnungsstatus bei diesen Patienten stellt
sich jedoch nicht immer als einfach heraus. Erschwerend wirken sich hier eine
zum Teil geringe Arztedichte, die in den nachsten Jahren vor allem auf dem
Land drastischer zu werden scheint, aber auch eine eingeschrankte Mobilitat
der teils multimorbiden Patienten aus.

Auch im klinischen Alltag ist die Ermittlung der Gerinnungsparameter essenziell,
nicht zuletzt bei operativen Eingriffen, bei denen eine Herz-Lungen-Maschine

bendtigt wird und dadurch eine Heparingabe notwendig wird.
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Das Verbundprojekt HGmOrgUs, in dessen Rahmen diese Arbeit entstanden ist,
hat es sich zum Ziel gesetzt, ein Geréat zur On-Line Bestimmung des
Gerinnungsstatus zu entwickeln. Dieses Gerat beruht auf der Technik der
Biosensorik, einem in den letzten Jahren in Wissenschaft und Technik stark
wachsenden Gebiet. Das Messprinzip beruht auf der Abhangigkeit der
Frequenz von Schwingquarzen sowohl von der Viskositat bzw. der
Viskositatsanderungen der zu untersuchenden Probe als auch von der
Anderung der Belegung des Schwingquarzes, hervorgerufen durch
Adsorptionsprozesse, z.B. durch Blutbestandteile.

Das Projekt wurde zu Beginn fir Anwendungen in der Klinik konzipiert, wo sich
fur eine solche On-Line Bestimmung der Blutgerinnung sinnvolle
Verwendungen finden lassen. Genannt sei hier wiederum die Integration in
organunterstiitzende medizinische Apparate wie Herz-Lungen-Maschinen oder
Dialysegerate. Bei diesen medizinischen Verfahren wird das Hamostasesystem
des Patienten durch eine Heparingabe beeinflusst. Diese Heparingabe ist
notwendig, da es aufgrund der extrakorporalen Zirkulation ansonsten zu
thrombotischen Zwischenféllen kommen kodnnte.

Dabei ist es wichtig, den Hamostasestatus des Patienten moéglichst genau zu
kennen. Mit dem neuen Geréat zur Messung des Gerinnungsverhaltens des
Blutes konnte in Echtzeit eine differenzierte Aussage Uber den aktuellen
Hamostasestatus auch wahrend der OP oder der Dialyse gemacht werden.
Dadurch kénnte die Applikation von entsprechenden Heparinmengen wahrend
der OP oder Dialyse individuell an den Bedarf des jeweiligen Patienten
angepasst werden. Es kame aufgrund einer evtl. zu grof3en oder zu geringen
Menge an Heparin zu weniger hAmostaseologischen Zwischenfallen.

Das Ziel ist es, mit dem neuen Schwingquarzsystem verschiedene Aspekte des
Hamostasestatus, namlich  Gerinnung, Fibrinolyse und auch die
Thrombozytenfunktion untersuchen zu kodnnen. Damit kdnnte man dem
behandelnden Arzt in der Klinik eine umfassendere Entscheidungshilfe z.B. fur
die Applikation von Gerinnungsfaktoren, Fibrinolyse-Inhibitoren,
Thrombozytenkonzentraten und dem bereits erwahnten Heparin bieten. Somit
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kénnten bereits in der initialen Phase unterschiedlichste Hamostasestérungen
erkannt und bekampft werden.

Aber nicht nur in der Klinik, sondern auch bei der ambulanten
Patiententiberwachung kann diese neue Technik eingesetzt werden.

Zunachst kdnnte dieses Analysesystem als ein Point-of-Care-taugliches Gerat
ein fester Bestandteil der ambulanten Patientenversorgung werden. Somit
konnte in jeder Landarztpraxis schnell und einfach der aktuelle
Gerinnungsstatus des Patienten ermittelt werden.

Fur die fernere Zukunft lie3en sich noch weitere Ziele definieren. Man kann sich
solch ein System, nach einigen technischen Weiterentwicklungen, auch beim
Patientenselbstmonitoring vorstellen. Durch eine einfache, sichere und
fehlerfreie Bedienbarkeit kdnnte es auch von &lteren Patienten genutzt werden.
Durch dieses Prinzip kdonnten die Patienten, unabhangig von auf3eren Faktoren
wie z.B. Entfernung zur nachsten Klinik bzw. geringer Arztedichte auf dem
Land, regelméfRdig ihren Gerinnungsstatus Uberwachen. Die ermittelten Werte
konnten dann per Handy oder Internet zu den behandelnden Fachéarzten
Ubertragen werden. Durch die haufigere Kontrolle koénnte dann die
medikamenttse Therapie bei einer schlechten Einstellung schneller angepasst
werden, was dazu fihrt, dass eine weitere Eskalation einer Erkrankung
vermieden und mdgliche thrombotische Ereignisse wie z.B. Herzinfarkt oder
Schlaganfall minimiert werden kénnen.

Um dieses neue System auf den Markt bringen zu kbnnen, muss man vorab
ermitteln, inwieweit man mit diesem System bestimmte Gerinnungsparameter
zuverlassig messen kann und inwieweit die ermittelten Messwerte mit
herkdbmmlichen Messverfahren vergleichbar sind.

In der vorliegenden Arbeit soll insbesondere die mit dem neuen
Schwingquarzsystem ermittelte aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) im
Vergleich zu herkdmmlichen Koagulometern untersucht werden. Zudem wurde
eine  Machbarkeitsstudie ~ unternommen, ob auch bei anderen
Gerinnungsverfahren, in diesem Falle der Activated Clotting Time (ACT), die
Gerinnung Uber einen Frequenzabfall detektiert werden kann.



1. Einfihrung

1.2 Sensoren und Biosensoren

1.2.1 Funktionsweise und Anwendungsgebiete

Sensoren im Allgemeinen konnen als miniaturisierte Messwertaufnehmer
aufgefasst werden, welche physikalische, chemische oder biologische
Messwerte ermitteln.

Sensoren bestehen aus einem Transducer (Signalwandler) und im Falle der
Chemo-  bzw. Biosensoren  aus einer  zusatzlichen  selektiven
Erkennungskomponente, einer chemischen oder biologischen Schicht. An diese
Schicht kann ein Analyt selektiv binden. In unmittelbarer Nahe befindet sich der
Transducer, welcher die Wechselwirkung zwischen Analyt und der selektiven

Erkennungskomponente in ein elektrisches Signal umwandelt [4].

Storstoffe Verstarker Daten

Analyt biclogische  Transducer  Signal
Komponente

Abb.1: schematischer Aufbau eines Biosensors [4].

Die Biosensoren stellen eine Weiterentwicklung der Chemosensoren dar. Die
selektive biologische Komponente kommt mit der Probe in Kontakt und
ermoglicht eine selektive Stofferkennung. Beispiele fir biologische
Komponenten sind: Enzyme, Nukleinsduren, Antikérper, Rezeptoren, Lektine,
Transportproteine, Mikroorganismen, ganze Zellen oder Zellorganellen. Auch im
menschlichen Koérper finden sich Biosensoren. Die Riechzellen der Nase und
die Geschmacksknospen der Zunge sind naturlich vorkommende Biosensoren.
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Aufgrund der Vielzahl der in der Natur vorkommenden biologischen
Komponenten ergeben sich viele moégliche Anwendungsgebiete. Die Umwelt-
und Lebensmittelanalytik, die analytische Chemie aber auch die klinische
Analytik sind nur ein Teil davon. Innerhalb der klinischen Analytik ist noch die
Blutanalytik herauszuheben.

Die Analyterkennung hat eine Anderung der physikalischen oder chemischen
Eigenschaften zur Folge. Man unterscheidet Metabolismus- und
Affinitaitssensoren. Bei den Metabolismussensoren, wie z.B. den
Enzymsensoren, findet ein Stoffumsatz statt; bei den Affinitdtssensoren, wie
z.B. Immunsensoren, findet kein Stoffumsatz statt [4,15,17,49].

1.2.2 Schwingquarze als Biosensoren

Bei den Schwingquarzen handelt es sich um Biosensoren, die sich einen
piezoelektrischen Transducer zu eigen machen.

Der piezoelektrische Effekt wurde 1880 von den Brudern Pierre und Jacques
Curie entdeckt [10]. Durch die Ausibung von Druck auf die Oberflachen
bestimmter Kiristalle entstehen elektrische Oberflachenladungen. Da der
piezoelektrische Effekt reversibel ist, kann man auch durch Anlegen einer
hochfrequenten Wechselspannung Uber entsprechende Elektroden diesen
Kristall zu Schwingungen im Ultraschallbereich anregen.

Die verwendeten Schwingquarze sind Kristallscheibchen aus a-Quarz mit AT-
Schnitt, auf dessen Oberflachen Goldelektroden aufgebracht sind. a-Quarze
kommen naturlich vor, werden jedoch fir technische Anwendungen synthetisch
hergestellt. Wie aus der folgenden schematischen Zeichnung ersichtlich wird,
kann man aus einem a-Quarz verschiedene Schnitte herstellen. Je nach der
Schnittrichtung, mit der man eine dinne Scheibe heraussagt, unterscheidet
man AT-, BT-Quarze und weitere.
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Abb.2: Vereinfachte Darstellung der Kristallflachen eines a- Quarz-Einkristalls.
Um ein piezoelektrisches Substrat mit bestimmten Wellen- und
Frequenzeigenschaften zu erhalten, wird die Platte mit einer bestimmten
Orientierung zu den kristallographischen Achsen aus dem Einkristall

herausgeschnitten [4].

Der AT-Schnitt zeichnet sich durch eine geringere Temperaturabhangigkeit der
Frequenz und durch einen weiten Frequenzbereich von 1 MHz bis ~ 155 MHz
aus, weswegen die AT-Quarze als massensensitive Sensoren geeignet sind.
Durch Anlagerung andern sich die physikalischen Eigenschaften an der
Transduceroberflache, wodurch sich die Resonanzfrequenz und/oder die
Amplitude der transversalen Welle andern. Dabei dienen sowohl die Anderung
der Resonanzfrequenz als auch die Amplitude als gut messbares Signal.
Schwingquarze werden aufgrund ihrer Massensensitivitdt auch als Quartz-
Crystal-Microbalance (QCM) bezeichnet [1,4,20,22,35,42,47].

1959 veroffentlichte Sauerbrey die lineare Abhéngigkeit der Frequenzanderung
von der Massenbelegung des Quarzes in seiner ,Sauerbrey-Gleichung®. Dieser
lineare Zusammenhang ermdglicht es, die Masse einer beliebigen starr an eine
Stirnflache des Quarzes gekoppelte Fremdschicht (ber die Anderung der

Eigenfrequenz zu bestimmen [42].
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Dieses ,Sauerbrey-Modell“ ist aber nur flr starr angekoppelte Fremdschichten
bei Betrieb des Schwingquarzes in einer Gasphase oder in einem Vakuum
gultig [16].

1985 stellten dann Kanazawa und Gordon das erste quantitative Modell fur
newtonsche Flussigkeiten vor. Hierzu stellte Kanazawa die ,Kanazawa-
Gleichung® fir den durch eine newtonsche Flissigkeit hervorgerufenen
Frequenzabfall auf [23].

Diese Entwicklungen hatten zur Folge, dass die QCM auch in Flissigkeiten
eingesetzt werden konnte.

Doch nicht nur Massen- sondern auch Viskositatsanderungen der mit dem
Quarz in Kontakt stehenden Flissigkeit kénnen mittels Schwingquarzen
ermittelt werden [32,34]. Diese Eigenschaft erweitert das Spektrum der
vielfaltigen ~ Anwendungsmdglichkeiten enorm. Durch die Moglichkeit,
Viskositatsanderungen einer Flussigkeit durch Veranderung der Frequenz zu
detektieren, lasst sich erst das Feld der Gerinnungsdiagnostik mittels

Schwingquarz erschliel3en.
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1.3 FidgeType FgT1-Anlage

Das Analysegerat FidgeType FgT1 wurde von Gehring zur
Blutgruppenbestimmung entwickelt [16]. Es arbeitet nach dem Prinzip der
QCM-Technik. Das Gerat besteht aus zwei Hauptkomponenten, der
Messstation und einem Steuergerat.

Sensorplattform FidgeType FgT1 Sensorplattform FidgeType FgT1

e T T

Aussparungen fiir ProbegefiRe

thermostatisierter Sensorblock g = /M
8

Abb.3: Vollautomatisiertes Blutanalysegerat FidgeType FgT1

Die Messstation enthalt zwei Messkammern, in die die Quarze eingelegt
werden kdnnen. Diese Messkammern sind aus biokompatiblem Teflon gefertigt
und besitzen ein optisches Fenster aus PMMA (Polymethylmethacrylat) zur
Beobachtung des Fullvorgangs und der Benetzung der
Schwingquarzoberflache. Die Messkammern werden Uber Bajonettverschliisse

verschlossen.

10
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Schwingquarze

Abb.4: Messzellenaufsatz und zwei Schwingquarze

In dieser Arbeit wurde immer nur mit Messkammer 1 gearbeitet; es ist aber eine
parallele Bestimmung von zwei Analyten unter Gebrauch beider Messkammern
maglich.

Des Weiteren befindet sich in der Messstation der grofdte Teil der
FlieBinjektionsanlage, bestehend aus zwei Peristaltikpumpen,
Zufuhrschlduchen und Probenreservoir. Die Fluidik ist so mit den Messzellen
verbunden, dass Uber Zufuhrungsschlauche Flussigkeiten wie z.B. Pufferlésung
oder Blut in die Messzellen hineingepumpt werden kdnnen und dort mit der
Quarzoberflache in Kontakt treten. Im Anschluss an die Messzelle befindet sich
ein abfuhrendes Schlauchsystem, welches die Flussigkeiten in ein Reservoir
(Abfall) ableitet.

Die Schlauche bestehen ebenfalls aus dem biokompatiblen Teflon und besitzen
einen inneren Durchmesser von 0,75 mm. Ebenfalls in die Messstation mit
eingebaut ist ein Peltiersystem zur Thermostatisierung der Messkammern und
des Probenreservoirs. Alle verwendeten Materialien sind biokompatibel, um
Wechselwirkungen zu minimieren.

Die Messstation ist mit dem Steuergerat und einem PC verbunden.

11
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Steuergerdt und PC

Abb.5: Steuergerat und PC

Das Steuergerat enthalt die Ansteuerelektronik, Anzeigeelemente und
Steuerungsschalter. Es liefert die entsprechende Spannung, und alle
Messsignale und Temperatursignale werden in das Steuergerat ubertragen.
Eine speziell entwickelte Software registriert Frequenzanderungen des
Schwingquarzes und stellt diese graphisch dar. Auch andere Messwerte, wie
z.B. die Temperatur, werden mit ihr erfasst. Aufl3erdem ist es mdglich,
Frequenzzahler, Peltiersystem, Pumpen und Ventile direkt Uber das
Computerprogramm anzusteuern [16].

Neben diesen Geraten wurde ein Netzwerkanalysator verwendet. Beim so
genannten passiven Betriebsmodus eines Schwingquarzsensors wird dieser
Netzwerkanalysator eingesetzt, um den Kiristall zu einer erzwungenen
Schwingung in der Nahe der mechanischen Resonanzfrequenz anzuregen.
Hierbei wird der komplexe Wechselstromwiderstand (Impedanz bzw.
Admittanz = 1/Impedanz) des Quarzresonators Uuber einen vorgegebenen
diskreten Frequenzbereich gemessen. Aus den erhaltenen Daten kbdnnen
daraufhin die Resonanzfrequenz und die Dampfung ermittelt werden. Diese

12
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Methode liefert aufgrund der Bestimmung der Dampfung komplexere
Informationen, als dies allein aus der Betrachtung der Frequenzverschiebung
moglich wére.

Zur Quantifizierung der Dadmpfung wird die halbe Halbwertsbreite verwendet.
Die so genannte Gute Q ergibt sich aus dem Verhéltnis von Resonanzfrequenz
und Halbwertsbreite [16,22].

