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PRODUKTBESCHREIBUNG

Lyophilisierte Thrombozyten sind eine standardisierte und fixierte Suspension humaner
Thrombozyten, die speziell fir Thrombozytenaggregationstests entwickelt wurde. Diese
Thrombozyten werden routineméaRig in Ristocetin-Cofaktor-Aktivitatstests eingesetzt
und behalten die wichtige Gplb-Rezeptorfunktion bei, wodurch genaue und zuver-
lassige Ergebnisse gewahrleistet werden. Die Suspension formalinfixierter humaner
Thrombozyten vereinfacht den Nachweis der von-Willebrand-Faktor-(vWF)-Hemmung
in gemischten Patienten- und gepoolten Plasmaproben. Der Lyophilisierungsprozess
verlangert die Haltbarkeit.

TRIS-gepufferte Kochsalzldsung (TBS) ist eine vorbereitete gepufferte Kochsalzldsung
mit einer Konzentration von 0,06 M, die 0,01 % Natriumazid als Konservierungsmittel
enthalt.

Lyophilisierte Thrombozyten wurden fiir die Verwendung mit Lichttransmissions-
aggregometern optimiert. Sie kénnen auch mit anderen turbidometrischen oder
Impedanz-Analysatoren sowie Durchflusszytometern verwendet werden.

ZWECKBESTIMMUNG

Lyophilisierte Thrombozyten sind eine standardisierte und fixierte Suspension humaner
Thrombozyten, die routineméaRig als Bestandteil eines Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat-
stests verwendet wird.

ERKENNUNG / MESSUNG

Lyophilisierte Thrombozyten werden in Verbindung mit anderen Reagenzien, Verdln-
nungsmitteln und Kontrollproben verwendet, um Veranderungen der Lichttransmission
in einer thrombozytenarmen Plasma-(PPP)-Testprobe zu messen.

PRODUKTFUNKTION

Lyophilisierte Thrombozyten liefern wichtige Einblicke in die funktionelle Aktivitat des
von-Willebrand-Faktors (VWF). Diese Thrombozyten wurden entwickelt, um die Beurtei-
lung des von-Willebrand-Syndroms (VWS) zu unterstiitzen und die Diagnose sowie
Klassifizierung angeborener oder erworbener vWF-bedingter Stérungen zu erleichtern.

SPEZIFISCHE BEREITGESTELLTE INFORMATIONEN
Lyophilisierte Thrombozyten sind nicht fiir den Nachweis einer spezifischen Erkrankung,
eines bestimmten Zustands oder eines Risikofaktors vorgesehen.

Lyophilisierte Thrombozyten sind wesentlich fir die Beurteilung der Aktivitat und Funk-
tion des von-Willebrand-Faktors (vVWF) mittels des vW-Cofaktor-Assays. Sie werden
rekonstituiert und verwendet, um die Fahigkeit des VWF zu bewerten, die Throm-
bozytenadhasion und -aggregation zu vermitteln — entscheidende Bestandteile des
hamostatischen Prozesses. Bei Verwendung in Verbindung mit spezifischen Reagen-
zien wie Ristocetin ermdglichen lyophilisierte Thrombozyten den von-Willebrand-Fak-
tor-Ristocetin-Cofaktor-Assay (VWF) und somit die Messung der Wirksamkeit des vVWF.

TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) spielt bei der Untersuchung des von-Wille-
brand-Faktors (VWF) eine wichtige Rolle, indem sie einen stabilen pH-Wert von etwa 7,4
aufrechterhalt und die lonenstarke anpasst. Dies ermdglicht optimale Wechselwirkun-
gen zwischen VWF, Ristocetin und Thrombozyten wahrend des vW-Cofaktor-Assays.
TBS schafft Bedingungen, die die physiologische Scherbelastung nachahmen und fiir
die Bewertung der Fahigkeit des VWF zur Férderung der Thrombozytenadhasion und
-aggregation entscheidend sind. TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) verbessert
die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse zwischen verschiedenen Laboratorien und
liefert zuverlassige Einblicke in die vVWF-Funktion.

AUTOMATISIERUNG

Lyophilisierte Thrombozyten sind fir die Verwendung mit halbautomatischen und
automatischen Lichttransmissions-Thrombozytenaggregometern vorgesehen. Diese
Thrombozyten kénnen auch mit anderen turbidometrischen oder Impedanz-Analysa-
toren sowie Durchflusszytometern verwendet werden.

QUALITAT / MENGE

Fur lyophilisierte Thrombozyten gibt es keine Primarstandards. Die Reaktionen dieser
Thrombozyten sind konzentrationsabhangig. Ein bekannter Normalspender sollte mit
jeder neuen Charge lyophilisierter Thrombozyten getestet werden. Normungsorgan-
isationen klassifizieren Ristocetin-Cofaktor-Aktivitdtsassays als semiquantitativ oder
semiqualitativ.

Lyophilisierte Thrombozyten werden als Packung mit 1 x 10,0 mL Flasche lyophilisierter
Thrombozyten und 1 x 10,0 mL Flasche TRIS-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) oder
als Packung mit 3 x 4,0 mL Flaschen lyophilisierter Thrombozyten und 3 x 4,0 mL
Flaschen TRIS-gepufferter Kochsalzldsung (TBS) geliefert.

PROBENTYP

Die Testprobe wird aus mit Natriumcitrat antikoaguliertem Vollblut hergestellt, und die
Testprobe besteht aus thrombozytenarmem Plasma (PPP). Der Testleerwert besteht
aus lyophilisierten Thrombozyten und TRIS-gepufferter Kochsalzlésung (TBS) und
bietet eine standardisierte Basislinie fir den Assay.

Ristocetin-Reagenz kann mit humanem oder tierischem thrombozytenarmem Plas-
ma (PPP) verwendet werden. Die Ergebnisse basieren auf dem Ausmaf® und der
Geschwindigkeit der Thrombozytenagglutination und spiegeln die funktionelle Aktivitat
des VWF wider.

