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Dieses Reagenz ist fiir die professionelle In-vitro-Diagnostik im Labor bestimmt. Es wird fiir die
Analyse der Thrombozytenfunktion auf Basis der Lichttransmissionsaggregometrie (LTA) in
plattchenreichem Humanplasma verwendet.

Der Test unterstiitzt bei der Diagnose einer Thrombozytenfunktionsstérung und kann als
Hilfsmittel bei der Behandlung von Patienten mit einer bekannten Funktionsstorung
verwendet werden. Die Untersuchung und Beurteilung sollte immer mehrere Agonisten
umfassen, welche im Zusammenhang betrachtet werden.

Dieser Test sollte zusammen mit anderen klinischen und diagnostischen Informationen zur
Diagnose und Behandlung von Patienten verwendet werden.

Plattchenreiches Plasma (PRP) wird mit Thrombin-Rezeptor PAR-1 aktivierendes Peptid (TRAP)
versetzt. Die Aggregation der Thrombozyten (bzw. Agglutination bei Ristocetin) wird unter
konstantem Mischen gemessen. Es kommt zu einer Anderung der Lichttransmission. In die
Auswertung kommen (je nach Gerat) die Zeit vom Zusatz des Reagenzes bis zum Beginn des
,Shape Change” bzw. der Aggregation, die Aggregationsgeschwindigkeit (Slope) sowie die
maximale Aggregation. Weitere Angaben, siehe Handbuch der Gerdte oder in der
Fachliteratur.

Das synthetische Hexapeptid TRAP (Thrombin-Rezeptor aktivierendes Peptid) aktiviert den
Thrombinrezeptor PAR-1 unabhéngig von der Rezeptorspaltung und ahmt damit die Wirkung
von Thrombin, dem wirksamsten Aktivator der Thrombozyten, nach.

Thrombin aktiviert verschiedene Rezeptoren der Thrombozyten, insbesondere PAR-1, und
induziert Uber die Aktivierung verschiedener G-Proteine eine intrazellulare Signalkette, die in
der Bildung von Thromboxan A2 (TXA2), der Ausschiittung von ADP, Serotonin und
Epinephrin sowie von Adhésivproteinen wie p-Selektin und CD40- resultieret. Daher kommt
es zur Plattchenaggregation und zur Stimulierung von prokoagulatorischer Funktionen der
Plattchen. (1)

Die Wirkung von TRAP wird durch Aggregationshemmer wie Aspirin® oder P2Y12-
Antagonisten nicht oder nur méBig inhibiert. TRAP ist eine sinnvolle Alternative zu Thrombin
als Plattchenaktivator und kann zur Erfassung der Wirkung von Gplib/Illa Antagonisten oder
fuir allgemeine Funktionsuntersuchungen eingesetzt werden.

Die Normalwerte von PRP von Gesunden mit TRAP bei 10 pM im Test liegen Ublicherweise
bei >70 % Aggregation. Bei Aggregationshemmern vom Typ der GPllb/llla-Antagonisten
(Aggrastat®, Abciximab®, Integrillin®) wird die Pldttchenaggregation durch TRAP
konzentrationsabhangig gehemmit. (5), (6), (7)

Bei P2Y12-Antagonisten wurde eine partielle Hemmung beobachtet. (8)

Bei Patienten mit peripherer arterieller Erkrankung nach einer Angioplastie wurde bei dualer
Anti-Pldttchentherapie tiber eine Aggregationsmessung mit TRAP eine verminderte Wirkung
der Therapie beobachtet. (9)

PAR-1-Antagonisten (Voraxapar) erzeugen eine konzentrationasabhdngige Hemmung der
Thrombozytenaggregation mit TRAP. (10), (11)

Lagerung bei 2-8 °C.
Die ungedffneten Reagenzien sind bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar.

Aufbewahrung nach Rekonstitution
Das angesetzte Reagenz ist mit Silikonkappe verschlossen bei 2-8 °C im Originalflaschchen zu
lagern. Nicht einfrieren.

Haltbarkeit nach Rekonstitution

Reagenz im Originalflaschchen, verschlossen mit Silikonkappe:

. Bei 2-8 °C 28 Tage
e  Bei15-25°C 14 Tage
e  Laborbetrieb* 21 Tage

*Laborbetrieb = 8 Std. im Gebrauch ,16 Std. im Kiihlschrank.

Hinweis: Bei ldngerer Nichtbenutzung des Reagenzes wird empfohlen das Reagenz mit
Silikonkappe verschlossen bei 2-8 °C im Originalflaschchen zu lagern.