Durch die verwendete Software lassen sich diese Admittanzmessung, die

Resonanzfrequenz, die Konduktanz und die Gute darstellen:

Konduktanz Gy [Realteil der Adrmittanz] Resonanzfrequenz (Hz) |
mm L 5.982291655M
Y name
Garmma [Hz) |
20
" 4566090451
Gite |
15
.... -
L Direct IO Errar
G
am
0 -
4 [+]
9.982M 99540 S9.986M 9.985M 9.99M 9.992ZM 9.994M 9.936M 9.933M 10N 10.002M
Frequenz [Hz]
Suszeptanz BN [Imagindrteil der Admittanz]
18m -
Y hame

Bif

[»]

-5

|<|

=10m

ssszmsssam 99360 9.988M  9.99M 9.992M 9.994M 9996M 9.938M  10M 10.002M _ .
Meni schlieBen / abbrechen

Frequenz [Hz]

Abb. 6: Screenshot des Softwaremens fur die Admittanzmessung mit Luft.
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Konduktanz Gify [Realteil der Admittanz] | Resonanzirequenz (Hz)

9.98995313M
Y name s
Gamma [Hz]

2466.535994

Glite

2024 9

Direct /O Error

Gif

9.892M 9.98EM 99840 9.98EM D.988M  9.93M 99320 9.8394M 993EM 9.938M 10M

Frequenz [Hz]

Suszeptanz Bify [Imaginarteil der Admittanz] |

Y harme

Z10]

-

-1.8m —

9.98M 9.982M 9.984M 9.936M 9.988M 9.99M 9.992M S5.994M 9.996M 9.892M  10M _ .
Meni schlieRen § abbrechen

Frequenz [Hz]

Abb. 7: Screenshot des Softwaremenus fur die Admittanzmessung mit Puffer.
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1.4 Blut — Zusammensetzung und Eigenschaften

Das Blut erflllt eine Reihe von Aufgaben im menschlichen Organismus. Es
transportiert die Atemgase O, und CO,, Stoffwechselzwischen- und
-endprodukte, Nahrstoffe, Hormone und Warme und dient der
Aufrechterhaltung des Elektrolyt-, Flissigkeits- und Warmehaushalts. Weiterhin
hat es Schutzfunktionen, zum einen durch die Blutgerinnung vor zu grof3em
Blutverlust, zum anderen durch das Abwehrsystem vor Krankheitserregern [43].
Beim Kreislauf durch den Korper sorgen verschiedene Organe dafir, dass die
physikalischen und chemischen Eigenschaften des Blutes, also die
Konzentrationen geloster Stoffe, der pH-Wert von 7,4 und die Temperatur,
immer konstant gehalten werden. Man spricht in diesem Zusammenhang auch
von Homaoostase.

Das Blutvolumen des Erwachsenen betragt etwa 6-8 % des Korpergewichtes.
Demnach spricht man bei einem Blutvolumen von 4-6 Litern von Normovolamie.
Blut besteht aus korpuskuldren (festen) Bestandteilen und flissigen
Bestandteilen (Plasma) [43].

Die korpuskularen Bestandteile setzen sich aus den verschiedenen Zellarten
zusammen: Die Erythrozyten stellen hierbei den grof3ten Anteil, weitere
Bestandteile sind die Leukozyten und die Thrombozyten. Der Anteil der
Erythrozyten am gesamten Blutvolumen wird als Hamatokrit bezeichnet. Die
Blutviskositdt nimmt mit steigendem Hamatokrit Uberproportional zu. Bei
Normalwerten des Hamatokrits (J: 0,47; @: 0,42) betragt die mittlere relative
Blutviskositat (bezogen auf Wasser =1) 4,5, die von Blutplasma 2,2. Mit
steigendem Hamatokrit nimmt diese tUberproportional zu [43].

Zentrifugiert man Vollblut, so erhalt man das Blutplasma, welches als trtbe,
gelbliche Flussigkeit auf den nach unten sedimentierten korpuskularen
Bestandteilen schwimmt.

Das Blutplasma besteht aus Wasser, Proteinen und kleinmolekularen Stoffen.
Die Plasmaelektrolyte bestimmen den osmotischen Druck des Blutes. Der
osmotische Druck bestimmt den Wasseraustausch zwischen den Zellen und
dem interstitiellen Raum. Die Plasmaproteine erzeugen den kolloidosmotischen
Druck. Der kolloidosmotische Druck bestimmt den Wasseraustausch zwischen
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Blutplasma und Interstitium. Des Weiteren besitzen manche Plasmaproteine
eine Vehikelfunktion. Kleinmolekulare Stoffe werden an Plasmaproteine
gebunden transportiert. Das Plasmaprotein Albumin stellt hierbei das wichtigste
Transportprotein dar. Des Weiteren fungieren manche Plasmaproteine als
Gerinnungsfaktoren, wie z.B. das Fibrinogen. Sie schitzen den Korper tber die
Hamostase vor zu grof3en Blutverlusten. Dieses Gerinnungssystem wird spater
noch genauer beleuchtet.

Entfernt man aus dem Plasma das Fibrinogen, spricht man von Serum, welches

sich durch eine Ungerinnbarkeit auszeichnet [43].

1.5 Hamostase

Unter dem Begriff ,Hamostasesystem*“ wird das komplexe Zusammenspiel aller
Mechanismen zusammengefasst, die zu einer Blutstillung fuhren. Mit diesem
System schutzt sich der Kérper nach Verletzungen vor groReren Blutverlusten.
In diesem System sind beteiligt: das System der Blutgefal3e mit Endothel und
Subendothel inklusive der GefalRwand, die Blutzellen, insbesondere die
Thrombozyten, das plasmatische Hamostasesystem mit den
Blutgerinnungsfaktoren und Inhibitoren der Blutgerinnung und zuletzt das
fibrinolytische System mit seinen Aktivatoren und Inhibitoren [43,48].

Die Blutstillung wird in drei Phasen eingeteilt. Zur primaren Hamostase zahlt
man die Vasokonstriktion, die Plattchenadhasion und die Plattchenaggregation.
Als sekundare Hamostase wird die Fibrinbildung in der plasmatischen
Gerinnung bezeichnet. In der sich anschlie3enden Fibrinolyse wird das Fibrin
wieder aufgelost.

1.5.1 Historisches

Die Erforschung des Gerinnungssystems begann in der zweiten Halfte des
19. Jahrhunderts. Vorwiegend wurde Blut oder Plasma mit Serum oder
Kdrperzellextrakten unter Zusatz von wenigen Hilfsmitteln der Chemie gemischt

und anschlie3end die Gerinnungszeit gemessen [36]. 1905 veroffentlichte Paul
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Morawitz  ein  Gerinnungsschema, wonach unter Einwirken von
Gewebethromboplastin Prothrombin in Thrombin tberfuhrt wird [30,36].
Macfarlane und Davie und Ratnoff stellten 1964 die Kaskadentheorie auf. Die
Blutgerinnung wurde als eine Kaskade beschrieben, bei der in zwei Reihen von
Proteinen, welche als Proteasen fungieren, jeweils eine Protease die in der
Kaskade folgende Protease durch Spaltung aktiviert [11,28].

Macfarlane schrieb zudem, dass physiologische Gerinnung durch den Kontakt
von Blut zu fremden Oberflachen, welche von vielen Substanzen und Geweben
aul3er dem normalen Gefal3endothel prasentiert werden, begonnen wird. Somit
wurde von Macfarlane erstmals das ,intrinsische System*“ beschrieben [28,36].
Lischer beschrieb 1966 dann das ,extrinsische System® [27]. Auf diesen

Erkenntnissen basiert die moderne Forschung.

1.5.2 Priméare Hamostase

An der primaren Hamostase sind das Gefal3system, die Endothelzellen und die
Thrombozyten beteiligt. Auf eine GefalRverletzung reagieren als erstes die
Plattchen mit einer Adhéasion an Kollagen und andere Komponenten der
subendothelialen extrazellularen Matrix. Gleichzeitig tritt oberhalb und unterhalb
der Gefal3lasion an allen GefalRen, die glatte Muskelzellen besitzen, eine
Vasokonstriktion auf. Es kommt zu einem gedrosselten Blutfluss [14,40].

Die Thrombozyten haften Uber Adhasivproteine, wie z.B. dem Von-Willebrand-
Faktor, an subendotheliale Strukturen, was zu einer Stimulierung der Zellen
fuhrt. Dies wird als Thrombozytenaktivierung bezeichnet. Der Von-Willebrand-
Faktor wird in den Endothelzellen und in Megakaryozyten synthetisiert und liegt
im zirkulierenden Blut als Komplex an Faktor VIII gebunden vor.

Bei der Adhasion werden die Plattchen kugelig und bilden stachelartige
Fortsatze. Ca**-lonen aus elektronendichten Granula aktivieren Aktin/Myosin-
Filamente, welche die Plattchen verformen. Unter ADP-Einfluss kommt es zur
zunachst  reversiblen  Thrombozytenaggregation. Thrombin, Adrenalin,
Serotonin, Thromboxan A, und der Plattchen-aktivierende Faktor (PAF, ein

Phospholipid aus Leukozyten) verstarken die ADP-Wirkung. ADP und seine
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Agonisten bewirken eine Konformationsanderung bestimmter Rezeptoren der
Thrombozytenmembran (Glykoproteine 1lb und llla). Fibrinogen bindet an diese
Rezeptoren und verknlpft immer mehr Blutplattchen miteinander. Durch
Anbindung von Thrombospondin (Glykoprotein, das aus Granula freigesetzt

wird) werden die Fibrinogenbriicken, die die Plattchen vernetzen, verfestigt [43].

1.5.3 Sekundare Hamostase

Der Thrombozytenpropf kdnnte fir sich allein gréf3ere GefalRlasionen nicht
abdichten. Deshalb tritt nun nach der ersten Blutstillung die Blutgerinnung in
Kraft.

Das plasmatische Gerinnungssystem hat die Aufgabe, den primaren Thrombus
aus aggregierten Thrombozyten durch die Einlagerung von polymerem Fibrin zu
stabilisieren.

Im Plasma existiert hierzu ein komplexes System von Proteinen, die in
Interaktion mit Faktoren der GefalBwand bzw. der extrazellularen Matrix die
Gerinnselbildung auslésen. Wichtig hierbei sind die sogenannten
Gerinnungsfaktoren | bis Xlll. Dabei handelt es sich um proteolytische Enzyme
(die aktivierenden Faktoren XIl, XlI, X, IX, VII, 1II und Kallikrein sind
Serinproteasen), die im Plasma in inaktiver Form als Proenzyme vorliegen und
sich erst bei Einleitung der Gerinnung in einer kaskadenartig darstellbaren Kette
von Reaktionen aktivieren. Das zentrale Enzym der plasmatischen Gerinnung

ist Thrombin, das Fibrinogen in Fibrin umwandelt [40,43].
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Abb. 8: Gerinnungskaskade aus [51]

Es lassen sich grundsatzlich zwei Aktivierungswege unterscheiden. Beim
extrinsischen System der Gerinnung l6sen Phospholipide und aktivierende
Proteine aus verletzten Gefal3- und Bindegewebszellen den Prozess aus. Beim
intrinsischen System l6sen plasmatische Faktoren den Prozess aus [43]. Beide
Aktivierungswege aktivieren Faktor X, welcher somit die Verbindung dieser
beiden Aktivierungswege darstellt. Der weitere Verlauf bildet die gemeinsame
Endstrecke, in der von Faktor X Prothrombin zu Thrombin gespalten wird.
Thrombin wiederum wandelt Fibrinogen in Fibrin. Mithilfe des Faktors Xl und
Ca?* werden die I6slichen Fibrinmonomere zu unléslichen Fibrinpolymeren
verknupft [43].
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1.6 Gerinnungstests

1905 konnte erstmals der Zusammenhang zwischen der Zugabe einer
Gewebskomponente ins Plasma und der Bildung eines Gerinnsels festgestellt
werden [30].

Die ersten Gerinnungstests wurden Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts
entwickelt. Die Gerinnungstests waren zunachst Globaltests, d.h. sie erfassten
alle Phasen der Fibrinbildung. Nachteil dabei war, dass diese Tests recht
unspezifisch waren und bei einer verlangerten Gerinnungszeit lediglich eine
Gerinnungsstorung anzeigten [36]. 1913 publizierten Lee und White in einer
klinischen Studie die Messung der Vollblutgerinnungszeit, was sozusagen ein
patientennaher Point-of-Care-Test (POCT) war [26]. 1916 veroffentlichte Howell
die Rekalzifizierungszeit [21].

Heute werden fur die klinische Routine bei der Analyse von plasmatischen
Gerinnungsstorungen Uberwiegend die Thromboplastinzeit nach Quick (TPZ
oder Quick-Wert) (engl. prothrombin time (PT)) und die aktivierte partielle
Thromboplastinzeit (aPTT) verwendet. Bei beiden handelt es sich um

Globalteste, die komplexe Funktionen der plasmatischen Gerinnung erfassen.

1.6.1 Thromboplastinzeit nach Quick

Armand James Quick publizierte 1935 den ersten eigentlichen, spéater
standardisierten Gerinnungstest [39]. Dieser Test dient der Bestimmung der
Thromboplastinzeit (TPZ) bzw. prothrombin time (PT) und ist ein empfindlicher
Screeningtest fur Stérungen des exogenen Systems. Mit diesem Test kdnnen
auch unter Verwendung von Mangelplasmaproben einzelne Faktoren des
exogenen Systems Uberpruft werden (Faktor II, V, VII und X). Marcumar und
andere Cumarinderivate wirken sich vor allem auf die Menge dieser Faktoren
aus, sodass die Uberwachung der oralen Antikoagulantientherapie ein
wichtiges Einsatzgebiet fur den Quick-Test darstellt [14,18]. Weitere
Indikationen sind der Nachweis von angeborenen oder erworbenen

Mangelsituationen der Faktoren IlI, V, VII und X, schwerer Vitamin-K-Mangel, da
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die Gerinnungsfaktorsynthese der Faktoren Il, VIl und X Vitamin-K-abhangig ist,

und die Beurteilung der Lebersyntheseleistung [18].

Bei der Messung der TPZ bzw. PT wird Citratplasma mit einer optimalen Menge

Gewebsthromboplastin  (Gewebefaktor und Phospholipide) und Calcium

versehen und somit der Gerinnungsvorgang ausgelost. Die Zeit bis zur Bildung

eines Fibringerinnsels kann mit verschiedenen Methoden gemessen werden:

Manuelle Methode (= ,H&kchenmethode®): Hierbei wird nach
Reaktionsstart ein Stab mit einer Ose aus Platin oder Kunststoff etwa
zweimal pro Sekunde in dem Reaktionsgemisch auf und ab bewegt und
die Zeit bis zum ersten Erscheinen eines Gerinnsels, welches an der
Ose haftet, gemessen.

Schnittger-Gross-Koagulometer: Ein auftretender Fibrinfaden schlief3t
den Stromkreis zwischen zwei Elektroden, wobei die Zeit gestoppt wird.
Kugelkoagulometrie: Der Reaktionsansatz befindet sich in einem sich um
die eigene Achse drehenden Ro6hrchen. Das Rohrchen enthélt eine
Stahlkugel, welche zunéchst bei der Drehung um die Langsachse des
Rohrchens am tiefsten Punkt des Rohrchens liegen bleibt. Erst nach
Bildung eines Gerinnsels wird die Kugel aus der Grundposition gezogen,
was ein auf Hohe des Rohrchens angebrachter Magnetsensor detektiert.
Optische Messung (Turbidimetrie): Feinste Fibrinfaden erzeugen ein
optisches Signal. In der mechanisierten Routineanalytik wird vor allem

dieses Verfahren angewandt [18].

Bei der Auswertung gibt es zwei Moglichkeiten das Ergebnis der TPZ

auszudrucken:

Angabe in Prozent der Norm:

Fur die Kalibration wird aus mindestens 40 Plasmaproben von Gesunden
ein Poolplasma hergestellt und dessen Prothrombinzeit als 100%
definiert. Durch Verdinnung dieses Poolplasmas mit physiologischer
Kochsalzlésung wird eine Kalibrationskurve erstellt. Die Gerinnungszeit
wird auf diese Kalibrierkurve bezogen und als Prozentwert ausgedrickt.
Angabe als ,International Normalized Ratio (INR)*: Da es bei der

Verwendung verschiedener Gewebsthromboplastine yAll
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unterschiedlichen Testergebnissen kommt und die Ergebnisse somit
schlecht miteinander vergleichbar sind, fuhrte die WHO 1983 die INR
ein. Hierbei kann die Abhangigkeit der Gerinnungszeit vom verwendeten

Thromboplastin und Gerat korrigiert werden [14,40].

1.6.2 Aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT )

1953 wurde zum ersten Mal Uber einen Test berichtet, der als partial
thromboplastin time (PTT) bezeichnet wurde. Dessen Gerinnungszeit fiel im
Plasma von hamophilen Patienten im Gegensatz zum Quick-Wert nicht normal
aus, sondern war verlangert. Als partielles Thromboplastin wurde ,Cephalin®
verwendet, die entscheidende Komponente waren gerinnungsaktive
Phospholipide [25].

Die PTT hatte den entscheidenden Nachteil, dass sie erhebliche inter- und
intraindividuelle Schwankungen aufwies. AufRerdem wiesen verlangerte
Gerinnungszeiten nicht immer auf ein Blutungsleiden hin.

1961 gelang dann eine Verbesserung durch eine Optimierung der
Gerinnungsaktivierung [36,38].

In dem als aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) bezeichneten Test wird
Plasma zunachst mit einem geeigneten Phospholipid (z.B. aus Sojabohnen)
und einer aktiven Oberflachensubstanz zusammengebracht, da zur optimalen
Aktivierung der Gerinnung zumindest in vitro eine benetzbare Oberflache, z.B.
Glas oder eben eine oberflachenaktive Substanz, erforderlich ist. Dann erst wird
die Gerinnung durch Zugabe von Calciumionen gestartet.