Referenzplasmen, lyophilisierte formalinfixierte Thrombozyten, Kontrollplasmen und
Verdinnungsmittel werden zur Durchfiihrung eines Ristocetin-Cofaktor-Aktivitatstests
verwendet. Die Testergebnisse werden durch Interpolation anhand einer Standard-
kurve bestimmt.

TESTPOPULATION

* Mensch: Die Pravalenz von von-Willebrand-Thrombozytenstérungen ist weltweit
verbreitet und kann je nach Rasse, ethnischer Zugehorigkeit, Blutgruppe und
anderen Faktoren variieren. Die Haufigkeit betragt etwa 2 %.

» Thrombozytenaggregationshemmende Arzneimittel: Die Pravalenz und Inzidenz
sind variabel. BTK-Inhibitoren und Vancomycin sind dafiir bekannt, RIPA-Ergeb-
nisse zu verringern. Ein kirzlich entwickelter monoklonaler Antikérper (moAB)
gegen das thrombozytare Glykoprotein (GP) Ib mit der Bezeichnung OP-FI
sowie ein umfassend untersuchter Anti-GPIb-moAB mit der Bezeichnung AP-1
eliminieren vollsténdig die durch Ristocetin induzierte Thrombozytenagglutination.

» Angeborene Thrombozytenfunktionsstérungen: Die Pravalenz und Inzidenz sind
variabel. Thrombozyten von Personen mit Bernard-Soulier-Syndrom agglutinieren
nicht, wenn sie Ristocetin ausgesetzt werden. Im Gegensatz zur von-Wille-
brand-Erkrankung bleiben die Aktivitatswerte des von-Willebrand-Faktors und
des von-Willebrand-Antigens im Normalbereich.

« Tier: Die Pravalenz und Inzidenz sind speziesabhangig.

IN VITRO DIAGNOSTIK

Lyophilisierte Thrombozyten sind In-vitro-Diagnostika-Reagenzien, die ausschlieBlich
fur den professionellen Laborgebrauch bestimmt sind. Diese Reagenzien sind nicht
zur Injektion oder Einnahme vorgesehen.

BESTIMMTER ANWENDER
Lyophilisierte Thrombozyten sind fiir den professionellen Laborgebrauch durch qual-
ifiziertes Personal bestimmt.

TESTPRINZIP

Wenn das Ristocetin-Reagenz einer 37 °C warmen thrombozytenarmen Plas-
ma-(PPP)-Testprobe zugesetzt wird, induziert es eine Thrombozytenagglutination durch
Interaktion mit dem Glykoprotein-lb-(GP Ib)-Rezeptor auf der Thrombozytenoberflache,
vermittelt durch den von-Willebrand-Faktor (VWF). Diese anfangliche Aggregation,
die als primére Aggregation bezeichnet wird, ist durch eine Formveranderung der
Thrombozyten gekennzeichnet und reversibel.

Auf die primare Aggregation kann die Freisetzung von endogenem ADP aus den
Thrombozytengranula folgen, wodurch eine sekundére, irreversible Aggregationswelle
ausgel6st wird. Das Ausmafd und die Geschwindigkeit sowohl der priméaren als auch
der sekundaren Aggregation werden durch die funktionelle Aktivitat des vVWF in der
Probe beeinflusst.

Der Lichttransmissions-Thrombozytenaggregometer erfasst diese Veréanderungen
effektiv, indem er Parameter wie Lag-Phase, Formveranderung sowie Geschwindigkeit
und AusmalR der Aggregation Uber einen festgelegten Testzeitraum darstellt.

KALIBRATOREN UND KONTROLLEN

Fur lyophilisierte Thrombozyten sind keine Kalibratoren oder Kontrollen erforderlich.
Eine bekannte Spenderprobe sollte mit jeder Charge lyophilisierter Thrombozyten
getestet werden. Die Reaktionen sind konzentrationsabhangig.

REAGENZ-BESCHRANKUNGEN

Lyophilisierte Thrombozyten funktionieren wie angegeben, wenn die Gebrauchsanweis-
ung befolgt wird. Die Thrombozyten missen vor dem auf jeder Flasche aufgedruckten
Verfallsdatum verwendet werden.

BEREITGESTELLTE REAGENZIEN

101258: 1 Flasche lyophilisierte Thrombozyten (10,0 mL)
1 Flasche TRIS-gepufferte Kochsalzldsung (TBS) (10,0 mL)

101595: 3 Flaschen lyophilisierte Thrombozyten (4,0 mL)
3 Flaschen TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) (4,0 mL)

ERFORDERLICHE, ABER NICHT BEREITGESTELLTE REAGENZIEN UND MA-
TERIALIEN

« Reinstwasser (destilliert, deionisiert, Reagenzienqualitat), pH 5,3 — 7,2 zur
Rekonstitution

HINWEIS: DIE VERWENDUNG VON BLUTBANK-KOCHSALZLOSUNG FUHRT ZU FE-
HLERHAFTEN ERGEBNISSEN.



MATERIALIEN UND ZUBEHOR

+ Thrombozytenaggregometer (siehe Gebrauchsanweisung des Herstellers)
* Zentrifuge

» Elektronische Pipette

+ Pipettenspitzen @

« Aggregometertestrohrchen (silikonisiert) @

« Aggregometer-Riihrstabchen (kunststoffbeschichtet) @

+ Plastikprobenréhrchen und Verschlisse (fir Verdiinnungen) @

* Mechanischer Probenmischer

HINWEIS: EINMALARTIKEL WIE TESTROHRCHEN, RUHRSTABCHEN, PROBEN-
ROHRCHEN UND VERSCHLUSSE SIND NUR FUR DEN EINMALIGEN GEBRAUCH
BESTIMMT.

