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DEUTSCH - DE

Thrombozytenaggregations-Reagenz-
Kombinationskit

GEBRAUCHSANWEISUNG

PRODUKTBESCHREIBUNG

BETA/PAK® ist ein Reagenzien-Kombinationskit fiir die Thrombozytenaggregation, das
ADP (Adenosin-5-Diphosphat), Kollagen (I6sliche Kalberhaut, Typ 1) und Ristocetin
(Ristocetin-A-Sulfat) enthalt.

Das ADP-Reagenz ist eine lyophilisierte Zubereitung von Adenosin-5"-Diphosphat.
Es ist ein wesentlicher Bestandteil der Thrombozytenaggregation. ADP wirkt als
Agonist bzw. Aktivator, indem es an Thrombozytenrezeptoren bindet und eine Reihe
biochemischer Ereignisse ausldst, die zur Aktivierung und Aggregation der Throm-
bozyten fiihren.

Das Kollagen-Reagenz ist eine lyophilisierte Zubereitung aus l6slicher Kalberhaut
(Typ 1). Das Kollagen-Reagenz induziert eine Formveranderung der Thrombozyten
und aktiviert diese. Die aktivierten Thrombozyten setzen anschlieRend thrombotische
Substanzen aus ihren Granula frei, die weitere Thrombozyten zur Verletzungsstelle
rekrutieren.

Das Ristocetin-Reagenz ist eine lyophilisierte Zubereitung von Ristocetin-A-Sulfat,
einem Glykopeptid unbekannter chemischer Struktur, das aus Nocardia lurida isoliert
wurde. Ristocetin enthalt mehr als 90 % Ristocetin A.

Das BETA/PAK® Combo Kit wurde fur die Verwendung mit Lichttransmissions-Ag-
gregometern optimiert. Es kann auch mit anderen turbidimetrischen oder Im-
pedanz-Analysatoren sowie mit Durchflusszytometern verwendet werden.

ZWECKBESTIMMUNG

Das BETA/PAK® Combo Kit ist ein praktisches Kombinationskit, das eine Auswahl
routinemaRiger Reagenzien zur Thrombozytenaggregation enthalt, die zur Auslésung
von Aggregations- und/oder Agglutinationsreaktionen im thrombozytenreichen Plasma
(PRP) verwendet werden. Das Kit umfasst ADP, Kollagen und Ristocetin.

ERKENNUNG / MESSUNG

Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits werden in Verbindung mit weiteren
Verdlinnungsmitteln und Kontrollproben verwendet, um Veranderungen der Licht-
transmission in einer Probe aus thrombozytenreichem Plasma (PRP) zu messen.

PRODUKTFUNKTION

Das BETA/PAK® Combo Kit liefert Einblicke in verschiedene Aspekte der Throm-
bozytenfunktion bzw. -qualitat. Dieses Kit unterstlitzt die Beurteilung verschiedener
erworbener und angeborener Thrombozytenfunktionsstérungen sowie der Wirksamkeit
von Thrombozytenaggregationshemmern.

SPEZIFISCHE BEREITGESTELLTE INFORMATIONEN
Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sind nicht fiir den Nachweis einer spezi-
fischen Erkrankung, eines Zustands oder eines Risikofaktors bestimmt.

Das ADP-Reagenz spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung und Aggregation von
Thrombozyten. Wenn ADP an spezifische Rezeptoren auf der Thrombozytenober-
flache, wie P2Y1 und P2Y12, bindet, werden intrazellulare Signalwege ausgeldst.
Diese Aktivierung fiihrt zu schnellen Formveranderungen der Thrombozyten und zur
Freisetzung von Calciumionen Uber P2Y1-Rezeptoren, wahrend die Aktivierung von
P2Y12 die Reaktion aufrechterhalt und eine stabile Aggregation gewahrleistet. Das
ADP-Reagenz wird eingesetzt, um die Thrombozytenaktivierung und -aggregation
gezielt durch Interaktion mit diesen ADP-Rezeptoren zu stimulieren. Durch die Beo-
bachtung der Thrombozytenaggregation als Reaktion auf ADP kénnen Anwender
die Thrombozytenfunktion bzw. -qualitat im Hinblick auf Stérungen der Aktivierung
und Aggregation beurteilen. Dieser Prozess ist wesentlich fiir das Verstandnis der
Gerinnselbildung und die Bewertung der Wirksamkeit von Thrombozytenaggrega-
tionshemmern zur Verhinderung thrombotischer Ereignisse. ADP bewirkt zudem
die Freisetzung sekundérer Mediatoren wie Thromboxan A2 (TXA2), wodurch die
Thrombozytenaktivierung und -aggregation weiter verstarkt wird.