Partielle Thromboplastine sind Phospholipide, die an ihrer negativ geladenen
Oberflache Gerinnungsfaktoren der sogenannten Vorphase (FXIl und FXI,
Prékallikrein und Kallikrein) anreichern und somit den Gerinnungsablauf in vitro
ermdglichen. Im Vergleich zu den Thromboplastinen enthalten sie keinen
Proteinanteil (Gewebefaktor) und werden daher als ,partielle Thromboplastine*®
bezeichnet. Die eigentlichen Aktivatoren der Gerinnung sind die

oberflachenaktiven Substanzen (z.B. Kaolin, Celit oder Ellagsaure) [40].
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In dieser Arbeit wurde fur die Aktivierung Dade Actin FS Reagenz verwendet,
welche Sojabohnenphospholipide und als Oberflachenaktivator Ellagsaure
enthdlt. Nach dreiminttiger Vorinkubation wurde die Gerinnung mit
Calciumchloridldsung gestartet.
Neben dem Quick-Test ist die aPTT bis heute der meistverwendete
Gerinnungstest.
Im Gegensatz zum Quick-Test, welcher Aussagen Uuber das exogene
Gerinnungssystem macht, ist die aPTT ein Screeningtest fur das endogene
Gerinnungssystem. Mangel oder Hemmung der Faktoren | (Fibrinogen), II, V,
VI, X, X, XI, XIl werden erfasst. Nicht erfasst wird Faktor VII. Nachdem durch
Phospholipide, oberflachenaktive Substanzen und Ca®*-lonen die Faktoren XlI
und Xl aktiviert wurden, wird die Zeit Uber das intrinsische System bis zur
Bildung eines Fibringerinnsels gemessen. Die Methoden hierzu wurden schon
oben in 1.6.1 beschrieben.
Neben dem Einsatz als Screeningtest fir das endogene System wird die aPTT
auch bei der Einstellung der richtigen Heparindosis und der
Therapielberwachung der Antikoagulation mit Heparin verwendet. Dabei ist zu
beachten, dass Heparin nur zusammen mit Antithrombin wirksam ist. Bleibt also
unter Therapie eine Verlangerung der aPTT aus, so muss der
Antithrombinspiegel kontrolliert werden.
Weitere diagnostische Einsatzmdglichkeiten ergeben sich aus den folgenden
Grinden fur eine verlangerte aPTT.
Eine Verlangerung kann folgende Ursachen haben:

- Hamophilie A (Mangel oder Defekt von Faktor VIII) oder B (Mangel oder

Defekt von Faktor 1X)

- Verminderte Aktivitat des Faktors VIl beim Von-Willebrand-Syndrom

- Leberfunktionsstérungen

- Vitamin-K-Mangel

- Cumarin-Derivat-Therapie

- Mangel der Faktoren Prakallikrein und High-Molecular-Weight-Kininogen

- Vorliegen von Lupus-Antikdrpern

Eine Verkirzung der aPTT hat keine pathognomonische Bedeutung.
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Ebenso wie beim Quick-Wert ergeben verschiedene Reagenzien recht
unterschiedliche Gerinnungszeiten bei derselben Probe. Deshalb muss jedes
Labor seinen eigenen Referenzbereich definieren.

Fur die Ermittlung der aPTT stehen bisher vor allem die bereits oben genannten

Methoden zur Verfiigung.

1.6.3 Activated Clotting Time (ACT)

Die Activated Clotting Time ist ein Test der aktivierten Koagulation. Sie ist ein
relativ einfacher, aber vor allem in Notféllen gut geeigneter Schnelltest fur die
Praxis. Es wird die Zeit gemessen, in der frisches Blut in Anwesenheit eines
Kontaktaktivators gerinnt. Hierzu wird Silicea (Kieselerde), meist Kaolin,
verwendet [12]. Als erster beschrieb Hattersley 1966 die Activated Clotting
Time. Er gab Vollblut in ein warmes Glasréhrchen und gab Kieselerde als
Kontaktaktivator hinzu. Dann wurden die Glasréhrchen hin und hergeschwenkt,
bis eine Koagulation ersichtlich war [19]. Zum ersten Mal kam die ACT in der
Mitte der 1970er-Jahre zur Uberwachung der Heparingabe wahrend Bypass-
OPs in die klinische Praxis [2].

Heute ist die ACT ein wichtiger und einfacher Test, um die Heparingabe
wahrend invasiven intravaskularen Eingriffen zu tiberwachen. Auch im Rahmen
eines Eingriffes unter Verwendung der Herz-Lungen-Maschine wird die ACT
genutzt. Sie hat im Vergleich zur aPTT, mit der ja ebenfalls die
Heparindosierung tberwacht werden kann, den Vorteil, dass die Durchfiuhrung
wahrend Eingriffen schneller und einfacher vonstatten geht. Dies lasst sich
schon allein damit begrinden, dass fur die ACT Vollblut bendtigt wird und somit
der Schritt des Zentrifugierens zur Plasma-Gewinnung, wie im Falle der aPTT-
Messung notig, entfallt.

Diverse Studien, wie z.B. die von Schriever in 1973 oder die von Congdon,
ebenfalls 1973, haben die aPTT und die ACT in Bezug auf die Korrelation zur
Heparindosierung verglichen. Es wurde ein linearer Zusammenhang zwischen
der Heparin-Dosis und der ACT-Kurve und ein logarithmischer Zusammenhang

zwischen der aPTT-Kurve und der Heparin-Dosis gefunden [2,9,45].
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Bowers und Ferguson beschreiben in ihrem Artikel ,Use of the Activated
Clotting Time in Anticoagulation Monitoring of Intravascular Procedures” zwei
automatische Messsysteme, mit denen die ACT bestimmt werden kann: Zum
einen Medtronic HemoTec ACT und zum anderen Hemochron®. Diese beiden
Systeme unterscheiden sich in der Messtechnik wie folgt: Das HemoTec-
Analysegerat misst Uber eine Art mechanischen Kolben, welcher in die mit
Kaolin versetzte Blutprobe getaucht wird, die Zeit, die der Kolben braucht um
sich durch die Blutprobe zu bewegen.

Das Hemochron®-Messgerat funktioniert Gber einen Magneten, der in ein
vorgewarmtes Glasrohrchen mit Aktivator gegeben wird. Die Blutprobe wird
hinzugegeben, und die Maschine rotiert das Probenrdohrchen. Bildet sich ein
Clot, so bewegt sich der Magnet mit im Kreis. Beim Vergleich dieser beiden
Messmethoden wurde auch festgestellt, dass die ACT eine Gerinnungszeit ist,
welche sich je nach Messgerat und Messverfahren sehr variabel verhalt. Jedes
Messgerét hat seine eigene ACT-Referenzzeit und ist mit anderen Methoden

nicht zu vergleichen [2].
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Labormaterial

2.1.1.1 Analysebehéltnisse
- Safe-Lock Tubes 2,0 ml und 1,5 ml von Eppendorf AG, Hamburg
2.1.1.2 Pipetten und Pipettenspitzen
- Pipetten: Eppendorf research 0,5-10 ul, 20-200 pl und 100-1000 pl
von Eppendorf AG, Hamburg
- Pipettenspitzen: epT.l.P.S. Standard 0,5-200 pl, 2-200 pl, 50-100 pl
von Eppendorf AG, Hamburg
2.1.1.3 Pinzetten
- 12 SA SMD von VOMM GmbH, Solingen
- 103 ACA EREM Swiss von Cooper Tools GmbH, Besigheim

2.1.2 Gerate

2.1.2.1 Warmeschrank

- Incucell V111 von MMM Medcenter Einrichtungen GmbH, Grafelfing
2.1.2.2 Lotkolben

- WSD 81 von Weller GmbH, Besigheim
2.1.2.3 pH-Meter und Elektrode

- pH-Meter: pH 211 von Hanna Instruments GmbH, Kehl am Rhein

- Elektrode: HI 1131 von Hanna Instruments GmbH, Kehl am Rhein
2.1.2.4 Spincoater

- Spin 150-v3-NPP von SPS Europe, Ingolstadt
2.1.2.5 Koagulometer/Gerinnungsanalysegeréate

- Biomatic 2000 von Sarstedt, Niumbrecht (Die genaue Funktionsweise

wird im Abschnitt 2.2.4 Messung der aPTT am Koagulometer erlautert.)
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- MC 1, MERLINmedical von ABW Medizin und Technik GmbH, Lemgo
(Die genaue Funktionsweise wird im Abschnitt 2.2.6 Messung der ACT
am Koagulometer erlautert.)

Es wurden zwei verschiedene Koagulometer verwendet, da im Zeitraum dieser
Arbeit das Labor den alten Koagulometer Biomatic 2000 von Sarstedt durch
den neuen Koagulometer MC 1 von MERLINmedical ersetzt hat und somit die
friheren aPTT-Messungen noch mit dem Koagulometer von der Firma Sarstedt
verglichen wurden. Die spateren ACT-Messungen wurden hingegen mit dem
Koagulometer MC 1 von MERLINmedical verglichen.

2.1.2.6 Zentrifuge

- 3 S-R von Heraeus, Hanau

2.1.3 Chemikalien

2.1.3.1 Aqua bidest.
- Milli-Q® vonMILLIPORE, Schwalbach
- Filter: Milli-Q Synthesis 230 V PROD von MILLIPORE, Schwalbach
2.1.3.2 Aceton
- Aceton p.a. 2 99,8 % von Merck KGaA, Darmstadt
2.1.3.3 Polyethylen
- Polyethylen, ~35000 Da von Sigma, Deisenhofen
2.1.3.4 TRIS/NaCl-Puffer
- Tris(hydroxymethyl)aminomethan p.a. von Merck KGaA, Darmstadt
- NAOH: Natriumhydroxidplattchen p.a. =2 99 % von Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
- NaCl: Sodiumchlorid von SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH, Steinheim
- HCI 32% p.a. von AppliChem GmbH, Darmstadt
2.1.3.5 N,-Gas
- Stickstoff (N2) von AIR LIQUIDE, Disseldorf
2.1.3.6 Piranha
- Schwefelsadure (H2S04) 95-97% von AppliChem GmbH, Darmstadt
- Wasserstoffperoxid (H202) 30 % von AppliChem GmbH, Darmstadt
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2.1.4 Blut, Plasma und Aktivatoren

2.1.4.1 Blut und Plasma

Unbehandeltes Citratblut, aus anonymisierten Blutspenden des ZKT
Tlbingen

Humanes Plasma, aus unbehandeltem Citratblut zentrifugiert, aus
anonymisierten Blutspenden des ZKT Tubingen

Coagulation 9NC/5 ml, Monovette® (S-Monvette® Citrat) von Sarstedt,

Numbrecht

2.1.4.2 Aktivatoren

Dade Actin FS von Dade Behring Marburg GmbH, Marburg
12 g Kaolin /100 ml NaCl von der AG der THG-Chirurgie Tubingen selbst
hergestellt und unserer Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellit.

CaCl,-Losung 0,025 mol/l von Dade Behring Marburg GmbH, Marburg

2.1.5 QCM-Sensor

2.1.5.1 Quarz

Polierte Quarzscheibe, AT-Schnitt, Durchmesser 8,5 mm, Goldelektrode
Uber ganze Scheibe, Frequenz 10 MHz,

Konstruktion: Dr. rer. nat. Frank Gehring, Tibingen,

Herstellung: KVG Quartz Crystal Technology GmbH,

Neckarbischofsheim

2.1.5.2 Quarzhalterung

28

Haltering aus PP (Polypropylen), Innendurchmesser: 10 mm,
AuRRendurchmesser: 16 mm, Hohe: 1,3 mm.

Konstruktion: Dr. rer. nat. Frank Gehring, TUbingen
Herstellung: AG Gehring, Tubingen

Selbstklebende Polyolefinfolie, Innendurchmesser: 7 mm,
AuRRendurchmesser: 10 mm

Konstruktion: Dr. rer. nat. Frank Gehring, Tubingen

Herstellung: AG Gehring, Tubingen
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2.1.6 Blutanalysegerat und Flie3injektionsanlage

- Blutanalysegerat FidgeType FgT1,

Entwicklung und Herstellung: Dr. rer. nat. Frank Gehring, Tubingen

2.2 Methoden

2.2.1 Schwingquarzpréaparation

2.2.1.1 Reinigung

Der Schwingquarz wurde zunéchst 60 Sekunden in Aceton getaucht.
Anschliel3end wurde er mit H,O bidest. gespult und dann mit N, getrocknet. Der
trockene Quarz wurde 60 Sekunden in eine frische Piranha-Losung getaucht.

Daraufhin wurde er wieder mit H,O bidest. abgespuilt und mit N, getrocknet.

2.2.1.2 Quarzbeschichtung mit Polyethylen

In dieser Arbeit wurden ausschlie3lich mit Polyethylen (PE) beschichtete
Quarze verwendet. Lothar Muller konnte in seiner Dissertation ,Schwingquarze
als  Hamostase-Sensoren® feststellen, dass die PE-beschichteten
Schwingquarze mit ihren hydrophoben Oberflacheneigenschaften als
Gerinnungssensor geeignet sind. Hingegen ist es bei einer hydrophilen
Sensorbeschichtung, wie der von Miller getesteten StarPEG-Beschichtung
(Sternférmiges Polyethylenglykol) nicht mdglich, eine ablaufende Blutgerinnung
zu detektieren [31]. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse wurden in dieser Arbeit
nur PE-beschichtete Schwingquarze fur die Gerinnungsmessungen verwendet.
Der gereinigte Quarz wurde in den Spincoater eingelegt und im Vakuum fixiert.
Bei 3000 Umdrehungen pro Minute wurden 20 pl PE auf die Quarzoberflache
pipettiert und der Quarz wurde bei 3000 Umdrehungen fir 180 Sekunden im
Spincoater belassen.

Nach der Beschichtung wurde der Quarz fur 15 Minuten bei 70C in den
Trockenschrank gelegt, um mdglichst viel Loésemittel verdampfen zu lassen.

2.2.1.3 Einkleben des Schwingquarzes in einen Polypropylen-Haltering
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Abschlie3end wurde der fertig beschichtete Schwingquarz in einen Haltering
aus Polypropylen (PP) eingeklebt.

Abb. 9: Schwingquarz im Grol3envergleich zu einer 1 Cent-Mlnze

2.2.2 Quarzinkubation

Auf den Quarz wurden fur 10 min 100 pl Vollblut gegeben. Dabei wird Protein
auf der Quarzoberflache abgelagert. Nach 10 min wurde der Quarz zunachst
mit Tris/NaCl-Puffer, danach mit Aqua bidest. abgespilt und mit N, (Stickstoff)
getrocknet.

2.2.3 Messung der aPTT auf der FidgeType FgT1 -Anlage

2.2.3.1 Verwendete Analyten

Im klinischen Alltag wird derzeit die aPTT aus Plasma gemessen. Dieses
Plasma wird mit einem Aktivator inkubiert; anschlie3end wird die Gerinnung
durch Calciumzugabe ausgelost. Obwohl zur Messung der aPTT in der
klinischen Routine kein Vollblut bzw. Citratblut zum Einsatz kommt, sondern,

wie bereits erwdhnt, Plasma, wurde in dieser Arbeit auch mit Vollblut
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gemessen. Die Messungen mit Vollblut sind vor dem Hintergrund gemacht
worden, dass schliel3lich ein Gerat entwickelt werden soll, das mdglichst schnell
und einfach genaue Informationen zum Gerinnungsstatus des Patienten liefert.
Dies ist natirlich aus Vollblut praktischer, wenn der Arbeitsschritt der
Zentrifugation zur Herstellung von Plasma entfallen kann. Die Ergebnisse sollen
zeigen, ob man auch mittels Vollblut relevante Ergebnisse zur
Gerinnungsdiagnostik erhalten kann.

Deshalb wurden also verschiedene Analyten verwendet, um eben auch die
Messergebnisse miteinander vergleichen zu konnen und die Fahigkeit des
Schwingquarzes zur Gerinnungsdiagnostik sowohl aus Vollblut als auch aus
Plasma beurteilen zu kénnen. Das Messvorgehen zur Bestimmung der aPTT
war bei allen Analyten dasselbe und wird im nachsten Abschnitt erlautert. Hier
sollen nun zunachst die verschiedenen Analyten aufgelistet werden:

Citratblut:

Es wurden 5 ml Citratblut in Citrat-Monovetten verwendet. Diese stammen von
der Blutspendezentrale Tibingen.

Die RoOhrchen wurden den Spendern in der Zellseparation oder der
Vollblutspende frisch abgenommen und innerhalb der né&chsten Stunden
verarbeitet. Bei den Messungen war das Blut je nach Messdauer maximal
5 Stunden alt.

Das Citratblut wurde bei den ,Vollblut-Messungen unverdinnt‘ ohne weitere
Verarbeitung verwendet.

Citratblut-Verdiinnungen:

Zum Vergleich der Gerinnungszeiten untereinander und der Streuung dieser,
wurden mehrere Verdiinnungen angefertigt. Durch die Verdiinnungen konnten
auch langere Gerinnungszeiten simuliert werden. Diese Verdlinnungen wurden
mit Tris/NaCl-Puffer folgendermal3en angefertigt:

Verdinnung 2:1: zwei Teile Citratblut und ein Teil Puffer

Verdinnung 1:1: ein Teil Citratblut und ein Teil Puffer

Verdinnung 1:1,5: zwei Teile Citratblut und drei Teile Puffer

Verdunnung 1:2: ein Teil Citratblut und zwei Teile Puffer
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Plasma:

Aus dem frischen Citratblut wurde plattchenarmes Plasma (PPP) hergestellt.
Dazu wurde das Citrat-Rohrchen fiir 10 min bei 1500 g zentrifugiert.