LAGERUNG UND STABILITAT

J/ Lyophilisierte Thrombozyten und TRIS-gepufferte Kochsalzldsung (TBS) bend-
tigen wahrend des Transports keinen Temperaturschutz.

J/ Nach Erhalt sind lyophilisierte Thrombozyten und TRIS-gepufferte Kochsal-
zI6sung (TBS) bei 2-8 °C in der Originalverpackung zu lagern.

J/ Resuspendierte lyophilisierte Thrombozyten sind 30 Tage stabil, wenn sie in
ihrem fest verschlossenen Originalbehalter bei 2—8 °C gelagert werden.

STERILITAT

‘ Lyophilisierte Thrombozyten und TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) sind

keine sterilen Produkte. Es ist darauf zu achten, dass die Produkte beim Pi-

pettieren der rekonstituierten oder aliquotierten Reagenzien nicht kontaminiert
werden.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

A Tragen Sie beim Umgang mit lyophilisierten Thrombozyten und TRIS-gepuff-
erter Kochsalzldsung (TBS) personliche Schutzausriistung (PSA) gemaf den
Laborrichtlinien und -verfahren.

Befolgen Sie bei der Vorbereitung von Testproben und Probenmaterial die
lblichen VorsichtsmaRnahmen.

Gehen Sie sorgfaltig mit lyophilisierten Thrombozyten um, um eine Kontami-
nation wahrend der Verwendung zu vermeiden.

Vermeiden Sie die Verdunstung von Reagenzien, indem Sie die Luft-Flus-
sigkeits-Austauschflachen begrenzen.

Um optimale Testergebnisse sicherzustellen, sollte eine bekannte Spender-Kon-
trollprobe ohne Unterbrechung unmittelbar nacheinander durchgefiihrt werden.

Zur Erhaltung der Reagenzstabilitat sind verbleibende lyophilisierte Throm-
bozyten und TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) in ihren fest verschlossenen
Originalbehaltern aufzubewahren.

Entsorgen Sie Materialien nach der Testdurchfiihrung gemafl den geltenden
Vorschriften und Laborrichtlinien..

HINWEIS AN DEN ANWENDER: JEDER SCHWERWIEGENDE VORFALL, DER IM
ZUSAMMENHANG MIT DIESEM PRODUKT AUFTRITT, MUSS DEM HERSTELLER UND
DER ZUSTANDIGEN BEHORDE DES MITGLIEDSTAATES GEMELDET WERDEN, IN DEM
DER ANWENDER UND/ODER PATIENT ESTABIERT IST.

eb> BbBBPBPPB

STATUS INFEKTIONSGEFAHRLICHER MATERIALIEN

TRIS-gepufferte Kochsalzldsung (TBS) enthéalt keine infektiosen Materialien. Ly-
ophilisierte Thrombozyten wurden an der Quelle getestet und durch serologische
Untersuchungen als negativ fir HIV-1-Antigen (HIV-1Ag), Anti-HIV-1/2-Antikorper,
Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikorper, Antikrper gegen
das humane T-lymphotrope Virus Typ | und Il (Anti-HTLV I/Il) sowie Syphilis bestéatigt.

Aufgrund ihres humanen Ursprungs sollten jedoch alle Plasmen und Thrombozyten als
potenziell gefahrliche Materialien behandelt werden. Testproben und Probenmaterial
mussen als infektios betrachtet und so behandelt werden, als konnten sie Infektionen
Ubertragen. Nach Abschluss der Tests missen Testproben und Probenmaterial gemafn
den geltenden Vorschriften und Laborrichtlinien entsorgt werden.

SPEZIELLE EINRICHTUNGEN
Lyophilisierte Thrombozyten und TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) erfordern
keine speziellen Einrichtungen innerhalb einer Laborumgebung.

VORBEREITUNG ZUR ANWENDUNG

A HINWEIS: LYOPHILISIERTE THROMBOZYTEN UND TRIS-GEPUFFERTE KOCHSAL-
ZLOSUNG (TBS) MUSSEN VOR DER REKONSTITUTION RAUMTEMPERATUR (15-28
°C) ERREICHT HABEN. GELAGERTE THROMBOZYTEN, REAGENZIEN UND PLASMEN
MUSSEN VOR DER VERWENDUNG AUF RAUMTEMPERATUR GEBRACHT WERDEN.

RESUSPENSION LYOPHILISIERTER THROMBOZYTEN EE]
Zur Herstellung von 4 mL lyophilisierten Thrombozyten

* 4 mLTRIS-gepufferte Kochsalzldsung (TBS) in die Flasche mit den lyophilisierten
Thrombozyten geben.

» Bei Raumtemperatur 30 Minuten lang mechanisch auf einem Probenmischer
mischen.

* Resuspendierte lyophilisierte Thrombozyten sollten vor der Verwendung ver-
schlossen aufbewahrt werden.

Zur Herstellung von 10 mL lyophilisierten Thrombozyten

+ 10 mL TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) in die Flasche mit den lyophilis-
ierten Thrombozyten geben.

» Bei Raumtemperatur 30 Minuten lang mechanisch auf einem Probenmischer
mischen.

» Resuspendierte lyophilisierte Thrombozyten sollten vor der Verwendung ver-
schlossen aufbewahrt werden.

A HINWEIS: NACH DER KUHLUNG DIE RESUSPENDIERTEN LYOPHILISIERTEN
THROMBOZYTEN MINDESTENS 30 MINUTEN LANG BEI RAUMTEMPERATUR
MECHANISCH AUF EINEM PROBENMISCHER MISCHEN, UM DIE SUSPENSION

VOR DER VERWENDUNG ZU EQUILIBRIEREN UND ZU ENTGASEN.