Das Kollagen-Reagenz initiiert die Aktivierung und Aggregation von Thrombozyten.
Durch die Bindung an Glykoproteinrezeptoren auf der Thrombozytenoberflache, ins-
besondere an Glykoprotein VI (GP VI), werden intrazelluldre Signalwege ausgeldst.
Dies fiihrt zu schnellen Formveranderungen der Thrombozyten und zur Freisetzung
von Calciumionen Uiber GP VI-Rezeptoren, wahrend eine anhaltende Aktivierung durch
Integrin a2B1 vermittelt wird und eine stabile Aggregation sicherstellt. Das Kollagen-Re-
agenz wird eingesetzt, um die Thrombozytenaktivierung und -aggregation gezielt zu
stimulieren und ermdglicht die Beurteilung der Thrombozytenfunktion bzw. -qualitat
sowie von Stoérungen, die mit kollageninduzierter Aktivierung verbunden sind. Dieser
Prozess ist entscheidend fir das Verstandnis der Gerinnselbildung und die Bewertung
der Wirksamkeit von Thrombozytenaggregationshemmern zur Verhinderung thrombo-
tischer Ereignisse. Kollagen férdert zudem die Freisetzung sekundarer Mediatoren,
wodurch die Thrombozytenaktivierung und -aggregation weiter verstarkt wird.

Das Ristocetin-Reagenz ist ein spezifisches Thrombozytenreagenz, das im Rahmen
der Ristocetin-induzierten Thrombozytenaggregation (RIPA) eingesetzt wird. Ristocetin
interagiert mit dem von-Willebrand-Faktor (VWF), einem entscheidenden Plasmapro-
tein, das an Adhasions- und Aggregationsprozessen der Thrombozyten beteiligt ist.

Ristocetin bewirkt eine Konformationsanderung des vWF, wodurch Bindungsstellen fiir
das Thrombozyten-Glykoprotein Ib (GP Ib) freigelegt werden. Infolgedessen binden die
GP Ib-Rezeptoren der Thrombozyten an den vWF und leiten die Thrombozytenadhasion
ein. Diese anféngliche Anlagerung bereitet die Thrombozyten auf die Aggregation vor.
Bei Fehlen des von-Willebrand-Faktors oder bei entsprechenden Thrombozytenfunk-
tionsstorungen verlauft die Ristocetin-induzierte Aggregation nur eingeschrankt, da
die Thrombozyten nicht effektiv aggregieren kdnnen. Daher liefert die RIPA-Testung
wertvolle Einblicke in die Thrombozytenfunktion bzw. -qualitat und die Aktivitat des
VWF und unterstitzt die Charakterisierung der von-Willebrand-Erkrankung (VWD)
sowie verwandter Blutungsstérungen. Dieses Testverfahren spielt eine wichtige Rolle
bei der genauen Beurteilung der Thrombozytenfunktion bzw. -qualitat.

AUTOMATISIERUNG

Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sind zur Verwendung in halbautom-
atischen und automatisierten Lichttransmissions-Thrombozytenaggregometern
bestimmt. Diese Reagenzien konnen auch mit anderen turbidimetrischen oder Im-
pedanz-Analysatoren sowie mit Durchflusszytometern verwendet werden.

QUALITAT / MENGE

Fir die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits existieren keine Primarstandards.
Die Reaktionen auf diese Reagenzien sind konzentrationsabhangig. Mit jeder neuen
Charge der Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sollte ein bekannter Normal-
spender getestet werden. Normungsorganisationen klassifizieren die durch ADP,
Kollagen und Ristocetin induzierte Thrombozytenaggregation als semi-quantitativ
bzw. semi-qualitativ.

Das BETA/PAK® Combo Kit wird mit 1 x 0,5 mL Durchstechflasche ADP-Reagenz,
1 x 0,5 mL Durchstechflasche Kollagen-Reagenz und 1 x 0,5 mL Durchstechflasche
Ristocetin-Reagenz geliefert. Die Arbeitskonzentration betragt fir ADP 200 uM, fir
Kollagen 1,9 mg/mL und fir Ristocetin 15 mg/mL.