Die Herstellung mittels 10 mindtiger Zentrifugation bei 1500 g resultiert aus den
Zentrifugationsempfehlungen der Firma Sarstedt fur deren S-Monovette® Citrat,
welche hier verwendet wurde [52].

Der Uberstand wurde abpipettiert und fiir die Messungen verwendet.

Dieses Plasma wurde bei den ,Plasma-Messungen unverdinnt* ohne weitere
Verarbeitung verwendet.

Plasma-Verdiinnungen:

Auch hier wurden wieder Verdiunnungsreihen zum Vergleich hergestellt. Die
Verdinnungen waren dieselben wie bei den Messreihen der
Vollblutmessungen. Statt Citratblut wurde hier Plasma in den Verhéltnissen 2:1;
1:1; 1:1,5; 1:2 mit Puffer verdiinnt. Die erste Zahl bezieht sich hierbei immer auf
das Plasma, die zweite Zahl auf den Puffer.

Die verwendeten Analyten wurden, ebenso wie der Aktivator Dade Actin FS und
die CaCl,-Losung, auf 37 °C eingestellt.

Bei den Verdunnungsreihen wurden auch immer der Aktivator Dade Actin FS
und die CaCl,-Losung im gleichen Verhaltnis wie die Blut- bzw. Plasmaproben

mit Tris/NaCl-Puffer verdinnt.

2.2.3.2 Messablauf

Der Schwingquarz wurde in die Messzelle eingelegt und die Messzelle Gber den
Bajonettverschluss verschlossen. Dann wurde mittels einer Einzel-
Admittanzmessung die Resonanzfrequenz, die Konduktanz und die Gite des
Quarzes uberpruft und bei einer zu geringen Kontaktierung der
Bajonettverschluss nachgezogen. Ein Screenshot der Einzel-
Admittanzmessung findet sich unter 1.3 FidgeType FgT1-Anlage (Abb. 6). Mit
einer FlieRgeschwindigkeit von 0,6 ml/min wurde Tris/NaCl-Puffer in die
Messzelle gepumpt, bis die ganze Quarzoberflache mit Puffer bedeckt war.
Dabei wurde darauf geachtet, dass sich keine Luftblasen gebildet haben. Der

Fluss wurde auf 0,1 ml/min heruntergestellt und nach einer erneuten
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Uberprufenden Einzel-Admittanzmessung (siehe Abb.7 unter 1.3) die
kontinuierliche Admittanzmessung gestartet. Als die Frequenz annéhernd
konstant blieb, wurde der Fluss auf 0,8 ml/min erhdht und die Datenerfassung
gestartet.

100 ul des vorgewarmten Analyten wurden in ein Eppendorfcup gegeben und
wiederum bei 37 °C warm gestellt. Der Analyt wurde fir 3 min mit 100 yl 37 T
warmen Dade Actin FS aktiviert. Dann wurde die Pumpe angehalten und im
selben Moment die Probe mit 100 yl CaCl,-Losung versetzt. Der zufiihrende
Schlauch wurde nun von dem Pufferbehaltnis herausgenommen und in die
aktivierte Probe gehalten und die Probe mit 0,8 ml/min aufgezogen. Nach
10 Sekunden war die Messzelle mit der Probe befillt und der Fluss wurde
wieder angehalten. Die Gerinnungszeit in der Messzelle wurde mithilfe der
Frequenzmessung bestimmt, indem der Zeitpunkt des Frequenzabfalls als
Gerinnungszeitendpunkt festgelegt wurde.

Zum besseren Verstandnis folgt nun eine schematische Ablauf-Skizze:

Stopp

200 plfmin alt.
lut

Stopp
#2000 plitnin Puffer l

————

_ - = t
100 pl Blut/ =180 =i o

Plasma 100 pl dctin Fs 100 pl CaCly

‘a N b

v o :

Abb. 10: Schematischer Ablauf der Vorgehensweise bei einer aPTT-Messung.
Oberhalb der Zeitachse ist das Vorgehen an der Anlage, unterhalb der
Zeitachse das parallele Vorgehen im Probengefal? dargestellit.
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2.2.3.3 Messreihen

Es wurden von jeder Citrat-Monovette mehrere Messungen gemacht, um eine
Streuung der Ergebnisse ermitteln und beurteilen zu kénnen.

Bei den ersten Messreihen, bei denen nur Vollblut analysiert wurde, waren das
bis zu 4 Quarzmessungen je Blutprobe. Bei den spateren Plasma-Messungen
wurden immer 3 Plasma-Messungen durchgefuhrt und jeweils noch eine
Vollblut-Messung aus derselben Blutprobe zur Kontrolle und zur
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen Plasma und Vollblut gemacht.

Hierzu wurden zwei Monovetten derselben Person angefordert. Eine wurde
zentrifugiert und das entstandene Plasma fur Plasma-Messungen verwendet.
Aus der zweiten Monovette wurden Vollblut-Messungen durchgefiihrt. Aus
diesem Grund sind auch im spateren Ergebnisteil bei den Tabellen der Vollblut-
Ergebnisse ofters auch Proben mit nur einer Messung zu finden. Dies sind dann
immer die Kontrollmessungen aus den Plasma-Messreihen, welche eben auch
innerhalb der Vollblutergebnisse hinzugezogen und verglichen wurden.

In einer letzten Messreihe wurden zur besseren Vergleichbarkeit, wenn
maoglich, drei Plasma- und drei Vollblut-Messungen durchgefuhrt. Daher gibt es
einige Plasma-Messungen, bei denen nur eine Blutkontrolle durchgefihrt
wurde. Dahingegen kdénnen bei manchen Messungen bis zu 3 Blutkontrollen

zum Vergleich herangezogen werden.

2.2.4 Messung der aPTT am Koagulometer

Die Gerinnungszeit der einzelnen Blut- und Plasmaproben wurde vor der
Messung mit dem Schwingquarz am Koagulometer Biomatic 2000 von Sarstedt
bestimmt.

Die Koagulometermessung am Koagulometer Biomatic 2000 von Sarstedt
funktioniert nach einem elektrodynamischen Vibrations-Dampfungs-Prinzip. In
dem fir 8 Messungen ausgelegten Probenteller, der auf 37 °C temperiert wird,
wird mittels eines Vibratorstdbchens bei Zugabe des Startreagenz eine
Amplitudendampfung registriert und der Start der Stoppuhr ausgelost. Bei einer
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eintretenden Gerinnung verkleinert sich die Amplitude des Vibrationsstadbchens
durch die Viskositatsdnderung und die Zeitzahlung stoppt [37,41].

Fur die Kontrollmessung wurden 100 pyl Analyt in die Reaktionskammer
gegeben und anschlielend mit 100 pl Dade Actin FS inkubiert. Nach 180 s
Inkubationszeit wurde das Vibratorstdbchen in die Probe getaucht und die
Gerinnung mit 100 ul CaCl, ausgel6st. Im Falle der Verdinnungen wurden auch
100 ul verdinnter Analyt mit 100 yl im selben Verhéltnis verdinntem Dade
Actin FS und 100 ul verdunnter CaCl,-L6sung verwendet. Somit wurde immer
mit derselben Probenzusammensetzung wie auch auf der Anlage FidgeType
FgT1 die Gerinnungszeit auf dem Koagulometer bestimmt. Es wurden von jeder
Citrat-Monovette mindestens 3 Koagulometermessungen gemacht und daraus
der Mittelwert errechnet. Dieser Mittelwert wurde dann zum Vergleich mit den

Quarzmessungen derselben Blutprobe herangezogen.

2.2.5 Messung der Activated Clotting Time (ACT) an  der Anlage

Die Activated Clotting Time (ACT) wird in der Klinik direkt aus frischem Vollblut
gemessen. Dabei wird frisch enthommenem Vollblut Kaolin als Aktivator
zugesetzt, die Probe 25 s geschwenkt, um eine Durchmischung der Analyten zu
erreichen, und dann die Zeit bis zu einer Clotbildung ermittelt.

Dieses Vorgehen lasst sich im Labor nicht genau nachstellen, da wir kein frisch
entnommenes Vollblut zur Verfiigung haben. Vielmehr muss Citratblut aus der
Blutbank verwendet werden, weswegen dieser Versuchsaufbau durch die
Zugabe von CaCl,-Losung zur Auslésung einer Gerinnung erweitert werden
muss.

Um maoglichst nahe an dem eigentlichen Messverfahren zu bleiben, um aber
auch ein fur die Messung mit dem Schwingquarz praktikables Messverfahren zu
erlangen, wurde folgendes Vorgehen gewahlt:

Zunachst wurden 90 pl Citratblut in ein Eppendorf-Cup gegeben und mit 10 pl
Kaolin versetzt. Nun wurden diese Analyten fir etwa 20 s mit der Pipette
durchmischt. Bei den Vergleichsmessungen auf dem Koagulometer MC 1 von

MERLINmedical entfiel diese Durchmischung mit der Pipette, da bei dem
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Messgerat das Probengefald automatisch gedreht wird, sich dabei eine kleine
Magnetkugel durch die Analyten bewegt und fiir eine Durchmischung sorgt.
Nach diesen 20s Durchmischungszeit wurden 5s fir den weiteren
Versuchsablauf benétigt, z.B. zum Wechseln der Pipettenspitze, um mit der
neuen Pipettenspitze die CaCl,-Losung aufziehen zu kdnnen. Somit wurde
nach insgesamt 25 s Inkubationszeit 100 uyl CaCl,-L6sung hinzugegeben und
nun analog zu den aPTT-Messungen auf der Schwingquarzanlage gleichzeitig
die auf 0,8 ml/min eingestellte FlieRinjektionsanlage gestoppt, der zufiihrende
Schlauch in die nun mit CaCl,-L6sung versetzte Probe getaucht und diese flr
10 s mit 0,8 ml/min in die Messkammer aufgezogen. Nun wurde wieder der
Frequenzverlauf beobachtet und der Zeitpunkt des Frequenzabfalles mit dem
Gerinnungszeitpunkt gleichgesetzt.

Zur Verdeutlichung ist dieses Vorgehen schematisch skizziert:

Stopp
%

S T ————— . T——

=253 t=0s t=103 t

800 plimin akt.
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800 plimin Puffer l

; 20 & Dreherdschung
%J pl Blut 10 u‘LKaolm it Fipette 100 ul\‘CaCIZ

Abb. 11: Schematischer Ablauf der Vorgehensweise bei einer ACT-Messung.
Oberhalb der Zeitachse ist das Vorgehen an der Anlage, unterhalb der
Zeitachse das parallele Vorgehen im Probengefal? dargestellit.
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2.2.6 Messung der ACT am Koagulometer

Die Gerinnungszeit der einzelnen Blutproben wurde vor der Messung mit dem
Schwingquarz, ebenso wie auch zuvor bei den aPTT-Messungen, am
Koagulometer bestimmt.

Das Gerat MC 1 von MERLINmedical ist ein halbautomatisiertes, mechanisches
Gerinnungserkennungssystem, das zur Bestimmung von Prothrombinzeit (PT),
aPTT und Fibrinogenkonzentrationen sowie anderer Clottingtests eingesetzt
wird.

Die Probe, in diesem Falle die unbehandelte Citratblutprobe, wird von Hand mit
einer geeigneten Pipette in das Probengefald gegeben.

Der Messvorgang funktioniert nach folgendem Prinzip:

Auf dem Messplatz wird eine speziell angefertigte Kiivette platziert, in der sich
eine Stahlkugel befindet. Da der Messblock leicht schrag angeordnet ist, bleibt
die Kugel aufgrund der Schwerkraft immer am niedrigsten Punkt der Klvette, in
dessen HoOhe ein Magnetsensor angebracht ist, liegen. Wird nun Blut oder
Plasma in diese Klvette pipettiert, beginnt die vorgewahlte Inkubationszeit, und
das Gerat dreht die Kulvette um die Langsachse. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wird das Start-Reagenz hinzugefligt und gleichzeitig die
Messung gestartet. Beim Einsetzen der Gerinnung wird die Kugel vom dem sich
bildendem Gerinnsel aus der Grundposition gezogen und der Magnetsensor
detektiert einen magnetischen Impuls, der ein Stoppen der Messung zur Folge
hat [29].

Fur die Kontrollmessungen wurden 90 ul Citratblut in die Messkuvette gegeben
und dann erst die Kiuvette auf den Messplatz gegeben. Darauf wurden 10 pl
Kaolin dazupipettiert und eine Inkubationszeit von 25 s gewéahlt. Nach Ablauf
dieser 25s wurden 100 uyl CaCl,-Lésung hinzupipettiert und die
Gerinnungszeitmessung automatisch gestartet. Das Messergebnis konnte dann
direkt vom Display des Gerates abgelesen werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Messung der aPTT mittels Schwingquarz

3.1.1 Nachweis einer Blutgerinnung

Die Gerinnung des Blutes oder Plasmas wurde Uber einen deutlichen
Frequenzabfall detektiert. Nach dem Aufziehen der Probe in die Messkammer
wurde hierzu der Verlauf der Frequenzmessung auf dem Monitor beobachtet
und die Messung so lange fortgefiuhrt, bis die Frequenz nicht mehr weiter fiel.
Um zu untersuchen, ob man wirklich diesen Frequenzabfall auf das Stattfinden
einer Gerinnung zurickfihren kann, wurden verschiedene Negativproben
durchgeflihrt. Zunachst soll aber eine exemplarische aPTT-Messung erlautert

werden, welche mit Vollblut als Analyt durchgefihrt wurde.

Messung der aPTT mit unverdiinntem Vollblut
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Abb. 12: Frequenzénderung einer Vollblutprobe nach Zugabe von
Dade Actin FS als Aktivator, 3 min Inkubationszeit und an-
schlielRender CaCl,- Zugabe zur Auslésung der Gerinnungs-
kaskade.
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Anhand des Graphen kann man sehr gut den typischen Verlauf der
Frequenzéanderung erkennen. Zur Skalierung der y-Achse ist zu sagen, dass es
sich immer um die Frequenzanderung Af (in Hz) im Vergleich zur
Ausgangsfrequenz zu Beginn der Messung handelt. Da die Messung gestartet
wurde, als noch Puffer Gber den Quarz gepumpt wurde, also vor Beginn der
eigentlichen Gerinnungsmessung mit Blut, ist dieser Startpunkt mit einer
Frequenz von O auf der y-Achse nur sehr selten bei den Diagrammen in der
vorliegenden  Arbeit, welche den  Zeitrahmen der eigentlichen
Gerinnungsmessung erfassen, mit abgebildet. Vor dem Aufziehen der Probe
wurde mittels der FlieR3injektionsanlage Puffer mit einer Geschwindigkeit von
0,8 ml/min durch die Messkammer tber den Quarz gepumpt. Wie man auch an
dem schematischen Ablauf in Abb. 10 sehen kann, wird parallel zu dieser Zeit
die Blutprobe in einem Eppendorfcup mit dem Aktivator inkubiert. Wéahrend
dieser Zeit misst die Anlage mit dem mit Puffer bedeckten Schwingquarz mit
geringen Schwankungen eine nahezu konstante Frequenz. Um die Gerinnung
auszulésen, wurde die FlieR3injektionsanlage bei 0 Sekunden angehalten und
zeitgleich in das Probengefald 100 pyl CaCl, zugegeben. Mdglichst rasch, hier
nach 6 s, wurde die Probe in die Messkammer gepumpt; nach 10 s ist dieser
Vorgang abgeschlossen, und wiederum wurde die Flie3injektionsanlage, hier
nach 16 s, angehalten und der Frequenzverlauf beobachtet.

Zum besseren Verstandnis wurde der Ablauf bereits in Abb. 10 schematisch

skizziert.
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Messung der aPTT mit unverdinntem Vollblut
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Abb. 13: AusschnittsvergréRerung aus Abbildung 12.

Man erkennt nun, dass durch das Anhalten der Pumpe bei 0 s die Frequenz mit
etwa 5 s Verzdgerung steigt, beim Weiterpumpen ab 6 s wieder 5 s lang sinkt.
Beim erneuten Anhalten der Pumpe bei 16s sieht man nach den 5s
Verzdgerung einen Frequenzanstieg, der aber in einen sehr deutlichen
Frequenzabfall Gbergeht. Das Maximum liegt hier bei 32's, also 32 s nach
CaCl,- Zugabe. Der Gerinnungszeitpunkt lasst sich also bei 32 s festlegen.
Nach einem starken Frequenzabfall gelangt man wieder zu einer konstanten
Frequenz, die nun deutlich unter der Ausgangsfrequenz liegt.

Es wurden nun verschiedene Negativproben durchgefihrt, bei denen es zu gar

keiner oder nur zu einer sehr spaten Gerinnung kommen konnte.
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3.1.2 Negativproben

3.1.2.1 Messung ohne Blut

Bei folgender Messung wurde der Messablauf wie fir Positivproben
beibehalten. Anstatt 100 ul Blut wurden 100 pl Tris/NaCl- Puffer eingesetzt. Der
Puffer wurde mit 100 yl Dade Actin FS inkubiert und nach 3 min mit 100 pl

CaCl, versetzt.