PATIENTENVORBEREITUNG

Patienten sollten 7 bis 10 Tage vor der Probenentnahme auf die Einnahme von Aspirin
oder aspirin-haltigen Medikamenten und Produkten sowie auf andere Medikamente,
Nahrungserganzungsmittel oder Energydrinks verzichten, die die Thrombozytenfunk-
tion beeinflussen kénnen. Der Verzehr von fetthaltigen Lebensmitteln, Milchprodukten
sowie das Rauchen sollten 12 Stunden vor der Probenentnahme vermieden werden.

HINWEIS: VOR ANDERUNGEN DER MEDIKATION IST EINE RUCKSPRACHE MIT EINEM
ARZT ERFORDERLICH.

PROBENENTNAHME

Die Probe sollte sorgfaltig entnommen werden, um Stauung, Hamolyse, Kontamination
durch Gewebsflussigkeit und Kontakt mit Glas zu vermeiden. Die Proben missen bei
Raumtemperatur aufbewahrt werden. Lassen Sie die Stauungsschlaufe (Tourniquet)
los, sobald Blut in das EntnahmegefaR zu flieRen beginnt.

f(')\ WAHREND DER PROBENENTNAHME, PROBENVORBEREITUNG UND ANALY-

L' SEPROZESSE SIND DIE STANDARDVORSICHTSMASSNAHMEN EINZUHALTEN.
ENTSORGEN SIE SPITZE GEGENSTANDE UND BIOGEFAHRLICHE ABFALLE
GEMASS DEN GELTENDEN VORSCHRIFTEN UND LABORRICHTLINIEN.

Vakuum-Probenentnahmetechnik D}]

» Verwenden Sie fiir die Probenentnahme ein Fligelkanilenset der GroRe 21G
oder 23G.

* Blut in Kunststoff-Vakuumréhrchen mit 3,2 % (0,11 M) Natriumcitrat-Antikoag-
ulans ziehen.

* Mischen Sie das Probenrdhrchen vorsichtig 4-5 Mal durch Umdrehen.

* Notieren Sie die Entnahmezeit auf dem Probenetikett.

» Lagern Sie die Probenréhrchen bei Raumtemperatur.

« Mischen Sie die Probenréhrchen vor der Zentrifugation erneut.

Spritzenentnahmetechnik []i]

» Verwenden Sie flr die Venenpunktion ein Fligelkanilenset der GroRe 21G
oder 23G.

» Ziehen Sie 9,0 mL Blut mit einer Kunststoffspritze, vermeiden Sie dabei zu
starken Unterdruck.

» Klemmen Sie den Schlauch der Fliigelkaniile ab und trennen Sie die Spritze ab.

» Geben Sie das Blut sofort und vorsichtig in ein Kunststoffréhrchen (Polypropylen),
das 1,0 mL 0,11 M Natriumcitrat-Antikoagulans enthalt. Das Verhaltnis Blut zu
Antikoagulans betragt 9 Teile Blut zu 1 Teil Antikoagulans.

» VerschlieRen Sie das Kunststoffrohrchen.

* Mischen Sie das Probenrdéhrchen vorsichtig 4-5 Mal durch Umdrehen.

* Notieren Sie die Entnahmezeit auf dem Probenetikett.

» Lagern Sie die Probenréhrchen bei Raumtemperatur.

* Mischen Sie die Probenréhrchen vor der Zentrifugation erneut.

HINWEIS: WENN DER HAMATOKRIT DES PATIENTEN UNTER 30 % ODER UBER 55 %
LIEGT, MUSS DAS VERHALTNIS VON BLUT ZU ANTIKOAGULANS ANGEPASST WER-
DEN. VAKUUMROHRCHEN MIT BLAUEM DECKEL MUSSEN 3,2 % (0,11 M) NATRIUM-
CITRAT-ANTIKOAGULANS ENTHALTEN, WAS DIE EMPFOHLENE KONZENTRATION
FUR THROMBOZYTENFUNKTIONSSTUDIEN IST.

PROBENVORBEREITUNG [ [i]
Thrombozytenreiches Plasma (PRP)

« Zentrifugieren Sie das antikoagulierte Blut bei 150 x g fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur.

« Untersuchen Sie die Plasmaschicht auf rote Blutkdrperchen.

+ Sind rote Blutkérperchen vorhanden, zentrifugieren Sie weitere 5 Minuten.

« Ubertragen Sie das thrombozytenreiche Plasma (PRP) mit einer Pipette in einen
mit ,PRP* gekennzeichneten Kunststoffbehalter.

» Entnehmen Sie das PRP aus einem Punkt knapp unterhalb der Mitte des



PRP-Volumens fiir eine konsistente Thrombozytenzahl (OBEN IM VOLUMEN IST
DIE THROMBOZYTENZAHL NIEDRIGER UND UNTEN KONZENTRIERTER).
+ VerschlieBen Sie den Behalter.
» Lassen Sie den Behalter bei Raumtemperatur stehen.

Thrombozytenarmes Plasma (PPP)

+ Zentrifugieren Sie die verbleibende PRP-Probe bei 2500 x g fiir 20 Minuten.

+ Ubertragen Sie das thrombozytenarme Plasma (PPP) mit einer Pipette in einen
mit ,PPP* gekennzeichneten Kunststoffbehalter.

» VerschlieRen Sie den Behalter.

+ Lassen Sie den Behalter bei Raumtemperatur stehen.

TESTVERFAHREN [ [i]
Ristocetin-Cofaktor-Assay — Dreipunkt-Standardkurvenverfahren

HINWEIS: DIES IST EIN ALLGEMEINES VERFAHREN. BEFOLGEN SIE DIE GE-
BRAUCHSANWEISUNG DES HERSTELLERS DES VERWENDETEN AGGREGOMETERS.

Einen Leerwert fiir jeden Patienten vorbereiten

HINWEIS: BEI DER DURCHFUHRUNG DES RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAYS
KANN DERSELBE LEERWERT FUR JEDE TESTKUVETTE SOWOHL BEI DER RIS-
TOCETIN-COFAKTOR-ASSAY-DREIPUNKT-STANDARDKURVE ALS AUCH BEI DER
RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAY-DREIPUNKT-PATIENTENTESTUNG VERWENDET
WERDEN, VORAUSGESETZT, DASSALLE TESTS INNERHALB VON VIER STUNDEN
NACH HERSTELLUNG DES LEERWERTS ABGESCHLOSSEN WERDEN.