PROBENTYP
Die Testprobe wird aus mit Natriumcitrat antikoaguliertem Vollblut hergestellt. Die
Prifprobe ist thrombozytenreiches Plasma (PRP). Der Leerwert ist thrombozytenarmes
Plasma (PPP).

ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien kénnen mit thrombozytenreichem Plasma
(PRP) von Menschen oder Tieren fir routinemafige Thrombozytenaggregationstests
verwendet werden. Die Ergebnisse basieren auf der Konzentration, dem Ausmaf
und der Geschwindigkeit der Aggregation im Vergleich zu einem thrombozytenarmen
Plasma (PPP) als Leerwert.

TESTPOPULATION

* Mensch: Fir ADP und Kollagen ist die Pravalenz von Thrombozytenfunktions-
stérungen weltweit gegeben und kann je nach Rasse, Ethnie, Blutgruppe und
weiteren Faktoren variieren. Die Inzidenz ist variabel. Fur Ristocetin ist die
Pravalenz von von-Willebrand-assoziierten Thrombozytenfunktionsstérungen
ebenfalls weltweit gegeben und kann je nach Rasse, Ethnie, Blutgruppe und
weiteren Faktoren variieren. Die Inzidenz betragt etwa ~2 %.

* Thrombozytenaggregationshemmer: Fir ADP sind Pravalenz und Inzidenz
variabel. Etwa 4 % der Bevdlkerung tiber 40 Jahre nehmen Thrombozytenag-
gregationshemmer ein, ausgenommen Aspirin. 33 % (bei Erwachsenen > 40
Jahre); 16 % duale Thrombozytenaggregationshemmung (DAPT); und 8 %
Thrombozytenaggregationshemmung (APT). Fir Kollagen kann die Pravalenz
einer abnormalen Aggregation mit Kollagen-Reagenz — abhangig vom geschatz-
ten Aspirinkonsum — bis zu einem Drittel der Bevdlkerung erreichen. Sowohl
Clopidogrel als auch die Kombination von Clopidogrel mit Aspirin kénnen die
kollageninduzierte Thrombozytenaggregation beeinflussen. Die Inzidenz ist
variabel. Fir Ristocetin sind Pravalenz und Inzidenz variabel. BTK-Inhibitoren
und Vancomycin sind dafiir bekannt, die RIPA-Ergebnisse zu vermindern. Ein
kirzlich entwickelter anti-thrombozytérer Glykoprotein (GP) Ib monoklonaler
Antikdrper (moAK) mit der Bezeichnung OP-FI sowie ein gut untersuchter
anti-GPIb-mAk, bekannt als AP-1, eliminieren die durch Ristocetin induzierte
Thrombozytenagglutination vollstéandig.

* Angeborene Thrombozytenfunktionsstérungen: Fir ADP sind Préavalenz und
Inzidenz variabel. Es gibt etwa 60 Typen und 75 bekannte Gene; Haufigkeit
5/1000; geschétzt 1-2 % der Bevdlkerung. Fiir Kollagen sind Pravalenz und
Inzidenz ebenfalls variabel. Es existieren etwa 60 Typen angeborener Throm-
bozytenfunktionsstérungen, die etwa 0,3 % der Bevolkerung betreffen. Bestimmte
angeborene Thrombozytendefekte, wie die Glanzmann-Thrombasthenie und die
Storage-Pool-Erkrankung, zeigen keine Reaktion auf das Kollagen-Reagenz. Fur
Ristocetin sind Pravalenz und Inzidenz variabel. Thrombozyten von Personen
mit Bernard-Soulier-Syndrom agglutinieren nicht bei Exposition gegeniber
Ristocetin. Im Gegensatz zur von-Willebrand-Krankheit bleiben die Aktivitat
des von-Willebrand-Faktors sowie das von-Willebrand-Antigen im Normbereich.

+ Tier: Fir ADP, Kollagen und Ristocetin sind Pravalenz und Inzidenz artspezifisch.



IN VITRO DIAGNOSTIK

Der Inhalt des BETA/PAK® Combo Kits besteht aus In-vitro-Diagnostikreagenzien, die
ausschlieRlich fiir den professionellen Laborgebrauch bestimmt sind. Diese Reagenzien
sind nicht zur Injektion oder Einnahme bestimmt.

BESTIMMTER ANWENDER
Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sind fiir den professionellen Laborge-
brauch durch qualifiziertes Fachpersonal bestimmt.