Bei den vielen unterschiedlichen Kombinationen der Lagerungsbedingungen wird
empfohlen, dass jedes Labor die Stabilitdit des Reagenzes, aufgrund seines eigenen
Nutzungsverhalten, beobachtet. Die oben ermittelten Zeiten sind unter den angegebenen
Bedingungen ermittelt und duirfen nicht tberschritten werden.

Hinweis: Nach Ablauf der angegebenen Stabilitat darf das Reagenz nicht mehr verwendet
werden. In diesem Fall wird das Reagenz vom Thrombomate nicht angenommen.

TRAP 1000 pM
Thrombin Rezeptor PAR-1 aktivierendes Peptid (S-F-L-L-R-N), Stabilisatoren

LTA Diluent

Verdiinnungspuffer
Weiterer Inhalt:

Silicone Caps (Verdunstungsschutz Thrombomate)
Barcodes fiir den Thrombomate®

Behnk Reagenzien sind fiir den Gebrauch in der professionellen In-vitro-Diagnostik bestimmt.
Bei der Verwendung von Reagenzien und menschlichen Proben sind gute Laborpraktiken
anzuwenden. Die Materialien sind immer als potenziell infektios anzusehen. Flr weitere
Informationen ist das Sicherheitsdatenblatt (MSDS) auf Anfrage erhéltlich. Die Entsorgung
aller Abfalle ist gemé&B den lokalen Richtlinien durchzufiihren.

Blut fiir die Durchfiihrung der Aggregation sollte so schonend wie méglich in handelstibliche
Entnahmershrchen aus Kunststoff oder Silikon-beschichtetem Glas gewonnen werden. Als
Antikoagulanzien eignet sich Natriumzitrat (0,11 M).

Die Blutentnahme muss sorgféltig durch vorsichtige Venenpunktion, wenn moglich ohne
Stau, erfolgen. Blut und Antikoagulanz sofort nach Abnahme schonend durch vorsichtiges
Schwenken mischen. Die Aufbewahrung erfolgt bei 15-25 °C. Ein Abkiihlen des Blutes auf
niedrigere Temperaturen als 15 °C wahrend Lagerung oder Transport ist unbedingt zu
vermeiden, ebenso eine mechanische Belastung durch Schitteln, da es zu einer Schadigung
der Thrombozyten kommen kann. Ein Transport des Blutes tiber Druckluftsysteme (Rohrpost)
wird nicht empfohlen, solange nicht eine sorgfaltige Validierung erfolgt ist.

Probenstabilitat:
- Maximal 4 h von der Blutentnahme bis zum Abschluss aller Messungen.

Zur Herstellung von plattchenreichem Plasma (PRP) wird das Blut bei Raumtemperatur fir
10 min bei 150 x g zentrifugiert. Ggf. muss noch einmal fiir 5 min zentrifugiert werden, wenn
sich noch Erythrozyten im Uberstand befinden.

Hinweis: Automatische Bremsfunktion ausschalten.

Zur besseren Vergleichbarkeit der Messwerte sollte immer mit derselben Zentrifuge
gearbeitet werden. Das PRP wird schonend mit einer Kunststoffeinmalpipette oder einer
Pipette mit Kunststoffspitze in ein Sample tube (Thrombomate Transferrohrchen) tiberfiihrt
und dieses mit dem roten Durchstechstopfen verschlossen. Das PRP sollte vor der Analyse ca.
30 min ruhen. Es empfiehlt sich, die Thrombozytenzahl zu bestimmen, da eine gewisse
Mindest- oder Hochstzahl von Thrombozyten fiir eine verladssliche Messung erforderlich ist.
Eine Einstellung der Thrombozytenzahl durch Mischen von PRP mit Plasma derselben Probe
wird heute allerdings auBer bei extremen Thrombozytenzahlen eher kritisch gesehen. (2),(3) .
Zur Herstellung von plattchenarmen Plasma (PPP) wird das restliche Blut (oder eine
separate Probe desselben Patienten) nochmals fiir 20 min bei 1500 x g zentrifugiert und der
Uberstand schonend mit einer Kunststoffeinmalpipette oder einer Pipette mit
Kunststoffspitze in ein anderes Sample tube (Thrombomate Transferréhrchen) Gberfuhrt und
markiert.

Hinweis: Blasenfrei umfiillen und nicht mehr Schwenken oder hinlegen, dies wiirde zur
Blasenbildung fiihren.