» Ein Reagenzglas mit dem Buchstaben ,B* kennzeichnen, um den Leerwert zu
identifizieren.

+ 125 pL lyophilisierte Thrombozyten und 125 pL TRIS-gepufferte Kochsalzlésung
(TBS) in das Reagenzglas pipettieren (KEIN RUHRSTABCHEN HINZUFUGEN).

+ Den Leerwert zur spateren Verwendung beiseitestellen.

HINWEIS: DER VORBEREITETE LEERWERT IST 4 STUNDEN BEI RAUMTEMPERATUR
STABIL.

Standardkurvenverdiinnungen vorbereiten

HINWEIS: VERDUNNUNGEN SOLLTEN UNABHANGIG UND NICHT ALS SERIELLE
VERDUNNUNGEN HERGESTELLT WERDEN.

Das folgende Verdiinnungsverfahren fiir eine 100 %-, 50 %- und 25 %-Kurve ver-
wenden:

» Drei neue Reagenzglaser mit 100 %, 50 % und 25 % kennzeichnen.

* In das mit 100 % gekennzeichnete Reagenzglas: 200 L vW-Normalreferenz-
plasma (NRP) und 200 pL TRIS-gepufferte Kochsalzlosung (TBS) pipettieren.
Vorsichtig invertieren, um zu mischen.

* In das mit 50 % gekennzeichnete Reagenzglas: 100 uL vW-Normalreferenz-
plasma (NRP) und 300 pL TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) pipettieren.
Vorsichtig invertieren, um zu mischen.

* In das mit 25 % gekennzeichnete Reagenzglas: 50 uL vW-Normalreferenz-
plasma (NRP) und 350 pL TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) pipettieren.
Vorsichtig invertieren, um zu mischen.

« Alle drei vW-Normalreferenzplasma-Verdiinnungen zur spateren Verwendung
beiseitestellen.

A HINWEIS: VERDUNNUNGEN SIND 40 MINUTEN BEI RAUMTEMPERATUR STABIL.

Proben vorbereiten

+ Drei neue Reagenzglaser mit 100 % Well Nr. 1, 50 % Well Nr. 2 und 25 % Well
Nr. 3 kennzeichnen.

+ Die gekennzeichneten Reagenzglaser in die entsprechenden Positionen Nr. 1-3
der gerthrten Proben-Inkubationskammern einsetzen.

* In jedes Reagenzglas ein Rihrstédbchen geben.

+ 200 pL lyophilisierte Thrombozyten in jedes Reagenzglas in den geriihrten
Proben-Inkubationskammern pipettieren (SICHERSTELLEN, DASS KEINE
LUFTBLASEN VORHANDEN SIND).

» 25 pL Ristocetin-Reagenz in jedes Reagenzglas in den geriihrten Proben-Inkuba-
tionskammern pipettieren (SICHERSTELLEN, DASS KEINE LUFTBLASEN
VORHANDEN SIND).

» Den Bildschirm-Timer fiir jede gerthrte Proben-Inkubationskammer auswahlen;
der Aufwarm-Countdown beginnt.

» Die Proben werden bei 37 °C fiir die voreingestellte Zeit inkubiert.

100 %-Basislinie einstellen (Leerwert)

» Das zuvor vorbereitete, mit ,B“ gekennzeichnete Leerwert-Reagenzglas be-
reitlegen.

» Das Reagenzglas in Testposition Nr. 1 einsetzen.

+ BLANK auswahlen, um die Testposition zu aktivieren.

» Die Schaltflache BLANK wechselt zu START.

+ Den oben beschriebenen Vorgang fiir die Testpositionen Nr. 2 und Nr. 3 wie-
derholen.

Testdurchfiihrung beginnen

* Sobald der Countdown-Timer 0:00 erreicht, die Timer-Schaltflache driicken, um
jede geriihrte Proben-Inkubationskammer zu stoppen.

» Das Reagenzglas aus der gertihrten Proben-Inkubationskammer Nr. 1 in die
Testposition Nr. 1 Uiberflihren.

» Den oben genannten Schritt fiir jede Testposition wiederholen und sicherstellen,
dass alle Reagenzglaser wahrend des Transfers ihren entsprechenden Position-
snummern zugeordnet bleiben.

« Die Pipettenfiihrungen schlielen.

» START fir Testposition Nr. 1 auswahlen.

» 25 pL der zuvor vorbereiteten, mit 100 % gekennzeichneten Verdlnnung in
Testposition Nr. 1 pipettieren. (NICHT ZULASSEN, DASS DAS REAGENZ AN
DER WAND DES REAGENZGLASES HERUNTERLAUFT ODER DASS DIE
PIPETTENSPITZE DIE OBERFLACHE DER PROBE DURCHBRICHT.)

* INJECT fir Testposition Nr. 1 auswahlen.

» START fur Testposition Nr. 2 auswahlen.

» 25 pL der zuvor vorbereiteten, mit 50 % gekennzeichneten Verdiinnung in
Testposition Nr. 2 pipettieren. (NICHT ZULASSEN, DASS DAS REAGENZ AN
DER WAND DES REAGENZGLASES HERUNTERLAUFT ODER DASS DIE
PIPETTENSPITZE DIE OBERFLACHE DER PROBE DURCHBRICHT.)

« INJECT fur Testposition Nr. 2 auswahlen.

» START fir Testposition Nr. 3 auswahlen.