TESTPRINZIP

Werden exogene Reagenzien wie ADP, Kollagen und Ristocetin in eine geruhrte,
auf 37 °C temperierte Probe aus thrombozytenreichem Plasma (PRP) eingebracht,
werden die Thrombozyten stimuliert, sodass sie eine Formveranderung durchlaufen und
aggregieren. Diese anfangliche Aggregation wird als primare Aggregation bezeichnet
und ist reversibel. Normale Thrombozyten besitzen jedoch die Fahigkeit, endogenes
ADP aus ihren Granula freizusetzen, was zu einer sekundaren, irreversiblen Aggre-
gationswelle fihrt.

Der Lichttransmissions-Thrombozytenaggregometer erfasst diese Veranderungen
effektiv, indem er Parameter wie die Lag-Phase, die Formveranderung sowie die
Geschwindigkeit und das Ausmal der Aggregation Uber einen festgelegten Test-
zeitraum darstellt.

KALIBRATOREN UND KONTROLLEN

Fir das BETA/PAK® Combo Kit sind keine Kalibratoren oder Kontrollen erforderlich. Mit
jeder Charge der ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien sollte eine Probe eines
bekannten Spenders getestet werden. Die Reaktionen sind konzentrationsabhangig.

REAGENZ-BESCHRANKUNGEN

Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits funktionieren wie angegeben, wenn die
Gebrauchsanweisung eingehalten wird. Die Reagenzien missen vor dem auf jedem
Flaschchen aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden.

BEREITGESTELLTE REAGENZIEN

101580: 1 Durchstechflasche ADP-Reagenz (0,5 mL)
1 Durchstechflasche Kollagen-Reagenz (0,5 mL)
1 Durchstechflasche Ristocetin-Reagenz (0,5 mL)

ERFORDERLICHE, ABER NICHT BEREITGESTELLTE REAGENZIEN UND MA-
TERIALIEN

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

» TRIS-gepufferte Kochsalzlésung (TBS) oder 0,85 % physiologische Kochsal-
zlésung fur Verdliinnungen

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

MATERIALIEN UND ZUBEHOR

* Thrombozytenaggregometer (siehe Gebrauchsanweisung des Herstellers)
+ Zentrifuge

» Elektronische Pipette

+  Pipettenspitzen @

+  Aggregometertestréhrchen (silikonisiert) @

+ Aggregometer-Riihrstabchen (kunststoffbeschichtet) @

+  Plastikprobenrdhrchen und Verschliisse (fiir Verdiinnungen) &

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

LAGERUNG UND STABILITAT

ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien erfordern wéahrend des Transports
keinen Temperaturschutz.

Nach Erhalt sind ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien bei 2—8 °C in der
Originalverpackung zu lagern.

Rekonstituierte ADP- und Kollagen-Reagenzien sind bei Lagerung in fest
verschlossenen Originalbehaltern bei 2-8 °C 30 Tage stabil.

Rekonstituiertes Ristocetin-Reagenz ist bei Lagerung in fest verschlossenem
Originalbehalter bei 2—8 °C 7 Tage stabil.

Dilutions containing ADP Reagent are stable for 2 hours at room temperature.
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STERILITAT

ﬁ Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sind keine sterilen Produkte.
Achten Sie darauf, das Produkt beim Pipettieren der rekonstituierten oder
aliquotierten Reagenzien nicht zu kontaminieren.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

A Tragen Sie beim Umgang mit ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien
personliche Schutzausriistung (PSA) gemafl den Laborrichtlinien und -ver-
fahren.

Befolgen Sie die Standardvorkehrungen bei der Vorbereitung von Testproben
und Probenmaterial.

Gehen Sie sorgféltig mit ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien um, um
eine Kontamination wahrend der Anwendung zu vermeiden.

Vermeiden Sie die Verdunstung der Reagenzien, indem Sie den Luft-Flis-
sigkeits-Austausch auf ein Minimum reduzieren.

Um optimale Testergebnisse zu gewahrleisten, sollte eine bekannte Spend-
er-Kontrollprobe unmittelbar hintereinander und ohne Unterbrechung gemessen
werden.

Zur Erhaltung der Stabilitat sind verbleibende Reagenzien in ihren fest ver-
schlossenen Originalbehaltern aufzubewahren.