RE: Drehverschluss entfernen. Stopfen der Flasche erst vorsichtig anheben, um den
produktionsbedingten Flaschenunterdruck aufzuheben, dann den Stopfen entfernen.
Lyophilisat mit exakt 1 ml LTA Diluent rekonstituieren. 10 min stehen lassen, dann vorsichtig
schwenken.

Aufsetzen der Silikonkappen bei Verwendung des Reagenzes am Thrombomate:
Die Reagenzflasche und das Clean Pro mit einer Silikonkappe (Silicone Cap) verschlieBen.
Vor jedem Einsetzen ins Gerat das Reagenz vorsichtig mit kreisender Bewegung schwenken.

Hinweis: Die Silikonkappen sollen Uber die gesamte Lebensdauer auf den Flaschen
verbleiben (auch im Kiihlschrank). Sie werden von der Pipettiernadel im Betrieb durchstochen.

DIL: Gebrauchsfertig
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Viele praanalytische Einfliisse (Punktion der Vene, Staubedingungen, Kantile, Antikoagulanz,
Typ des Réhrchens, Probentransportbedingungen, Zentrifugationsbedingungen, Restzahl von
Erythrozyten im PRP, Ruhezeiten vor der PRP Analyse, Standzeit der Probe nach Abnahme
u.a.m.) kénnen zu mehr oder weniger groBen Abweichungen fiihren. Daher sollte jedes Labor
seine eigenen Referenzwerte bestimmen.

Zur Interpretation der Ergebnisse bei Patientenproben sollten Tests mit anderen
Laborparametern (z.B. von Willebrand-Faktor, Fibrinogen, Blutbild, Aggregometrie mit
anderen Reagenzien oder Konzentrationen) hinzugezogen werden. Siehe Fachliteratur fiir
weitere Informationen.

Es ist zu beachten, dass viele diatetische oder medikamentose Faktoren die Plattchenfunktion
beeinflussen kénnen. (4)

Bei der Lichttransmissionsaggregometrie konnen Lipamie, Bilirubin oder Hamoglobin die
Ergebnisse beeinflussen. Ergebnisse sind zu einem gewissen Grad von der Thrombozytenzahl
abhéangig.
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ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

. BE  Thrombomate® XRA oder Manuelles Gerdt zur Messung der
Lichttransmissionsaggregometrie.
. Allgemeine Ausriistung fiir das medizinische Labor

. Sample tubes (REF 057400)

. BE Clean Pro (REF 050951)

. BE LTA Cuvette Set (1000 Cuvettes) (REF 057600)

. BE X-Tray (REF 691041; REF 691042; REF 691043; REF 691044)

TESTDURCHFUHRUNG

Automatische Methode an Behnk Thrombomate®
Die Durchfiihrung des Tests erfolgt vollautomatisch nach Eingabe von Reagenzien und Probe.
Siehe Handbuch Thrombomate®.

Manuelle Methode
Die Durchfiihrung des Tests erfolgt nach der Vorgabe der verschiedenen Gerétehersteller.

KALIBRATION

Nicht erforderlich

KALKULATION

Siehe Gerétehersteller.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Sicherstellung der Qualitét wird empfohlen, mit jeder Serie von Patientenproben frisches
Blut von einem bekannten gesunden Spender ohne Einnahme von Medikamenten wie eine
Patientenprobe aufzubereiten und zu untersuchen.

PERFORMANCE

Die Prazision wurde am Thrombomate® XRA im Vergleich zu PAP-8 (Manuelles System) fiir den
Maximalwert der Aggregation (%) ermittelt.

Die Analyse der Prazision wurde durchgefiihrt mittels 5-fache Analyse von PRP von 5
verschiedenen Personen.

Hinweis: Alle Messungen mit PAP-8 wurden von demselben Bediener durchgefiihrt.

Thrombomate® XRA Manuelles System
| Reagenz | Testkonzentration Mean CV Mean CV
[ TrRAP | 10 uM 2.1 2.1

Tabelle 1: Prézisionsanalyse (5-fache Bestimmung, 5 Personen).
Die Zahlen geben die CV-Werte in % an.

ERWARTETE ERGEBNISSE

Hinweis: Jedes Labor sollte fiir jeden Agonisten einen eigenen Normalbereich erstellen.
Die erwarteten Ergebnisse von Gesunden:

Reagenz Konzentration % Aggregation
TRAP 10 pM >70 %
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