» 25 pL der zuvor vorbereiteten, mit 25 % gekennzeichneten Verdiinnung in
Testposition Nr. 3 pipettieren. (NICHT ZULASSEN, DASS DAS REAGENZ AN
DER WAND DES REAGENZGLASES HERUNTERLAUFT ODER DASS DIE
PIPETTENSPITZE DIE OBERFLACHE DER PROBE DURCHBRICHT.)

» INJECT fir Testposition Nr. 3 auswahlen.

« Der Test lauft nun fir die voreingestellte Zeit. (TESTVERFAHREN ANDERER
HERSTELLER KONNEN ANDERE ZEITEN ODER VOLUMINA VORSCHREI-
BEN.)

Ristocetin-Cofaktor-Assay — Dreipunkt-Patiententestverfahren

HINWEIS: DIES IST EIN ALLGEMEINES VERFAHREN. BEFOLGEN SIE DIE GE-
BRAUCHSANWEISUNG DES HERSTELLERS DES VERWENDETEN AGGREGOMETERS.

Einen Leerwert flr jeden Patienten vorbereiten

HINWEIS: BEI DER DURCHFUHRUNG DES RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAYS
KANN DERSELBE LEERWERT FUR JEDE TESTKUVETTE SOWOHL BEI DER RIS-
TOCETIN-COFAKTOR-ASSAY-DREIPUNKT-STANDARDKURVE ALS AUCH BEI DER
RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAY-DREIPUNKT-PATIENTENTESTUNG VERWENDET
WERDEN, VORAUSGESETZT, DASSALLE TESTS INNERHALB VON VIER STUNDEN
NACH HERSTELLUNG DES LEERWERTS ABGESCHLOSSEN WERDEN.

* Den zuvor fir die Ristocetin-Cofaktor-Assay-Dreipunktkurve vorbereiteten
Leerwert verwenden.

* Wenn der Leerwert vor mehr als 4 Stunden vorbereitet wurde, ist er nicht mehr
stabil und ein neuer Leerwert muss hergestellt werden.

* Zur Herstellung eines neuen Leerwerts die Anweisungen zur Leerwertvorbe-
reitung in dieser Gebrauchsanweisung (IFU) unter ,Ristocetin-Cofaktor-Assay
— Dreipunkt-Standardkurvenverfahren” befolgen.

Verdinnungen vorbereiten

» Ein bis acht neue Reagenzglaser mit der jeweiligen Patienten-ID und Position-
snummer kennzeichnen.

» 100 pL der Patientenprobe in das entsprechend gekennzeichnete Reagenzglas
fur jeden zu testenden Patienten pipettieren.

« 100 pL TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) in jedes Reagenzglas pipettieren.

» Die Verdiinnungen zur spateren Verwendung beiseitestellen.

Proben vorbereiten

« Ein bis acht neue Reagenzglaser mit der jeweiligen Patienten-ID und Position-
snummer kennzeichnen.

» Die gekennzeichneten Reagenzglaser in die entsprechenden Positionen Nr. 1-8
der gerlihrten Proben-Inkubationskammern einsetzen.

* Injedes Reagenzglas ein Ruhrstabchen geben.

* 200 pL lyophilisierte Thrombozyten in jedes Reagenzglas in den gerihrten
Proben-Inkubationskammern pipettieren (SICHERSTELLEN, DASS KEINE
LUFTBLASEN VORHANDEN SIND).

» 25 pL Ristocetin in jedes Reagenzglas in den geriihrten Proben-Inkubation-
skammern pipettieren (SICHERSTELLEN, DASS KEINE LUFTBLASEN VOR-
HANDEN SIND).

» Den Bildschirm-Timer fir jede geriihrte Proben-Inkubationskammer auswahlen;
der Aufwarm-Countdown beginnt.

« Die Proben werden bei 37 °C fiir die voreingestellte Zeit inkubiert.

100 %-Basislinie einstellen (Leerwert)

« Das zuvor vorbereitete, mit ,B* gekennzeichnete Leerwert-Reagenzglas be-
reitlegen.

+ Das Reagenzglas in Testposition Nr. 1 einsetzen.

+ BLANK auswahlen, um die Testposition zu aktivieren.

» Die Schaltflache BLANK wechselt zu START.

» Den oben beschriebenen Vorgang fiir jede fur den Test verwendete Testposition
wiederholen.

Testdurchfiihrung beginnen
» Sobald der Countdown-Timer 0:00 erreicht, die Timer-Schaltflache driicken, um
jede gertihrte Proben-Inkubationskammer zu stoppen.
» Das Reagenzglas aus der geriihrten Proben-Inkubationskammer Nr. 1 in die
Testposition Nr. 1 Uberflihren.
« Den oben genannten Schritt fiir jede Testposition wiederholen und sicherstellen,



dass alle Reagenzglaser wahrend des Transfers ihren entsprechenden Position-
snummern zugeordnet bleiben.

+ Die Pipettenfiihrungen schlielfen.

» START fir Testposition Nr. 1 auswahlen.

+ 25 pL der zuvor vorbereiteten Patientenverdiinnung direkt in das Reagenzglas
in Testposition Nr. 1 pipettieren.

+ SICHERSTELLEN, DASS DIE RICHTIGEN PATIENTENVERDUNNUNGEN IN
DIE RICHTIGEN PATIENTEN-TESTPOSITIONEN UBERFUHRT WERDEN.
(NICHT ZULASSEN, DASS DAS REAGENZ AN DER WAND DES RE-
AGENZGLASES HERUNTERLAUFT ODER DASS DIE PIPETTENSPITZE DIE
OBERFLACHE DER PROBE DURCHBRICHT.)

+ INJECT fir Testposition Nr. 1 auswahlen.

+ Das oben beschriebene Verfahren fir jede fiir den Test verwendete Testposition
wiederholen.

+ Der Test lauft nun fiir die voreingestellte Zeit. (TESTVERFAHREN ANDERER
HERSTELLER KONNEN ANDERE ZEITEN ODER VOLUMINA VORSCHREI-
BEN.)