Entsorgen Sie Materialien nach der Testdurchfiihrung gemafR 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.
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STATUS INFEKTIONSGEFAHRLICHER MATERIALIEN

Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits enthalten keine infektidsen Materialien.
Testproben und Probenmaterialien sind jedoch als potenziell infektids zu betrachten
und entsprechend so zu handhaben, als kdnnten sie Infektionen libertragen. Nach der
Testdurchfiihrung miissen Testproben und Probenmaterialien geman den geltenden
Vorschriften und Laborrichtlinien entsorgt werden.

SPEZIELLE EINRICHTUNGEN
Die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits erfordern keine speziellen Einrichtungen
innerhalb der Laborumgebung.

VORBEREITUNG ZUR ANWENDUNG

HINWEIS: BETA/PAK® COMBO KIT REAGENZIEN MUSSEN VOR DER REKONSTITUTION
RAUMTEMPERATUR (15-28 °C) HABEN. GELAGERTE REAGENZIEN MUSSEN VOR
DER VERWENDUNG AUF RAUMTEMPERATUR GEBRACHT WERDEN.

REKONSTITUTION Di]

Die Arbeitskonzentration des rekonstituierten ADP betragt 200 pM, die des Kollagens
1,9 mg/mL und die des Ristocetins 15 mg/mL. Alle Endkonzentrationen basieren auf
der Zugabe von 25 uL ADP-, Kollagen- oder Ristocetin-Reagenz zu einer 225 pL Probe
aus thrombozytenreichem Plasma (PRP).

» Rekonstituieren Sie ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien mit 0,5 mL
gereinigtem Wasser.

* Zum Mischen vorsichtig invertieren.

« Rekonstituierte ADP-, Kollagen- und Ristocetin-Reagenzien sollten vor der
Verwendung verschlossen gehalten werden.

VERDUNNUNGEN

Fir biphasische Aggregation

Zur Demonstration einer biphasischen ADP-Aggregation kann das thrombozytenreiche
Plasma (PRP) mit verschiedenen Verdiinnungen des Reagenzes getestet werden.
Weitere Verdiinnungen kénnen durchgefiihrt werden, um die Schwellenkonzentration
zu bestimmen. Die Schwellenkonzentration ist die niedrigste Konzentration, die eine
primare Aggregationsreaktion ausldst.

HINWEIS: FUR VERDUNNUNGEN TRIS-GEPUFFERTE KOCHSALZLOSUNG (TBS) ODER
0,85 % PHYSIOLOGISCHE KOCHSALZLOSUNG VERWENDEN.

TABELLE 1: ADP-VERDUNNUNGSTABELLE

TRIS-GEPUFFERTE ARBEITS-
ADP-REAGENZ L. ENDKONZENTRATION
KOCHSALZLOSUNG KONZENTRATION
— — 200 pM 20 UM
125 uM 125 uM 100 uM 10 uM
62 UM 188 uM 50 UM 5 uM
25 M 225 pM 20 pM 2 M

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.



ABBILDUNG 1: ADP NORMALE AGGREGATION
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ABBILDUNG 5: RISTOCETIN-INDUZIERTE
THROMBOZYTENAGGREGATION (RIPA) NORMALE AGGREGATION
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ABBILDUNG 2: ADP ABNORMALE AGGREGATION
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ABBILDUNG 4: KOLLAGEN ABNORMALE AGGREGATION
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ABBILDUNG 6: RISTOCETIN-INDUZIERTE
THROMBOZYTENAGGREGATION (RIPA) ABNORMALE AGGREGATION
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HINWEIS: VOR ANDERUNGEN DER MEDIKATION IST EINE RUCKSPRACHE MIT EINEM
ARZT ERFORDERLICH.

PROBENENTNAHME

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

". WAHREND DER PROBENENTNAHME, PROBENVORBEREITUNG UND ANALY-

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

Vakuum-Probenentnahmetechnik EE]

« Verwenden Sie fir 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 Probenrohrchen 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 EE]

« Verwenden Sie fiir die Venenpunktion ein Flligelkanillenset 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 Fliigelkantile 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 Kunststoffréhrchen.

« Mischen Sie das Probenréhrchen 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 WERDEN. VAKUUMROHRCHEN MIT BLAUEM DECKEL MUSSEN
3,2 % (0,11 M) NATRIUMCITRAT-ANTIKOAGULANS ENTHALTEN, WAS DIE EM-
PFOHLENE KONZENTRATION FUR THROMBOZYTENFUNKTIONSSTUDIEN IST.

PROBENVORBEREITUNG [E

Thrombozytenreiches Plasma (PRP)
« Zentrifugieren Sie das antikoagulierte Blut bei 150 x g fur 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).