Negativkontrolle ohne Blut
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Abb. 14: Frequenzanderung einer Negativprobe mit Puffer statt Blut nach
Zugabe von Dade Actin FS als Aktivator, 3 min Inkubationszeit
und anschlieBender CaCl,- Zugabe.

Die CaCl,- Zugabe erfolgte bei 11820 s, das Aufziehen der Probe wurde bei
11837 s gestoppt. Man erkennt, dass nach den Frequenzschwankungen, die
durch das Anhalten und Starten der Flie3injektionsanlage verursacht werden,
ein sehr steiler Frequenzanstieg zu erkennen ist, der sich einer konstanten
Frequenz asymptotisch annéhert. Die CaCl,-Zugabe erfolgte bei 11820 s, das
Aufziehen der Probe wurde bei 11837 s gestoppt. Die Endfrequenz liegt jetzt

nicht mehr niedriger als die Startfrequenz, sondern deutlich hoher. Die hohen
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Werte der Sekunden auf der x-Achsen-Skalierung hangen mit der
Messaufzeichnung der Software zusammen. Diese beginnt beim Starten der
Frequenzverlaufsaufzeichnung die Sekunden fortlaufend zu speichern. Wenn
man nun mit der eigentlichen Gerinnungsmessung erst nach einer gewissen
Zeit, wenn die Frequenzaufzeichnung schon eine Weile lauft, beginnt, erhéalt
man diese hohen Sekundenanzahlen, wie sie auch in den folgenden
Abbildungen der vorliegenden Arbeit immer wieder zu sehen sind.

Die Messung ohne Blut fuhrt, wie zu erwarten war, zu keiner Gerinnung. Sie
wurde durchgefuhrt, um festzustellen, dass der Aktivator Dade Actin FS keine

Wechselwirkungen mit dem Schwingquarz verursacht.

3.1.2.2 Messung ohne Aktivator Dade Actin FS

Hier wurde nun nicht das Blut durch Puffer ersetzt, sondern der Aktivator Dade

Actin FS. Das Ubrige Vorgehen war das gleiche.

Negativkontrolle ohne Aktivator
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Abb. 15: Frequenzéanderung einer Negativprobe mit Vollblut und Puffer
anstatt Dade Actin FS als Aktivator, 3 min Inkubationszeit
und anschlieBender CaCl,- Zugabe.
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Da dem verwendeten Citratblut Calcium zur Auslosung einer Gerinnung
zugefihrt werden muss und dies durch die CaCl,-Zugabe gewahrleistet ist,
findet hier eine Gerinnung statt. Der Aktivator beschleunigt den Prozess der
Gerinnung, sodass man hier, beim Fehlen dieses Aktivators, von einer stark
verzogerten Gerinnung ausgehen muss. Die CaCl,-Zugabe erfolgte hier bei
5320 s. Das Maximum der folgenden Kurve liegt bei 5504 s. Wenn man nun
dieses Maximum wie bisher auch als Zeitwert einer Blutgerinnung verwendet,
kann man hier von einer Gerinnungszeit von 204 s ausgehen. Der
Vergleichsmittelwert  des Koagulometers  liegt  bei 145 s. (Die
Koagulometermessungen schwankten stark, was auf das Fehlen des Aktivators

Dade Actin FS und die alleinige Kontaktaktivierung zuriickzuftihren ist.)
3.1.2.3 Messung ohne Calciumchloridlésung

Hier wurde nun die CaCl,-Lésung durch Puffer ersetzt. Das ubrige Vorgehen

war das gleiche.

Negativkontrolle ohne Calciumchlorid
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Abb. 16: Frequenzanderung einer Negativprobe mit Vollblut,
Dade Actin FS als Aktivator, 3 min Inkubationszeit
und anschlieRender Puffer- statt CaCl,- Zugabe.
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Der Puffer wurde bei 3300 s hinzugegeben und die Messung noch 700 s
fortgefuhrt. Ab 3365 s beginnt die Frequenz zu steigen, ein einer Gerinnung
zuzuordnender Frequenzabfall lasst sich nicht erkennen. Auch auf dem
Koagulometer ergab die Messung kein Ergebnis, beim Offnen der Messkammer
liel3 sich auch keine Gerinnung ausmachen.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass man eine stattfindende Gerinnung

mittels eines Frequenzabfalls ermitteln kann.

3.1.3 aPTT — Messungen mit Vollblut

Wie bereits erwahnt wurden aus jeder Blutprobe mindestens 3 Koagulometer-
Messungen durchgefuhrt und der Mittelwert errechnet und aus derselben
Blutprobe auch mehrere Quarz-Messungen durchgefihrt, um das Ausmal3 der
Streuung beurteilen zu kénnen.

Bei einigen Proben wird man in den unteren Tabellen und Schaubildern nur
eine Messung pro Probe finden. Das liegt daran, dass dies die Ergebnisse aus
der Blutkontrollmessung der Plasma-Messungen sind, die hier noch in die
Gesamtliste der Vollblut-Messungen mit aufgenommen wurden (z.B. Probe 4
und Probe 5 in der Tabelle der unverdiinnten Vollblut-Messungen).

Zunachst werden die Ergebnisse aus den unverdiinnten Messreihen dargelegt

werden.
Vollblut Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnun  gszeit
unverdinnt Schwingquarz nach [in s]:  im Koagulomete r[in s]:
Probe 1 32 34
27 34
28 34
25 34
Probe 2 30,7 39
28,2 39
27,8 39
Probe 3 28,8 32,8
30,8 32,8
31 32,8
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Probe 4

Probe 5

Probe 6

259

25,2

24,3
25,3

33

32,3

35,9
35,9

Tabelle 1: Messergebnisse der unverdinnten Vollblut-Messungen

Bei den Verdinnungsreihen ergaben sich folgende Ergebnisse:

Vollblut
Verdinnung 2:1

Probe 1

Probe 2

Probe 3

Probe 4

Probe 5

Frequenzabfall auf
Schwingquarz nach [in sJ:

37,1
31,2
34,4

34,2
37,5
36,3
41,9
39,1
37,4

36,9
37,2

Vergleich zur Gerinnun

im Koagulo

meter [in s]:

41
41
41

44,9
44,9
44,9
42,5
38,7
40,4

40,4
40,4

gszeit

Tabelle 2: Messergebnisse der 2:1 (Blut : Puffer) verdinnten Vollblut-
Messungen

Vollblut
Verdinnung 1:1

Probe 1

Probe 2

Probe 3

Probe 4

Frequenzabfall auf
Schwingquarz nach [in s]:

50,2
49,6

43,1
35,7
37,8

52,3
51,7
48,3

40,4

Vergleich zur Gerinnun

im Koagulo

meter [in s]:

49,4
49,4

49,9
49,9
49,9

57,1
57,1
57,1

44,2

gszeit
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Probe 5 44.6 45,1
Probe 6 43,8 45,6
Probe 7 48,4 46,3
Probe 8 40 48
44,1 48
40,9 48

Tabelle 3: Messergebnisse der 1:1 (Blut : Puffer) verdinnten Vollblut-

Messungen

Vollblut Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnun  gszeit
Verdinnung 1:1,5  Schwingquarz nach [in s]:  im Koagu lometer [in s]:
Probe 1 71,8 77,3

79,1 77,3
Probe 2 62,5 62,4
Probe 3 53,8 54,7
Probe 4 58,6 62
Probe 5 43,4 53,8
Probe 6 57,4 66

48,8 66

Tabelle 4. Messergebnisse der 1:1,5 (Blut : Puffer) verdiinnten Vollblut-

Messungen
Vollblut Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnun  gszeit
Verdinnung 1:2  Schwingquarz nach [in s]:  im Koagulo meter [in s]:
Probe 1 88,5 97,5
89,6 97,5
96,5 97,5
Probe 2 64,3 76,8
62,9 76,8
Probe 3 50 75,3
Probe 4 63,9 63,7
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Probe 5 64,5 72,5
58,4 72,5
61,4 72,5

Tabelle 5: Messergebnisse der 1:2 (Blut : Puffer) verdiinnten Vollblut-
Messungen

Hier sind die verschiedenen Verdlinnungen aufgelistet und mit ihnen der
zeitliche Rahmen, in dem sich die Frequenzabfalle des Quarzes befanden.
Allerdings muss hier natirlich auch bedacht werden, dass jeweils verschiedene
Blutproben untersucht wurden, sodass es durchaus sein kann, dass je nach
Patient die aPTT kirzer oder langer ausfallt.
Bei den Messungen der klinischen Routine, die allerdings — wie bereits erwahnt
— mit Plasma durchgefuhrt werden, liegen die Normwerte zwischen 28 und 40
Sekunden. Die in dieser Arbeit ermittelten Werte befanden sich in folgenden
Bereichen:
Unverdinnt: 24,3 — 32 Sekunden
Verdinnung 2:1: 31,2 — 41,9 Sekunden
Verdinnung 1:1: 35,7 — 52,3 Sekunden
Verdinnung 1:1,5: 43,4 — 79,1 Sekunden
Verdinnung 1:2: 50 — 96,5 Sekunden
Wie man sieht, verlangern sich die Zeiten mit steigender Verdiinnung. Auch die
Spannweite der Ergebnisse wird mit hoéherer Verdinnung groRer. Die
unverdinnten Messungen liegen etwas unterhalb und im unteren
Referenzbereich der klinischen Normwerte. Die Verdinnung 2:1 liegt noch sehr
gut im Referenzbereich bis leicht dartber. In der Verdinnung 1:1 liegen nur
noch drei von finfzehn gemessenen Werten im Referenzbereich (35,7 s; 37,8 s
und 40 s), der Rest daruber. Bei den letzten beiden Verdinnungen liegen die
Werte deutlich dartiber und haben auch eine so breite Streuung, dass sinnvolle
Gerinnungsmessungen aus Vollblut damit definitiv nicht méglich sind.
Als nachstes soll der Vergleich Schwingquarz — Koagulometer néher beleuchtet
werden, was anhand der bisher aufgefihrten Tabellen und Schaubilder
geschehen soll. Hierzu kann man auch noch ein Gesamtdiagramm aller

Verdinnungen heranziehen:
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aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Vollblut alle Verdiinnungen

100

90 s

80 -
70
/ .
*
60 / . .
£ 4
‘ &
50 " . . -
unverdiinnt
0" *
40 . g + Verdunnung 2:1
‘: s ¢ Verdinnung 1:1
*
30 . + Verdinnung 1:1,5

L 2 4

t(QMB) /s

+ Verdinnung 1:2

—— Winkelhalbierende

20

20 30 40 50 60 70 80 90 100
t(Koag)/s

Abb. 17: Messergebnisse aller Vollblut-Messungen mit farblicher Unter-
scheidung der verwendeten Verdinnungen. Auf der x-Achse wurden
die Gerinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse die
Gerinnungszeiten des Schwingquarzes aufgetragen. Desweiteren

wurde die Winkelhalbierende eingezeichnet. Jeder Punkt stellt eine
Messung auf dem Quarz mit jeweiligem Koagulometer-
Vergleichswert dar.

Im nachsten Diagramm wurde noch eine Trendlinie hinzugeftigt, um welche die
Messwerte streuen. Mittels der Gleichung der Trendlinie wird dann im
Folgenden eine Kalibrierung vorgenommen. Die Gleichung der Trendlinie und

das BestimmtheitsmafR} R? der Gleichung werden ebenfalls angezeigt.
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aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Vollblut alle Verdiinnungen
100
90
80 S /
*
70 /
v *
= . *
o
= 60 / *
e
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50 3 . ¢ ¢
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40 s/
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YA R®=0,9089
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dog
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Abb. 18: Messergebnisse aller Vollblut-Messungen. Auf der x-Achse wurden
wieder die Gerinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse die
Gerinnungszeiten des Schwingquarzes aufgetragen. Desweiteren
wurde die Winkelhalbierende eingezeichnet und eine Trendlinie
erstellt. Jeder Punkt stellt eine Messung auf dem Quarz mit jeweiligem
Koagulometer-Vergleichswert dar.

Man erkennt, dass die Messungen auf dem Schwingquarz in der Regel unter

der Winkelhalbierenden liegen. Das kénnte bedeuten, dass eine stattfindende

Gerinnung auf dem Schwingquarz friher detektiert wird. Eine eingefugte

Trendlinie macht dies zuséatzlich deutlich. Diese eingefligte Trendlinie ist bei

kirzeren Zeiten und somit auch bei geringeren Verdinnungen néher an der

Winkelhalbierenden als bei langeren Zeiten und starkeren Verdiinnungen.
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Anhand des Schaubildes lasst sich auch wieder vermuten, dass starkere
Verdinnungen zu eher ungenauen Ergebnissen fuhren.

Man kann nun mittels der Gleichung der Trendlinie eine Kalibrationsfunktion
erstellen. Hierzu bendtigt man die Gleichung der Trendlinie y = mx + b, wobei
sich eben in diesem Falle folgende Gleichung ergibt: y = 0,939x — 3,3132.
Umgeformt ergibt sich daraus (y-b)/m = x. Rechnet man nun mit dieser Formel
die Gerinnungszeiten, welche sich auf dem Schwingquarz ergeben um, so

erhalt man folgendes Kalibrationsdiagramm:

aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Vollblut
kalibrierte Messwerte
110
*
100
90
>
80 /
*
2 70 =
: A
o
= 60 *s
. - > * ¢
50 Sl
*
§ /
40 € o °
YL
o o + Messwerte
30 P g —— Winkelhalbierende
15% Abweichung
0 .
20 | | | | | 20% Abweichung
20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
t(Koag)/s

Abb. 19: Messergebnisse aller Vollblut-Messungen. Auf der x-Achse wurden
wieder die Gerinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse
die kalibrierten Gerinnungszeiten des Schwingquarzes, durch die
Kalibrationsfunktion verandert, aufgetragen. Wiederum ist die
Winkelhalbierende eingezeichnet. Zusatzlich wurde eine
15%- Abweichung und eine 20%-Abweichung eingetragen.
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Durch die Kalibrationsfunktion streuen nun die Messwerte um die
Winkelhalbierende. Wirde man nun hier eine Trendlinie hinzufligen, wirde sich
diese, wie zu erwarten ist, mit der Winkelhalbierenden decken. Durch die
Bestimmung der 15%- und 20%-Abweichung kann man sehen, dass die
meisten Messwerte innerhalb einer 15%igen Abweichung liegen. Von den
restlichen liegen nur wenige Messwerte zwischen der 15%- und 20%-
Abweichung. Lediglich 2 Messwerte liegen unterhalb der 20%-
Abweichungslinie.

Mit der Erkenntnis, dass die Gerinnungszeiten des Schwingquarzes bei den
Vollblutmessungen wohl unter den Gerinnungszeiten des Koagulometers
liegen, sollen nun einzelne Frequenzkurven verschiedener Vollblut-Messungen
untersucht werden. Hierbei ist zu beachten, dass die absoluten Maximalwerte
ermittelt wurden, diese aber in den folgenden Diagrammen nicht immer deutlich
zu erkennen sind, da bei dieser Skalierung im Bereich der Gerinnungszeiten
oftmals eine sehr schwache Steigung bzw. ein sehr schwacher Abfall vorliegt,
sodass sehr flache Kurven zu sehen sind. Um das Maximum deutlich darstellen

zu kdnnen, misste man eine erhebliche Mal3stabvergréRerung vornehmen.

090107IMQ aPTT Vollblut unverdiinnt

Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix  ------- t_koag 34

‘ e Frequenzénderung [Hz] t_gcm 32.1‘

200

g 34

150

100

t_gcm 32.1
- t_koa

-+ Stop + Mix

50 +

04
-50

Af/ Hz

-100
-150 A
-200 A
-250 A

-300 ; ‘ ‘ e ‘ ‘ tls
19100 19110 19120 19130 19140 19150 19160 19170 19180
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090123GJX aPTT Vollblut unverdinnt
Frequenzanderung [Hz] Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 39 t_gcm 27.8
200
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< - (o2}
150 | Z K 2
+ =)
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0 s —
e s T |
—~ -50 4 .
<
-100 +
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Abb. 20: Frequenzverlauf zweier aPTT-Messungen mit unverdinntem Vollblut.
Die Zeitpunkte der CaCl,-Zugabe und die ermittelten Gerinnungs-
zeiten auf der QMB und auf dem Koagulometer wurden eingezeichnet.

An diesen beiden Messungen kann man nun sehen, dass die Gerinnungszeiten
des Quarzes zwar unter denen des Koagulometers liegen, die Maxima jedoch
auch sehr breit sein kbnnen. Das lasst die Frage aufkommen, ob die Wahl des
absoluten Maximalwertes als Gerinnungszeit richtig ist.

Bei folgenden Kurven in Abb. 21 sieht man z.B., dass der Koagulometer-
Vergleichswert deutlich hinter dem absoluten Maximum liegt, jedoch sehr nahe

am darauf folgenden deutlichen Frequenzabfall.