A HINWEIS: VERWENDEN SIE EINEN BEKANNTEN SPENDER ALS KONTROLLPROBE.

JEDES LABOR SOLLTE SEIN EIGENES TESTPROTOKOLL ERSTELLEN UND VALI-

DIEREN SOWIE DIE DARAUS RESULTIERENDE LEISTUNG SEINES TESTSYSTEMS
(REAGENZIEN, GERAT UND TESTPROTOKOLL) UBERPRUFEN.

QUALITATSKONTROLLE

Bei Thrombozytenaggregationsuntersuchungen sollte ein bekannter Spender auf
die gleiche Weise wie der Patient getestet werden, um die Leistung und Konsistenz
des Testsystems sicherzustellen. Eine neue Kontrolle sollte bei jeder Testserie und
vorzugsweise mit jeder neuen Reagenziencharge oder nach einer Geratewartung
eingeschlossen werden. Jedes Labor muss seine eigenen akzeptablen Bereiche fir
seine Patientenpopulation festlegen und die erwartete Leistung des Testsystems
Uberprufen.

Ein Plasma mit von-Willebrand-Faktor-Mangel ist als abnormale Kontrolle enthalten
und sollte als Testplasma mit einem erwarteten Ergebnis von < 45 % Aktivitat anal-
ysiert werden. Diese Kontrolle stellt sicher, dass das Assaysystem spezifisch flir den
von-Willebrand-Faktor ist und dass die Agglutination nicht durch andere normale
Plasmaproteine beeinflusst wird. Zusatzlich wird empfohlen, vW-Normalreferenz-
plasma und vW-Abnormales Kontrollplasma zu testen, um die Standardkurven zu

validieren.

ERGEBNISSE

Der von-Willebrand-Faktor-(vWF)-Assay verwendet eine Dreipunkt-Standardkurve, um
die prozentuale Aktivitat des vVWF im Plasma eines Patienten zu bestimmen. Wie in
Abbildung 1 dargestellt, wird die Standardkurve mit drei bekannten vVWF-Verdiinnungen
erstellt, die typischerweise eine Aktivitat von 100 %, 50 % und 25 % darstellen. Der
Assay misst die Reaktion bei diesen Konzentrationen und tragt die Werte auf, um eine
Referenzkurve zu erstellen.

Wenn die Patientenprobe analysiert wird, wird ihre Reaktion anhand der Standardkurve
interpoliert, um die vVWF-Aktivitat als Prozentsatz des Normalplasmas (100 % Aktivitat)
zu bestimmen. Klinisch weisen vVWF-Aktivitdtswerte innerhalb des Normalbereichs
(45-150 %) auf eine typische Funktion hin, wahrend Werte unter 45 % auf eine
von-Willebrand-Erkrankung (VWD) hinweisen kdnnen. Umgekehrt kann eine erhohte
vWEF-Aktivitat mit bestimmten Zustanden oder Erkrankungen verbunden sein.

Abbildung 2 zeigt die wichtigsten Phasen der Thrombozytenaggregation tber die Zeit
und liefert Einblicke in die Thrombozytenfunktion. Die anfangliche Abwartsbewegung,
die in jeder Kurve beobachtet wird, stellt die Formveréanderung dar, bei der Throm-
bozyten auf den Agonisten reagieren und morphologische Veranderungen durchlaufen,
ohne dass sofort eine Aggregation erfolgt. Darauf folgt die primare Aggregationsphase,
die durch einen Anstieg der Kurve gekennzeichnet ist, wahrend die Thrombozyten
beginnen, zusammenzuklumpen und die Lichttransmission zunimmt. Der maximale
Aggregationspunkt variiert zwischen den Kurven und spiegelt Unterschiede in der
Reaktionsfahigkeit der Thrombozyten wider. Bestimmte Kurvenverlaufe, wie die in
den Kanélen 6, 7 und 8, zeigen nach Erreichen der maximalen Aggregation einen
Rickgang, was auf ein reversibles Aggregationsmuster hinweist, wahrend andere
eine anhaltende Aggregation zeigen und somit eine starke Reaktion anzeigen. Un-
terschiede in der Verzdgerungszeit vor Beginn der Aggregation verdeutlichen Unter-
schiede in der Aktivierungskinetik der Thrombozyten. Diese Merkmale helfen bei der
Beurteilung der Thrombozytenfunktion und der Erkennung mdéglicher Abnormalitaten
der Aggregationsreaktion.

Die in Abbildung 3 dargestellte Kurve des von-Willebrand-Faktor-(vWF)-Assays zeigt
eine abnormale vWF-Aktivitatsreaktion mit Ergebnissen unter 45 % Aktivitat. Diese
verringerte Aktivitat deutet auf eine mégliche von-Willebrand-Erkrankung (VWD) hin. Die
Kurve zeigt eine schwachere als erwartete Reaktion im Vergleich zur Standardkurve,
was auf eine beeintrachtigte VWF-Funktion oder verringerte Faktorwerte hinweist.
Solche abnormalen Ergebnisse kénnen mit vVWD-Typ-1- oder Typ-2-Varianten, einem
erworbenen vVWF-Mangel oder anderen Gerinnungsstérungen verbunden sein. Diese
Ergebnisse unterstreichen die Notwendigkeit weiterer diagnostischer Untersuchungen,
um Art und Schweregrad des Mangels genau zu charakterisieren.

Es ist wichtig, diese Aggregationsergebnisse im umfassenderen Zusammenhang mit
dem klinischen Zustand des Patienten zu interpretieren. Eine endgiltige Diagnose
sollte erst nach weiteren Tests und einer umfassenden Bewertung gestellt werden.
Die Abbildungen enthalten Injektionsmarkierungen, die die genauen Zeitpunkte der

Reagenzzugabe anzeigen und klare Referenzpunkte zum Verstandnis des Zeitpunkts
der Reagenzeinfiihrung und ihrer unmittelbaren Auswirkungen auf den Aggregation-
sprozess liefern.

ABBILDUNG 1: VW-RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAY — DREIPUNKT-PROZEN-
TAKTIVITAT

100;

mTomora

10 125 20 30 40 50 60 70 80 100 150
PERCENT FACTOR ACTIVITY

ABBILDUNG 2: NORMALER VW-RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAY - DREI-
PUNKT-PATIENTENTESTUNG
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ABBILDUNG 3: ABNORMALER VW-RISTOCETIN-COFAKTOR-ASSAY - DREI-
PUNKT-PATIENTENTESTUNG
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ERWARTETE WERTE
Jedes Labor sollte erwartete Bereiche fiir jedes Reagenz bei den verschiedenen
Konzentrationen festlegen, die zur Induktion der Aggregation verwendet werden.

Ein Ergebnis von weniger als 40 % von-Willebrand-Faktor wird als abnormal angesehen
und weist auf ein von-Willebrand-Syndrom hin. Fir die Diagnose der verschiedenen
Formen des von-Willebrand-Syndroms mussen jedoch weitere Eigenschaften des
von-Willebrand-Molekiils berticksichtigt werden. Da Referenzbereiche fiir den von-Wil-
lebrand-Faktor von der Blutgruppe abhangig sind, sollte jedes Labor blutgruppenspezi-
fische Referenzbereiche fiir seine Patientenpopulation festlegen.

vW-Abnormales Kontrollplasma liefert Ergebnisse im von-Willebrand-Faktor-Assay
von £ 45 %. Die Fahigkeit, einen quantitativen Wert in diesem Bereich zu bestimmen,
hangt von der Empfindlichkeit des verwendeten Assaysystems ab.



EINSCHRANKUNGEN

Bei der Lichttransmissionsaggregometrie fiihrt das Vorhandensein von roten Blut-
kérperchen im PRP dazu, dass die beobachtete Aggregation verringert wird. Das
Vorhandensein von Thrombozyten im PPP fihrt zu einer Erhéhung der finalen Aggre-
gation. Fehlerhafte Ergebnisse kénnen auftreten, wenn die Thrombozytenzahl im PRP
weniger als 75.000 Thrombozyten/cumm betragt. PRP-Thrombozytenzahlen kénnen
ausschlieflich mit der Hamocytometer-Methode bestimmt werden. Beeintrachtigte
Proben missen verworfen werden.

Wenn die Ergebnisse abnormal sind, sollte der Test zu einem anderen Zeitpunkt wie-
derholt werden. Jedes Labor muss Referenzbereiche festlegen, die auf die von ihm
betreute Population und die verwendeten spezifischen Reagenzienkonzentrationen
abgestimmt sind.

ANALYTISCHE LEISTUNG

Die durch haufig verwendete Reagenzien wie AggRecetin (Ristocetin)-Reagenz in-
duzierte Thrombozytenaggregation ist ein nichtlineares Testsystem. Die Reaktionen
basieren auf dem Unterschied zwischen der Lichttransmission des thrombozytenreichen
Plasmas (PRP) und des thrombozytenarmen Plasmas (PPP) des Patienten; daher sind
die Ergebnisse fir jeden Patienten individuell. Bestimmte Parameter sind anfalliger
fur Nichtlinearitat als andere. Dazu gehéren Lag-Phase, primare Steigung, sekundare
Steigung, biphasische Reaktion und Disaggregation. Die Nichtlinearitat wird durch viele
Faktoren verursacht, wie z. B. die Reaktionschemie und die verwendeten Geréate. Die
Thrombozytenaggregation stellt die Reaktionsgeschwindigkeit oder Aktivitat dar und
quantifiziert weder die Reaktanten noch deren Konzentrationen.

Bei der Thrombozytenaggregation ist Genauigkeit ein relativer Parameter und vom
Testsystem abhéngig. Die Einschrankungen der Thrombozytenaggregation erschweren
die Angabe typischer Prazisions- oder Reproduzierbarkeitsbereiche.

Die Variabilitdt der Linearitat, Prazision und Reproduzierbarkeit von Ergebnissen
in AggRecetin (Ristocetin)-Reagenz-basierten Testsystemen wird von mehreren
Normungsorganisationen anerkannt. Der allgemein akzeptierte Variationskoeffizient
(CV) betragt + 15 %.

Test-zu-Test-Reproduzierbarkeit: weniger als £ 7,5 %

Instrument-zu-Instrument-Reproduzierbarkeit: weniger als + 15,0 %
Chargen-zu-Chargen-Variabilitat des Reagenz: ~ weniger als + 10,5 %
Labor-zu-Labor (System-zu-System): weniger als £ 12,5 %
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Sie unsere Kundenservice-Abteilung.

DIE PRODUKTLINIE DER BIO/DATA CORPORATION UMFASST REAGENZIEN
FUR DEN ALLGEMEINEN GEBRAUCH IN PROFESSIONELLEN LABOREN, DIE
DAZU BESTIMMT SIND, DIE THROMBOZYTENFUNKTION UND -REAKTIONEN ZU
INDUZIEREN UND ZU ERFASSEN. DIESES PRODUKT WIRD GARANTIERT, WIE
IN DER ETIKETTIERUNG UND DEN GEBRAUCHSANWEISUNGEN BESCHRIE-
BEN, ZU FUNKTIONIEREN. DIE BIO/DATA CORPORATION UBERNIMMT KEINE
AUSDRUCKLICHE ODER STILLSCHWEIGENDE GARANTIE FUR DIE EIGNUNG,
TATGANGIGKEIT ODER VERWENDBARKEIT FUR ANDERE ZWECKE. DIE BIO/
DATA CORPORATION HAFTET KEINESFALLS FUR FOLGESCHADEN, DIE AUS
DER OBEN GENANNTEN AUSDRUCKLICHEN GARANTIE ENTSTEHEN.
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