090120HMR aPTT Vollblut Verdiinnung 2:1

Frequenzénderung [Hz] Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 44.9

t_gcm 34.4

200

g 44.9

150 4

Stop + Mix
t_gcm 34.4

100

- t_koa
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é

0,
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-200 T T T T T T T T
8790 8800 8810 8820 8830 t/ 8840 8850 8860 8870 8880
S
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090109HLX aPTT Vollblut Verdiinnung 1:1

e Frequenzanderung [Hz] Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 49.9 t_qcm 37.8
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090116GQV aPTT Vollblut Verdiinnung 1:1,5
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50 p -~
= 3 8
+ I %
°] g & g
) = ol

N .
I .
< 100 ]
-150 1
200 ‘ : : : : : : :
4290 4300 4310 4320 4330 /s 4340 4350 4360 4370 4380

Abb. 21: Frequenzverlauf dreier aPTT-Messungen mit verdiinntem Vollblut.
Die Zeitpunkte der CaCl,-Zugabe und die ermittelten Gerinnungs-
zeiten auf der QMB und auf dem Koagulometer wurden eingezeichnet.

3.1.4 aPTT — Messungen mit Plasma

Wie bereits erwahnt, wurden bei den folgenden Plasma-Messungen immer drei
Quarzmessungen mit Plasma und zusatzlich noch eine oder mehrere
Quarzmessungen aus Vollblut durchgefihrt. Zunachst sollen aber, wie oben mit
Vollblut geschehen, nur die Plasma-Messungen isoliert von den Blutkontrollen
dargelegt werden. Im sich anschlieRenden Abschnitt folgt dann der Vergleich

von Blut zu Plasma.
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Plasma Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnungs  zeit
unverdiinnt Schwingquarz nach [in s]: im Koagulomete r[insj:
Probe 1 30,6 27
29,9 27
29,7 27
Probe 2 29,1 26,1
30,5 26,1
29,4 26,1
Probe 3 26 30,8
24 30,8
25,8 30,8

Tabelle 6: Messergebnisse der unverdinnten Plasma-Messungen
Bei den Verdunnungsreihen ergaben sich folgende Ergebnisse:

Plasma Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnungs  zeit
Verdiinnung 2:1  Schwingquarz nach [in s]: im Koagulo meter [in s]:
Probe 1 36,1 32
32,9 32
32,1 32
Probe 2 35,9 34,1
39 34,1
35,8 34,1
Probe 3 32,6 33,8
33,8 33,8
32,5 33,8

Tabelle 7. Messergebnisse der 2:1 (Plasma : Puffer) verdiinnten Plasma-

Messungen
Plasma Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnungs  zeit
Verdiinnung 1:1  Schwingquarz nach [in s]: im Koagulo meter [in s]:
Probe 1 43,9 42,5
Probe 2 41,1 38
39,4 38
41,5 38
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Probe 3 41,5 38
46,6 38
Probe 4 42,4 38,3
40,3 38,3
42,4 38,3

Tabelle 8: Messergebnisse der 1:1 (Plasma : Puffer) verdiinnten Plasma-

Messungen

Plasma Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnungs  zeit

Verdinnung 1:1,5  Schwingquarz nach [in s]: im Koagu lometer [in s]:

Probe 1 51,6 47,8
51,1 47,8
44,9 47,8

Probe 2 49,9 45,9
45,6 45,9
45,8 45,9

Probe 3 52,4 55,5
51,5 55,5
49 55,5

Tabelle 9: Messergebnisse der 1:1,5 (Plasma : Puffer) verdinnten Plasma-

Messungen

Plasma Frequenzabfall auf Vergleich zur Gerinnungs  zeit

Verdiinnung 1:2  Schwingquarz nach [in s]: im Koagulo meter [in s]:

Probe 1 48,1 57,7
48,9 57,7
48,7 57,7

Probe 2 47,6 54,5
58,8 54,5
52,4 54,5

Probe 3 64 60,7
56,9 60,7
55,8 60,7

Tabelle 10: Messergebnisse der 1:2 (Plasma : Puffer) verdiinnten Plasma-
Messungen
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Hier sind nun wieder die verschiedenen Verdinnungen aufgelistet, und mit
ihnen der zeitliche Rahmen, in dem sich die Frequenzabfélle des Quarzes
befanden. Auch hier stammen die Blutproben wieder von verschiedenen

Patienten.

Unverdiunnt: 24 — 30,6 Sekunden
Verdinnung 2:1: 32,1 — 39 Sekunden
Verdinnung 1:1: 39,4 — 46,6 Sekunden
Verdinnung 1:1,5: 44,9 — 52,4 Sekunden
Verdunnung 1:2: 47,6 - 64 Sekunden

Auch hier verlangern sich die Zeiten mit steigender Verdinnung. Auch die
Spannweite der Ergebnisse wird mit hoherer Verdinnung grofRer. Die
Ergebnisse &hneln hier sehr stark den Ergebnissen der Vollblut-Messungen.

Als néachstes soll wieder der Vergleich Schwingquarz — Koagulometer folgen.

Auch bei den Plasma-Messungen wurde hierfur ein Gesamtdiagramm erstellt:
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*

*

*

unverdinnt
Verdinnung 2:1
Verdinnung 1:1
Verdinnung 1:1,5
Verdiinnung 1:2

—— Winkelhalbierende

aPTT Plasma Vergleich Quarz-Koagulometer
alle Verdiinnugen
70
*
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Abb. 22: Messergebnisse aller Plasma-Messungen mit farblicher Unter-
scheidung der Verdiunnungen. Auf der x-Achse wurden die Ge-
rinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse die Gerinnungs-
zeiten des Schwingquarzes aufgetragen. Desweiteren wurde die
Winkelhalbierende eingezeichnet. Jeder Punkt stellt eine Messung auf
dem Quarz mit jeweiligem Koagulometer-Vergleichswert dar.

Im nachsten Diagramm wurde wieder eine Trendlinie und deren Gleichung

eingeflgt, um im néchsten Schritt wieder ein Kalibrationsdiagramm erstellen zu

kdnnen.
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aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Plasma alle Verdiinnungen
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Abb. 23: Messergebnisse aller Plasma-Messungen. Auf der x-Achse wurden
wieder die Gerinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse die
Gerinnungszeiten des Schwingquarzes aufgetragen. Jeder Punkt stellt
eine Messung auf dem Quarz mit jeweiligem Koagulometer-
Vergleichswert dar. Desweiteren wurde die Winkelhalbierende
eingezeichnet und eine Trendlinie erstellt.

Im Gegensatz zu den Messungen mit Vollblut kann man hier nicht erkennen,
dass die Werte im Schnitt unter der Winkelhalbierenden liegen. Vielmehr lasst
sich feststellen, dass die Trendlinie die Winkelhalbierende etwa im Punkt
(42| 42) schneidet. Unterhalb dieses Punktes liegen die Gerinnungszeiten auf
dem Schwingquarz Uber den Gerinnungszeiten des Koagulometers, oberhalb

des Schnittpunktes unter den Vergleichswerten des Koagulometers.
Als nachstes soll nun ein Kalibrationsdiagramm mithilfe der Gleichung
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t(QMB) = 0,8074 (t(Koag)) + 8,0417 s erstellt werden. Dies sieht dann
folgendermal3en aus:

aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Plasma alle Verdiinnungen
kalibrierte Messwerte
70 Py
;4
60 Y
»
&3 +
*»
50 A
w © >
) .
= -
e
“ a0
30
% + Messwerte
1 —— Winkelhalbierende
9/ 15% Abweichung
20 20% Abweichung
20 30 40 50 60 70
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Abb. 24: Messergebnisse aller Plasma-Messungen. Auf der x-Achse wurden
wieder die Gerinnungszeiten des Koagulometers, auf der y-Achse die
kalibrierten Gerinnungszeiten des Schwingquarzes, durch die
Kalibrationsfunktion verandert, aufgetragen. Wiederum ist die
Winkelhalbierende eingezeichnet. Zusatzlich wurden eine 15%-
Abweichung und eine 20%-Abweichung eingetragen.

Bei den Plasma-Messungen liegen nun beinahe alle Messergebnisse innerhalb

des 15%-Abweichungsbereiches. Auffallige Ausnahmen stellen hier einmal 3

Messungen unterhalb des 20%-Abweichungsbereiches (in Abb. 24 im Bereich

1) und 1 Messung oberhalb des 20%-Abweichungsbereiches (in Abb. 24 im

Bereich 2) dar. Die drei Messungen, welche bei einem x-Wert von 30,8 s im

Bereich 1 liegen, liegen mit Gerinnungszeiten auf der QMB von 24,0 s; 25,8 s

und 26,0 s dicht beieinander.
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Anzumerken ist jedoch, dass bei diesen Messungen relativ viel Zeit zwischen
der Zentrifugation und den Messungen lag und dass zudem beim Abpipettieren
des zentrifugierten Plasmalberstandes minimale Verwirbelungen mit den
sedimentierten Bestandteilen entstanden sind, was diese Abweichung von den
anderen Messungen eventuell erklaren kdnnte.

Der abweichende Wert oberhalb der 20%-Abweichungslinie, welcher bei einem
x-Wert von 38 s in Bereich 2 liegt, zeigt, wenn man sich den Kurvenverlauf
anschaut, recht starke Frequenzschwankungen vor der Messung. Das deutet
auf ein Kontaktierungsproblem des Quarzes hin, was dieses abweichende
Ergebnis erklaren konnte. Somit kann man festhalten, dass man nach
Ausblendung moglichst aller Stérfaktoren in einem kalibrierten Diagramm in der
Regel Ergebnisse innerhalb eines 15%igen Abweichungsbereiches erhalt.

Als nachstes soll nun ein Vergleich zwischen den Analyten Vollblut und Plasma
und den daraus resultierenden Messergebnissen erfolgen.

Zur besseren Ubersicht hier noch einmal ein direkter

Vergleich der
unkalibrierten Diagramme, wobei zum direkten Vergleich die Skalierung des
Plasma-Diagramms an die Skalierung des Vollblut-Diagrammes angepasst

wurde:

aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Plasma alle Verdinnugen

aPTT Vergleich Quarz-Koagulometer
Vollblut alle Verdiinnungen
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Abb. 25: Direkter Vergleich der Diagramme der aPTT-Messungen.
Links: Vollblut-Diagramm mit Trendlinie;
Rechts: Plasma-Diagramm mit Trendlinie.
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Man erkennt nun gut, dass die Trendlinie bei den Vollblut-Messungen stets

unter der Winkelhalbierenden liegt und die Trendlinie der Plasma-Messungen

die Winkelhalbierende, wie bereits erwahnt, etwa im Punkt (42| 42) schneidet.

Des Weiteren wird ersichtlich, dass die Plasma-Messergebnisse weniger

streuen als die Vollblut-Messungen. Dazu soll nun ein direkter Vergleich

zwischen Plasma-

welcher im nachsten Abschnitt dargestellt wird.

3.1.5 Vergleich der aPTT-Messungen mit Vollblut und

Plasma

unverdinnt

Frequenzabfall
auf Schwingquarz
nach [in sj:

30,6
29,9
29,7

29,1
30,5
29,4

26
24
25,8

Verdiinnung 2:1

Frequenzabfall
auf Schwingquarz
nach [in sj:

36,1
32,9
32,1

35,9
39
35,8

Plasma

Vergleich zur
Gerinnungszeit im

Koagulometer [in s]:

27
27
27

26,1
26,1
26,1

30,8
30,8
30,8

Vergleich zur
Gerinnungszeit im

Koagulometer [in s]:

32
32
32

34,1
34,1
34,1

Vollblut

Frequenzabfall
auf Schwingqua
nach [in sj:

25,9

25,2

24,3
25,3

Frequenzabfall
auf Schwingqua
nach [in sj:

41,9

39,1

und Vollblutmessungen derselben Blutproben dienen,

Plasma

Vollblut

Vergle ich zur
rz Gerinnungszeit im
Koag ulometer [in s]:

33

32,3

35,9
35,9

Vergle ich zur
rz Gerinnungszeit im
Koag ulometer [in s]:

42,5

38,7
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3. Ergebnisse

32,6 33,8 37,4
33,8 33,8 36,9
32,5 33,8 37,2
Verdiinnung 1:1
Frequenzabfall Vergleich zur Frequenzabfall
auf Schwingquarz  Gerinnungszeit im auf Schwingqua
nach [in sj: Koagulometer [in s]:  nach [in s]:
43,9 42,5 40,4
41,1 38 44,6
39,4 38
41,5 38
41,5 38 48,4
46,6 38
42,4 38,3 40
40,3 38,3 44,1
42,4 38,3 40,9
Verdinnung 1:1,5
Frequenzabfall Vergleich zur Frequenzabfall
auf Schwingquarz  Gerinnungszeit im auf Schwingqua
nach [in sj: Koagulometer [in s]:  nach [in s]:
51,6 47,8 58,6
51,1 47,8
44,9 47,8
49,9 45,9 43,4
45,6 45,9
45,8 45,9
52,4 55,5 42,7
51,5 55,5 57,4
49 55,5 48,8
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40,4
40,4
40,4

Vergle ich zur
rz Gerinnungszeit im
Koag ulometer [in s]:

44,2

45,1

46,3

48
48
48

Vergle ich zur
rz Gerinnungszeit im
Koag ulometer [in s]:

62

53,8

66
66
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3. Ergebnisse

Verdiinnung 1:2

Frequenzabfall Vergleich zur Frequenzabfall Vergle ich zur
auf Schwingquarz  Gerinnungszeit im auf Schwingqua  rz  Gerinnungszeit im
nach [in sj: Koagulometer [in s]:  nach [in s]: Koag ulometer [in s]:
48,1 57,7 50 75,3
48,9 57,7
48,7 57,7
47,6 54,5 63,9 63,7
58,8 54,5
52,4 54,5
64 60,7 64,5 72,5
56,9 60,7 58,4 72,5
55,8 60,7 61,4 72,5

Tabelle 11: Vergleich der Ergebnisse aus den Plasma-Messungen mit
den Vollblut-Messungen.

Da im Vergleich zum Vollblut die Gerinnungsfaktoren im Plasma in héherer
Konzentration vorliegen, kann man vermuten, dass sich dies in den
Gerinnungszeiten niederschlagt. Demnach mussten die Gerinnungszeiten der
Plasma-Messungen unter denen der jeweiligen Vollblut-Mesungen liegen.
Hierzu werden in einem Gesamtdiagramm sowohl die unverdiinnten, als auch
die verdiinnten Messungen betrachtet.

Wie aus den oberen Tabellen ersichtlich, konnten aus jeder Blutprobe ein bis
drei Plasma-Messungen und ein bis drei Vollblut-Messungen durchgefihrt
werden. Dann wurden nochmals Blutproben gemessen, bei denen mehrere
Blut-Kontrollen zum besseren Vergleich gemacht wurden. Allerdings konnten
auch bei diesen Messungen nicht immer drei Ergebnisse verwendet werden, da
nicht immer ein Messergebnis ermittelt werden konnte. Das hatte verschiedene
Grinde, wie z.B. temporare Kontaktierungsprobleme des Quarzes.

Um nun ein Diagramm erstellen zu kénnen, in dem auf der x-Achse die
Messwerte der Plasma-Messungen und auf der y-Achse die Messwerte der
Vollblut-Messungen aufgetragen werden, wurde aus den Messungen immer
jeweils der Mittelwert der ein bis drei Messungen errechnet:
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3. Ergebnisse

64

unverdinnt

Verdinnung 2:1

Verdinnung 1:1

Verdiinnung
1:1,5

Verdinnung 1:2

Plasma

Mittelwerte Plasma

30,1
29,7
25,3

33,7
36,9
33

43,9
40,7
44,1
41,7

49,2
47,1
51

48,6
52,9
58,9

Vollblut

Mittelwerte Vollblut

25,9
25,2
24,8

41,9
39,1
37,2

40,4
44,6
48,4
41,7

58,6
43,4
49,6

50
63,9
61,4

Tabelle 12: Mittelwerte aus den Vergleichsmessungen
Plasma-Vollbut.
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Daraus ergibt sich dann folgendes Diagramm:

aPTT Vergleich Plasma-Vollblut
auf dem Schwingquarz
70
b 4

60

50 -
%]
-~ *
o 40 .
% -
5
o)
S 30
2
= &

20

10 | + Messwerte

—— Winkelhalbierende
15% Abweichung
0 20% Abweichung
0 10 20 30 40 50 60 70
t (Plasma QMB) /s

Abb. 26: Vergleich der Messergebnisse mit Plasma und Vollblut. Auf der
x-Achse sind die Mittelwerte der Plasma-Messungen jeweils einer
Blutprobe, auf der y-Achse die Mittelwerte der Vollblut-Messungen
jeweils derselben Blutprobe aufgetragen. Die Winkelhalbierende sowie

die 15%- und 20%-Abweichung wurden eingezeichnet.

Deutlich zu erkennen ist, dass neben Vollblut auch eine Gerinnungsanalyse mit
Plasma auf dem Schwingquarz mdglich ist. Weiterhin scheint Plasma als Analyt
sogar besser fur eine biosensorische Gerinnungsanalyse auf der QMB geeignet
zu sein als Vollblut. Die Gerinnungszeiten reichen bei 1:2 verdinntem Vollblut
bis zu 98 s, bei 1:2 verdinntem Plasma nur bis max. 64 s. Hierbei muss
beachtet werden, dass bei den Vollblut-Messungen lediglich eine Blutprobe
aul3erordentlich lange Gerinnungszeiten aufwies, alle anderen Messungen mit
Vollblut lagen unter 80 s. Deshalb kann man in dieser einen Probe auch eine
Pathologie nicht sicher ausschliel3en, sodass man sich vor allem auf die
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3. Ergebnisse

anderen Blutproben und deren Ergebnisse konzentrieren sollte, wenn man
einen Vergleich der Gerinnungszeiten zwischen Blut und Plasma anstellen
mdochte. Wie im direkten Vergleich der Plasma-Koagulometer- und Vollblut-
Koagulometer-Vergleichsdiagramme sind auch hier die Gerinnungszeiten der
Plasmaproben meist kirzer als die der Blutproben. Das liel3e sich durch eine
erhohte Konzentration an Gerinnungsfaktoren in den Plasmaproben erklaren.
Allerdings gibt es auch Messungen, wo dies nicht der Fall ist, was in obigem
Diagramm zu sehen ist. 11 Mittelwertvergleichswerte liegen innerhalb eines
15%-Abweichungsbereiches von der Winkelhalbierenden, 5 Vergleichswerte
aul3erhalb davon.

Alle aPTT-Messungen in Betracht ziehend, lasst sich also feststellen, dass eine
Gerinnungsanalyse mit Plasma weniger streut als mit Vollblut. Eine Analyse mit
Vollblut ist dennoch mdglich. Dies ist von Vorteil, da man die Zeit fir das
Zentrifugieren und die Zentrifuge selbst einspart. Fur das Ziel einer Integration
des Systems in medizinische Geréte, wie z.B. eine Herz-Lungen-Maschine, ist

diese Tatsache von aufRerstem Vorteil.
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3. Ergebnisse

3.2 Messung der “Activated Clotting Time” (ACT) mit  tels

Schwingquarz

Bei den ACT-Messungen wurden, wie bereits in 2.2.5 erwdhnt, 90 pl Citratblut
fur 25 s mit 10 yl Kaolin inkubiert und daraufhin mit 100 ul CaCl,-Lésung die
Gerinnungskaskade aktiviert.

Dasselbe Vorgehen wurde auch bei den Vergleichsmessungen auf dem
Koagulometer gewdahlt. Dabei ergaben sich folgende Ergebnisse:

Blutprobe Frequenzabfall [in s] Kpagulometer

1 585| 74,6 72,3 624 67
45,4
58,6
52,3
28,6
455

2 | keine Gerinnung 75,5 86,7 816 875 831

94,6

78,4

108,4
keine Gerinnung
keine Gerinnung
keine Gerinnung

3 79,8 | 114,2 99,8
81,1

62
60,3

Tabelle 13: Ergebnisse der ACT-Messungen auf dem Schwingquarz und
auf dem Koagulometer bei Verwendung von 90 ul Citratblut
und 10 pl Kaolin. Aktivierung der Gerinnung mit 100 ul
CaCl,-Losung.

Aus diesen Messungen wurde ersichtlich, dass die Ergebnisse recht stark

streuen. Zum einen kann dies daran liegen, dass im Gegensatz zu den ACT-
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Messungen der klinischen Routine kein unmittelbar entnommenes Vollblut,
sondern, wie bereits in 2.2.5 erwahnt, nur Citratblut verwendet werden konnte.
Die Rekalzifizierung mit CaCl,-Losung kann somit fur die grol3eren
Schwankungen verantwortlich sein. Zum anderen lag die Vermutung nahe,
dass die Schwankungen in den Gerinnungszeiten auch mit den geringen
Volumen von 90 yl und 10 yl zusammenhangen konnten. Eventuell kann sich
das zahflussige Kaolin bei diesen Mengen innerhalb der Inkubationszeit nicht
ausreichend mit dem Blut vermischen.

Aus diesem Grund wurden nun 4 weitere Koagulometer- und 2 Schwing-
quarzmessungen, fur die noch die benétigte Menge an Blut aus der dritten
Blutprobe fur einen direkten Vergleich zur Verfigung stand, durchgefihrt. Dabei
wurden nun grol3ere Volumina, namlich 180 pl Blut und 20 ul Kaolin verwendet.
Die CaCl,- Menge blieb bei 100 yl konstant, da diese 100 pl auf jeden Fall als
genugend erschienen, um eine Gerinnung sicher herbeifiihren zu kénnen.

Aus diesem Mischungsverhaltnis resultierten folgende Ergebnisse:

Blutprobe requenzabfall [in s] Kopagulometer

3 37,1| 61,7 60,2 63,3 62,2
26,4

Tabelle 14: Ergebnisse der ACT-Messungen auf dem Schwingquarz und auf
dem Koagulometer bei Verwendung von 180 pl Citratblut und
20 pl Kaolin. Aktivierung der Gerinnung mit 100 ul CaCl,-Ldsung.

Daraus wird ersichtlich, dass die Messungen auf dem Koagulometer mit den
groReren Volumina 180 pl Blut + 20 yl Kaolin weniger streuen als die
Koagulometer-Messungen mit den kleineren Volumina 90 ul Blut und 10 pl
Kaolin der Blutprobe 3.

Bei den Schwingquarz-Messungen erhalt man bei den gré3eren Volumina mit
37,1 s und 26,4 s sehr kleine Werte fir die Gerinnungszeit. Diese Werte liegen
auch sehr stark unter den Gerinnungszeiten des Koagulometers bei den

gleichen Volumina (Werte zwischen 60,2 s und 63,3 s).
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3. Ergebnisse

Die Messungen der Blutprobe 3 auf dem Schwingquarz mit 90 yl + 10 pl
ergeben Gerinnungswerte zwischen 60,3 s und 81,1 s, die zeitlich eher mit den
Ergebnissen des Koagulometers bei 180 ul + 20 pl vergleichbar sind.

Die Koagulometer-Ergebnisse der 90 yl + 10 uyl-Messungen der Blutprobe 3
liegen mit 114,2 s und 99,8 s auch deutlich Uber den sonstigen Koagulometer-
Ergebnissen bei Blutprobe 1 und 2, welche ja nur mit den Volumina 90 ul +
10 ul durchgefihrt wurden.

Bei den Blutproben 1 und 2 I&sst sich aus Tabelle 13 erkennen, dass die Werte
auf dem Schwingquarz sehr stark streuen. Bei den Messungen mit der
Blutprobe 2 konnte mittels Schwingquarz auch mehrmals keine Gerinnung
detektiert werden. Beim Auseinanderbauen der Messkammer lie3 sich dann
auch feststellen, dass das Blut in der Messkammer nicht geronnen war,
wahrscheinlich als Folge eines Durchmischungsproblems bei den kleinen
Volumina und dem zahflissigen Kaolin.

Dies zeigt aber auch, dass der Schwingquarz zuverlassig eine Gerinnung
feststellen kann, auch wenn hier die Zeiten bei Auftreten einer Gerinnung stark
streuen.

Im Folgenden sollen nun einige Kurven, die sich bei den ACT-Messungen

ergaben, untersucht werden.

090703FNU ACT
Gamma-Anderung [Hz] ----- - Stop + Mix ------- t_koag 69.1

Frequenzénderung [Hz] t_gcm 58.5

150

g 69.1

100 +
50 +

X
=
+
Q.
]
bS]

0,

- t_koal

-50 1

Af/ Hz

-100 -
-150 -
-200 -
-250 -
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-300
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090703FQU ACT
Frequenzé&nderung [Hz] Gamma-Anderung [Hz] ---- - - - Stop + Mix ------- t_koag 69.1 t_gcm 59.9
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Abb. 27: Frequenzverlauf dreier ACT-Messungen. Die Zeitpunkte der
CaCl,-Zugabe und die ermittelten Gerinnungszeiten auf der QMB und
auf dem Koagulometer wurden eingezeichnet.

Aus diesen Kurven kann man schlie3en, dass eine Gerinnungsmessung uUber
die Ermittlung des Zeitpunktes des Frequenzabfalles grundséatzlich méglich ist.
In allen drei hier dargestellten Messungen liegt der Gerinnungszeitpunkt auf
dem Schwingquarz deutlich vor dem Gerinnungszeitpunkt des Koagulometers.
Nicht nur in diesen drei Messungen lag die Gerinnungszeit des Quarzes unter
der des Koagulometers. Wie aus Tabelle 13 ersichtlich wird, lagen die Werte
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des Schwingquarzes bei der ersten Blutprobe immer unter den
Vergleichswerten des Koagulometers. Eventuell lasst sich daraus schliel3en,
dass bei diesen ACT-Messungen der Schwingquarz friher auf eine beginnende
Clotbildung reagieren kann. Doch wie oben aus Tabelle 13 ersichtlich und
bereits erwéahnt, ergaben auch einige Messungen dahingehend Probleme, dass
keine Gerinnung stattfand. Exemplarisch sollen zwei dieser Messungen anhand

der jeweiligen Kurvenverlaufe ndher betrachtet werden:

090715FMP ACT-Messung ohne nachweisbare Gerinnung

Frequenzéanderung [Hz] Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix  ------- t_koag 82.9
250
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X o
200 - S @
+ [
g S
150 - n HI
N . .
T
= 100 A
RS

50

-50 t/s
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090715GJU ACT-Messung ohne nachweisbare Gerinnung

Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 82.9

Frequenzanderung [Hz]

100
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-100
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Abb. 28: Frequenzverlauf zweier ACT-Messungen, bei denen keine Gerinnung
nachgewiesen werden konnte. Die Zeitpunkte der CaCl,-Zugabe und
die ermittelten Gerinnungszeiten auf der QMB und auf dem
Koagulometer wurden eingezeichnet.
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Dabei muss aber beachtet werden, dass dies nicht bedeutet, dass in diesen
Fallen die Gerinnungsmessung uber den Frequenzabfall versagte. Denn auch
makroskopisch war in der Messkammer bei diesen Messungen kein Clot zu
sehen. Daher liegt hier die Vermutung nahe, dass bei so geringen Mengen die
Viskositat des Kaolins zu Durchmischungsproblemen fuhren kann. Die etwa
20 s durchgefuhrte Durchmischung mit der Pipette reicht nicht immer zu einer
optimalen Durchmischung aus, was sich daraus schlie3en lasst, dass bei den
Messungen, bei denen keine Gerinnung stattfand, kleine Kaolinteile
aneinanderhafteten und im nicht geronnenen Blut schwammen.

Diese Probleme kdnnte man eventuell durch die Verwendung grof3erer Mengen
beheben.

Bei der Blutprobe 3 wurden, wie oben aus Tabelle 14 ersichtlich und bereits
erwahnt, auch Vergleichsmessungen mit grofReren Volumina durchgefihrt,
welche zu sehr niedrigen Gerinnungszeiten auf dem Schwingquarz fuhrten.

Deren Kurvenverldufe sollen nun ndher betrachtet werden:

090803EIR ACT-Messung mit 180 pl Blut und 20 pl Kaolin

Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 61.9 t_qgcm 37.]‘
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090803EPY ACT-Messung mit 180 ul Blut und 20 ul Kaolin
Gamma-Anderung [Hz] ------- Stop + Mix ------- t_koag 61.9

t_qcm 26.4
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50 A

-{ Stop + Mix

01

---t_koa

-50 +

-100 +

Af/ Hz

-150 +

-200

-250

-300 -

t/s

-350 T T T T T T T
12990 13000 13010 13020 13030 13040 13050 13060 13070

Abb. 28: Frequenzverlauf zweier ACT-Messungen, bei denen 180 ul Blut mit
20 pl Kaolin gemischt wurden. Die Zeitpunkte der CaCl,-Zugabe und
die ermittelten Gerinnungszeiten auf der QMB und auf dem
Koagulometer wurden eingezeichnet.

Das typische Kurvenverlaufsmuster einer Gerinnungsmessung lasst sich
auch in den Kurven in Abb. 28 erkennen. Man erkennt auch keinen
wesentlichen Unterschied zu den Kurven, welche bei den kleineren
Volumina von 90 pl Blut und 10 ul Kaolin aufgezeichnet wurden. Auffallig
sind nur die Gerinnungszeiten, die hier nun deutlich kirzer sind. Der
Frequenzverlauf wahrend der Messung wurde durch das Verwenden

grolRerer Volumina nicht beeinflusst.
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4. Diskussion

4.1 Stand der Wissenschaft

Mit dem von Gehring entwickelten Blutanalysegerat FidgeType Fg T1 wurden
zuerst Arbeiten auf dem Gebiet der Blutgruppenbestimmung durchgeftuhrt. Die
Blutgruppenanalytik mittels Schwingquarzen wurde zunéchst mittels Protein A -
Schichten mit Antikdrpern durchgefiihrt [7,8,13,16,24].

Manuela Schoch konnte in ihrer Dissertation den erfolgreichen Einsatz von
Lektinen in der Blutgruppenbestimmung mittels Schwingquarzsensoren
nachweisen [44].

Auf dem Gebiet der Hamostase wurden schon diverse Arbeiten zur
plasmatischen Gerinnung vor Entwicklung der FidgeType FgT1-Anlage
vorgelegt. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten bereits in den Jahren 1991 bis
1998 zeigen, dass eine plasmatische Gerinnung mittels Schwingquarz messbar
ist:

Muramatsu et al. verwendeten AT-Schnitt-Quarze (9 MHz) als
Viskositatsdetektoren. Die Messungen detektierten die Gerinnungsfaktoren VIl
und IX. Man erhielt eine lineare Beziehung zwischen der Konzentration der
Faktoren und der Gerinnungszeit in einem doppellogarithmischen Diagramm
[33]. Si et al. verwendeten einen bulk acoustic wave sensor (BAW). Sie
verwendeten Plasma und wiesen nach, dass sich wahrend der plasmatischen
Gerinnung die Frequenzantwort des BAW mit der Viskositat des Plasmas
andert. Desweiteren konnten sie die Gerinnungszeit des Plasmas Uber die
Frequenzkurve ablesen [46]. Cheng et al. bestimmten die Prothrombinzeit (PT)
mit  einem piezoelektrischen Quarzsensor. Hierzu gaben  sie
Gewebsthromboplastin und Calciumionen zu Citratplasma und l6sten so die
Gerinnung aus. Auch hier konnte wieder eine lineare Beziehung zwischen der
Konzentration des Gewebsthromboplastins und der Gerinnungszeit in einem
doppellogarithmischen Diagramm gefunden werden. Des Weiteren verglichen
sie die Ergebnisse mit einem optischen Koagulometer und fanden eine gute
lineare Korrelation der Ergebnisse [5,31].
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Vikinge et al. konnten dann im Jahre 2000 auch eine Gerinnung im Vollblut
nachweisen. In dieser Arbeit wurden 5 MHz-Quarze verwendet [50].

Cheng et al. fuhrten 2001 den aPTT-Test mittels Schwingquarzen durch. Auch
sie verwendeten Plasma und Vollblut. Sie untersuchten die Heparinwirkung und
konnten eine lineare Beziehung der Heparinkonzentration sowohl zu der aPTT
aus Vollblut als auch zur aPTT aus Plasma finden.

Auch der Vergleich zur optischen Koagulometrie wurde durchgefuhrt. Hier
wurde ebenfalls eine gute Korrelation festgestellt [6,31].

Lothar Muller fihrte im Rahmen seiner Dissertation an der FidgeType FgT1-
Anlage verschiedene Versuche zur Hamostase durch. Er bestimmte an der
Anlage die Prothrombinzeit mit humanem Vollblut. Wie in der vorliegenden
Arbeit wurde das Vollblut mit TRIS/NaCl-Puffer in verschiedenen Verhaltnissen
verdunnt. Zur Gerinnungsaktivierung verwendete er das Fertigreagenz
Thromborel. Die Gerinnungszeit wurde Uber das Maximum der Frequenzkurve
bestimmt und mit den Gerinnungszeiten des Koagulometers verglichen. Er fand
heraus, dass ein linearer Zusammenhang besteht. Die Regressionsgerade wich
von der idealen Korrelationsgeraden nur schwach ab. Bei kurzen
Gerinnungszeiten waren die Werte der Schwingquarzsensorik im Vergleich zu
den Werten des Koagulometers erhoht. Bei Gerinnungszeiten tber 35 s waren
die Zeiten des Schwingquarzes kirzer als die des Koagulometers [31].

Des Weiteren fuhrte Lothar Miller Thrombozytenfunktionsmessungen und
Untersuchungen  hyperfibrinolytischer  Prozesse in  Vollblut  mittels
Schwingquarzen durch [31].

Die vorliegende Arbeit hatte nun zum Ziel, die Messbarkeit der aPTT mittels der
FidgeType FgT1-Anlage zu ermitteln. Sowohl mit Plasma als auch mit Vollblut
wurden Gerinnungsmessungen durchgefiihrt und sowohl untereinander als

auch mit den Ergebnissen eines Koagulometers verglichen.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse der aPTT-Messungen mi  ttels

Schwingquarz

In dieser Arbeit konnte Gerinnungsanalytik mittels Schwingquarzen
durchgefiihrt werden. Negativproben ergaben durch das jeweilige Weglassen
einer der drei Substanzen Vollblut, Dade ActinFS oder CaCl,-Ldsung
Frequenzverlaufe, die einen deutlichen Unterschied zu den Frequenzkurven der
aPTT-Messungen aufwiesen. Die Messung der aPTT mittels Schwingquarz
ergibt immer einen typischen Kurvenverlauf. Lothar Mdiller legte in seiner
Dissertation das Maximum der Frequenzkurve als geeigneten Fixpunkt fir das
Ablesen der jeweiligen Gerinnungszeit fest [31]. Auch in dieser Arbeit wurde
dieser Punkt gewahlt und ergab eine gute Korrelation mit Vergleichsmessungen
des Koagulometers.

4.2.1 Ergebnisse der aPTT-Messungen aus Vollblut

Durch die verwendeten Verdlinnungsreihnen konnten auch langere
Gerinnungszeiten als die normalen Referenzwerte gemessen werden. In der
klinischen Routine wird die aPTT aus Plasma ermittelt.

Bei den hier durchgefihrten aPTT-Messungen aus Vollblut lagen die
unverdinnten Messungen mit Zeiten zwischen 24,3 — 32 s etwas unterhalb und
im unteren Bereich der Referenz im Kklinischen Alltag. Bei hdheren
Verdinnungen streuten die Messwerte starker als bei unverdinntem Vollblut
oder bei den Verdinnungen 2:1 und 1:1.

Es konnte in den Messungen mit Vollblut eine gute Korrelation mit den
Vergleichswerten des Koagulometers erzielt werden. Auch bei den verdinnten
Vollblut-Messungen konnte eine gute Korrelation zu den Koagulometer-
Messungen aufgezeigt werden.

Die Gerinnungszeiten des Schwingquarzes lagen in der Regel unter denen des
Koagulometers. Dies lieRe sich z.B. so erklaren, dass eine stattfindende
Gerinnung auf dem Quarz etwas friher als auf dem Koagulometer detektiert
werden kann. Die in den vorher aufgezeigten Diagrammen eingeflgte

Trendlinie liegt bei niedrigeren  Verdinnungen ndher an der
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Winkelhalbierenden, im Bereich hoherer Verdiinnungen wie den 1:2 verdinnten
Messungen ist der Abstand der Trendlinie zur Winkelhalbierenden grél3er. Bei
diesen Messungen liegen also die Gerinnungszeiten des Schwingquarzes noch
starker unter denen des Koagulometers. Da aber in diesen Bereichen die
Messwerte sowieso starker streuen, sollte man bei der Messung der aPTT aus
Vollblut von solchen Verdiunnungen eher Abstand nehmen. Am praktikabelsten
fur ein Point-of-Care-Gerét ist die Verwendung von unverdinntem Vollblut. Da
die Messungen mit unverdiinntem Vollblut zu sehr guten Ergebnissen fihren,
machen groéRere Verdinnungen nur bedingt Sinn.

Es wurde aus der Gleichung fiur die Trendlinie eine Kalibrationsfunktion erstellt,
mit deren Hilfe ein neues Kalibrationsdiagramm fur die aPTT-Messungen aus
Vollblut entstand. In diesem lasst sich erkennen, dass die aPTT- Messungen
aus Vollblut mit der FidgeType FgT1-Anlage mit Ausnahme von sehr wenigen
Messungen in einem 15%-igen Abweichungsbereich liegen. Lediglich zwei
Messwerte liegen unterhalb eines 20%-igen Abweichungsbereiches.

In der aktuellen Richtlinie der Bundesarztekammer zur Qualitatssicherung
laboratoriumsmedizinischer Untersuchungen, welche im Deutschen Arzteblatt
im Februar 2008 vero6ffentlicht wurde, wird fur die aPTT eine zulassige relative
Abweichung des Einzelwertes bzw. des relativen quadratischen Mittelwertes
von 10,5% und eine zulassige relative Abweichung beim Ringversuch von
18,0% angegeben [3].

Da die meisten Messwerte innerhalb eines 15%-Abweichungsbereiches von der
Trendlinie liegen, und auch bei fast jeder Messung mindestens ein Wert sehr
nahe an der Trendlinie liegt, ist bei dieser neuartigen Bestimmung der aPTT
mittels Schwingquarz die Anforderung der Bundesarztekammer erfullt. Bei den
wenigen Messungen, bei denen dies nicht erfullt werden konnte, kdnnen, wie
oben bereits dargelegt, Stoérungen der Kontaktierung bzw. eventuelle

Pathologien der Probe daftr ursachlich sein.
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4.2.2 Ergebnisse der aPTT-Messungen aus Plasma

Auch bei mit Plasma durchgefuihrten aPTT-Messungen verlangern sich die
Gerinnungszeiten mit steigender Verdinnung. Ebenso streuen auch die
Ergebnisse héherer Verdinnungen starker.

Es findet sich auch bei den Messungen mit Plasma eine gute Korrelation zu den
Ergebnissen des Koagulometers. Eine hier erstellte Trendlinie schneidet jedoch
die Winkelhalbierende. Bei geringeren Verdinnungen bzw. bei unverdinntem
Plasma liegen die Gerinnungszeiten des Schwingquarzes eher Uber den
Gerinnungszeiten des Koagulometers. Bei der Verdinnung 1:1,5 finden sich
Schwingquarz-Gerinnungszeiten sowohl Uber als auch unter den
Gerinnungszeiten des Koagulometers. Bei den durchgefluihrten Messungen mit
1:2 verdinntem Plasma ergaben hingegen sieben von insgesamt neun
Gerinnungszeiten auf dem Koagulometer langere Gerinnungszeiten als auf dem
Schwingquarz.

Es wurde wieder ein Kalibrationsdiagramm erstellt und ein 15%-iger und ein
20%-iger Abweichungsbereich eingezeichnet.

Daraus wird ersichtlich, dass bei der Messung der aPTT aus Plasma bis auf
vier Messungen alle innerhalb eines 15%-igen Abweichungsbereiches liegen.
Nur drei Messwerte liegen unterhalb und ein Messwert oberhalb des 15%-
Abweichungsbereiches. Betrachtet man den 20%-Abweichungsbereich, so
liegen nur zwei Messwerte unterhalb und ein Messwert oberhalb von diesem.
Es wurde aber auch schon im Abschnitt 3.1.4 erklart, dass diese Messwerte
nicht unbedingt ausschlaggebend sind. Diese Messwerte muissen vor dem
Hintergrund eines Kontaktierungsproblems des Quarzes zum einen und vor
dem Hintergrund eines alten Plasmas mit eventuellen Verwirbelungen beim
Abpipettieren des Uberstandes zum anderen betrachtet werden. Somit liegt nur
noch ein  einziger  Messwert nicht innerhalb des  15%-igen
Abweichungsbereiches.

Daraus ergibt sich, dass eine Messung der aPTT aus Plasma doch etwas
genauere Ergebnisse liefert. Allerdings ist der Unterschied zu den Messungen
mit Vollblut nicht gravierend. Somit kann man, in Betracht der Entwicklung eines

maoglichst schnellen Gerinnungsanalysegerates, durchaus auch auf die
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Messung der aPTT aus Vollblut hinarbeiten, auch wenn die Ergebnisse der

Plasma-Messungen weniger streuen.

4.3 Diskussion der Ergebnisse der ACT-Messungen

In dieser Arbeit wurde eine Machbarkeitsstudie zur Ermittlung der Activated
Clotting Time (ACT) durchgefuhrt. Dabei ergaben sich mehrere Probleme. Das
verwendete Kaolin ist eine sehr dickflissige Substanz. Bei der Zugabe zu
Vollblut als Analyt muss eine sehr gute Durchmischung gewéahrleistet sein. Die
Durchmischung bei den Koagulometermessungen im Vollblut wurde in dieser
Arbeit durch das Drehen des Analytbehéltnisses und das Rollen der Metallkugel
wéahrend der Inkubationszeit von 25 s erreicht. Dennoch ergab es am Ende der
Durchmischung nicht immer eine homogene Masse. Bei manchen
Koagulometermessungen bestand das Problem, dass das dickfliissige Kaolin
eine Art Klumpen bildete. Jedoch konnte das Blut dennoch im Probenteller
gerinnen und die Messung der Gerinnungszeit mittels Koagulometer
durchgeftihrt werden.

Bei den Messungen der ACT an der Anlage musste eine Durchmischung
manuell durchgefiihrt werden. Hier hat man auch 25 s Inkubationszeit zur
Verfuigung, um vergleichbare zeitliche Bedingungen zu den
Koagulometermessungen herzustellen. Doch auch hier stellte die Viskositat des
Kaolins ein Problem dar. Trotz mehrmaligen Aufziehens mit der Pipette gelang
es nicht immer, die Probe ausreichend zu durchmischen. Dies kann auch eine
Erklarung dafur sein, warum die Messergebnisse oftmals nicht verwertbar
waren. Zum einen fand nicht jedes Mal eine Gerinnung in der Messkammer
statt, zum anderen streuten die gemessenen Werte deutlich.

Deswegen wurde mit groRerer Analytenmenge versucht, ein gréf3eres und
damit eventuell leichter zu mischendes Volumen zu erhalten. Die Ergebnisse
dieser Messungen zeigen, dass gro3ere Volumina auf der Anlage zu besseren
Ergebnissen fihrten. Die Messwerte mit groReren Volumina streuten weniger

stark. Jedoch erhielt man bei den Vergleichmessungen auf dem Koagulometer
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deutlich kurzere Gerinnungszeiten, welche stark von denen der Anlage
abwichen.

Bei den Frequenzverlaufen der ACT-Messungen erkennt man jedoch ahnliche
Kurven wie bei den aPTT-Messungen. Nach der Calciumzugabe erhalt man ein
kurzes Ansteigen und ein kurzes Absinken der Frequenz. Im Anschluss daran
folgt ein breiteres Maximum mit einem darauffolgenden deutlichen
Frequenzabfall bis hin zu einer nahezu konstanten Frequenz, welche deutlich
unterhalb der Anfangsfrequenz liegt. Das Maximum des zweiten, breiteren
Maximums wurde analog zu den aPTT-Messungen als Gerinnungszeit
festegelegt.

Dieser Kurvenverlauf ist charakteristisch fur Gerinnungsmessungen auf der
Anlage. Da man diesen Verlauf ebenfalls bei ACT-Messungen auf der Anlage
erhalt, kann man daraus schlieRen, dass auch eine ACT-Messung mittels
Schwingquarz mdglich ist. Allerdings scheint hier die Messung in der Routine
um einiges komplizierter und stéranfalliger als die Messung der aPTT zu sein.
Die ACT-Messungen mussten vorher noch in der Durchfihrung optimiert
werden, bevor sie brauchbare Messergebnisse liefern. Eine Mdglichkeit konnte
die Wahl des Kaolins sein. Eventuell misste man ein anderes als das hier
verwendete benutzen. Eine weitere Moglichkeit, um die Viskositat der
Kaolinlésung fur eine bessere Durchmischung zu senken, ist eine geringere
Konzentration an Kaolin als die hier verwendeten 12 g Kaolin pro 100 ml NaCl

einzusetzen.

4.4 Schlussfolgerung aus der Arbeit

Die Messung der aktivierten partiellen Thromboplastinzeit (aPTT) ist in der
Fidge Type FgT1-Anlage mittels Schwingquarz-Biosensorik sehr gut moéglich.
Sowohl aus Vollblut als auch aus Plasmaproben konnten mit dem Aktivator
Dade Aktin FS aPTT-Messungen erfolgreich durchgefihrt werden. In
verschiedenen Verdiunnungsreihen ergaben sich gute Korrelationen zu den
Vergleichswerten, welche auf dem Koagulometer gemessen wurden. Niedrigere
Verdunnungen liefern genauere Ergebnisse. Durch die Moglichkeit, aus Vollblut
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die aPTT zu messen, kann in der Verwendung des neuen Gerates der Schritt
der Herstellung von Plasma entfallen und die Gerinnungsdiagnostik
unmittelbarer vor Ort, z.B. im OP durchgefuhrt werden.

Dahingegen gestaltet sich eine Messung der Activated Clotting Time (ACT) aus
Vollblut mittels Kaolin schwieriger. Hier streuen die Ergebnisse starker, auch im
Vergleich zu den gemessenen Koagulometer-Messungen. Es mussen bis zur
klinischen Anwendbarkeit noch Modifizierungen, eventuell auch bei dem

dickflissigen Aktivator Kaolin, vorgenommen werden.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit ist im Rahmen des Verbundprojektes HAmOrgUs entstanden. In
diesem Verbundprojekt sollte ein Gerinnungsdiagnostikgerat entwickelt werden,
welches eine Gerinnungsanalyse direkt beim Patienten mdglich macht. Es
konnte dann z.B. direkt im OP oder bei der Hamodialyse eine Aussage Uber
den Gerinnungsstatus des Patienten liefern.

Ziel dieser Arbeit war es, die aktivierte partielle Thromboplastinzeit (aPTT) auf
der FidgeType FgT1-Anlage mittels Schwingquarzen zu messen.

Zur Messung der aPTT standen Citratblutproben aus der Blutspendezentrale
des Universitatsklinikums Tuldbingen zur Verfigung. Diese Citratblutproben
wurden entweder als Vollblut oder nach Zentrifugation als Plasma verwendet.
Die Probe wurde entweder unverdinnt oder in verschiedenen mit TRIS/NaCl-
Puffer hergestellten Verdinnungen gemessen. Dazu wurde die Probe mit dem
Aktivator Dade Actin FS inkubiert und anschlieend die Gerinnung mittels einer
Calciumchloridldsung ausgelost. Unmittelbar nach Zugabe der
Calciumchloridldsung wurde die Probe Uber eine Fliel3injektionsanlage direkt
auf die beschichtete Oberflache des Schwingquarzes gepumpt.

Mittels der an die FidgeType FgT1l-Anlage angeschlossenen Software konnte
der Frequenzverlauf des Schwingquarzes aufgezeichnet werden. Der
Gerinnungszeitpunkt lie3 sich aus der Kurve ermitteln, wobei das absolute
Maximum als Gerinnungszeitpunkt festgelegt wurde.

Die Vergleichsmessungen wurden auf einem Koagulometer durchgefiihrt. Auch
hier wurden wieder unverdinnte bzw. verdinnte Vollblut- und Plasmaproben
verwendet.

Es konnte im Vergleich zwischen den Messwerten des Schwingquarzes und
den Messwerten des Koagulometers eine gute Korrelation festgestellt werden.
Durch die Gleichung der Trendlinie konnte eine Kalibrationsfunktion erstellt und
eine lineare Korrelation der Messwerte festgestellt werden. Die Abweichungen
lagen in der Regel innerhalb eines 15%-igen Abweichungsbereiches von der

Trendlinie.
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Es konnte also gezeigt werden, dass eine Messung der aPTT mittels
Schwingquarzen in der FidgeType FgT1-Anlage sowohl aus Plasma als auch
aus Vollblut erfolgreich durchgefiihrt werden kann.

Des Weiteren wurde in Grundzigen versucht, die Activated Clotting Time (ACT)
mittels Schwingquarzen zu messen. Hierzu wurde unverdinntes Vollblut in
einem Verhaltnis von 9:1 mit Kaolin versehen. Nach 25 s Inkubationszeit wurde
auch hier wieder die Gerinnung mit einer Calciumchloridldsung ausgeldst. Dies
war notig, da im Gegensatz zur klinischen Routine kein unmittelbar
entnommenes Vollblut verwendet wurde. Aufgrund der Laborbedingungen
konnte nur mit Citratblut gemessen werden. Unmittelbar nach der
Calciumzugabe wurde auch hier die Probe direkt auf die
Schwingquarzoberflache gepumpt.

Auch hier wurden Vergleichsmessungen auf einem Koagulometer durchgefuhrt.
Im Gegensatz zu den aPTT-Messungen konnte keine gute Korrelation erzielt
werden. Die Werte sind noch zu ungenau, und die Viskositat der verwendeten
Kaolin-Losung stellt unter anderem bei der Durchmischung der Probe ein
Problem dar. In mehreren Messungen konnte keine Gerinnung detektiert
werden. Wenn man allerdings eine Gerinnung feststellen konnte, dann &hnelte
der Frequenzkurvenverlauf dem der aPTT-Messungen. Es konnte also ein
typischer Gerinnungskurvenverlauf festgestellt werden.

Um auch die ACT auf der neuen Anlage messen zu kénnen, missen noch

weitere Optimierungen folgen.
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6. Anhang

6.1 Verzeichnis der verwendeten Abklrzungen

Abb. Abbildung

ACT Activated Clotting Time

akt. aktiviert

aPTT aktivierte partielle Thromboplastinzeit
bidest. bidestilatum

bzw. beziehungsweise

d.h. das heifl3t

f Frequenz

g Erdbeschleunigung

Hz Hertz

MHz Megahertz

min Minute

ml Milliliter

PE Polyethylen

PPP platelet poor plasma

PT prothrombin time

PTT partial thromboplastin time
QCM Quartz Crystal Microbalance
t time (Zeit)

TPZ Thromboplastinzeit

TRIS Trishydroxymethylaminomethan
z.B. zum Beispiel
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