+ VerschlieRen 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
Routine-Aggregationsverfahren

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

Bereiten Sie fir jeden Patienten eine Kontrollprobe vor

HINWEIS: JEDER PATIENT MUSS SEINE EIGENE KONTROLLPROBE HABEN.
DIE KONTROLLPROBE EINES PATIENTEN DARF NICHT FUR EINEN ANDEREN
PATIENTEN VERWENDET WERDEN. DIE KONTROLLPROBE MUSS AUS DEM
THROMBOZYTENARMEN PLASMA (PPP) DES JEWEILIGEN PATIENTEN HERG-
ESTELLT WERDEN. WENN DERSELBE PATIENT IN MEHREREN TESTMULDEN
GETESTET WIRD, DARF FUR DIESE TESTMULDEN DIESELBE KONTROLLPROBE
VERWENDET WERDEN.

+ Beschriften Sie ein Testréhrchen mit dem Buchstaben ,B“, der Testmuldennum-
mer und der Patienten-ID zur Identifikation der Kontrollprobe.

+ Pipettieren Sie 250 pL thrombozytenarmes Plasma (PPP) in das Testréhrchen
(KEIN RUHRSTABCHEN HINZUFUGEN).

+ Stellen Sie die Kontrollprobe beiseite fiir die spatere Verwendung.

+ Wiederholen Sie die oben genannten Schritte fur jeden Patienten.

Proben vorbereiten

+ Beschriften Sie ein bis acht neue Testréhrchen mit der Patienten-ID und der
Testmuldennummer.

+ Platzieren Sie die beschrifteten Testréhrchen in die entsprechenden Mulden Nr.
1-8 der gerihrten Probeninkubationsmulden.

« Flgen Sie jedem Testréhrchen ein Riihrstéabchen hinzu.

+ Pipettieren Sie 225 pL thrombozytenreiches Plasma (PRP) in jedes Testrohrchen
in den gerlUhrten Probeninkubationsmulden (STELLEN SIE SICHER, DASS
KEINE BLASEN ENTHALTEN SIND).

* Wahlen Sie den Onscreen-Timer fur jede verwendete gerlhrte Probeninkuba-
tionsmulde aus, und der Countdown fiir die Erwarmung beginnt.

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

+ Stellen Sie die 100 %-Baseline (Kontrollprobe) ein.

» Platzieren Sie das zuvor vorbereitete Kontrollréhrchen des entsprechenden
Patienten in Testmulde Nr. 1.

+ Wahlen Sie ,BLANK", um die Testmulde zu aktivieren.

+ Die Schaltflache ,BLANK" andert sich zu ,START".

» Wiederholen Sie die oben genannten Schritte fir jede Testmulde, die fir die
Tests verwendet wird.

Teststart

+ Sobald der Countdown-Timer 0:00 erreicht hat, driicken Sie die Timer-Taste, um
jede geriihrte Probeninkubationsmulde zu stoppen.

+ Ubertragen Sie das Testréhrchen aus der geriihrten Probeninkubationsmulde
Nr. 1 in die Testmulde Nr. 1.

» Wiederholen Sie den obigen Schritt fir jede Testmulde und stellen Sie sicher,
dass alle Testrohrchen wahrend des Transports mit den entsprechenden Mulden-
nummern zusammenbleiben.

+ SchlieRen Sie die Pipettenfiihrungen.

+ Wahlen Sie ,START" fir Testmulde Nr. 1.

+ Pipettieren Sie 25 pL Reagenz direkt in das thrombozytenreiche Plasma (PRP)
im Testrohrchen in Testmulde Nr. 1 (VERMEIDEN SIE, DASS DAS REAGENZ
AN DER INNENWAND DES TESTROHRCHENS HERABLAUFT, UND VER-
HINDERN SIE, DASS die Pipettenspitze die Oberflache der Probe durchbricht).

+ Wahlen Sie ,INJEKTION® fur Testmulde Nr. 1.

» Wiederholen Sie die obigen Schritte fiir jede Testmulde, die fir den Test
verwendet wird.

+ Der Test lauft nun fiir die voreingestellte Zeit (ANDERE HERSTELLER KONNEN
ANDERE ZEITEN ODER VOLUMEN VORSEHEN).

A HINWEIS: VERWENDEN SIE EINEN BEKANNTEN SPENDER ALS KONTROLL-
PROBE. JEDES LABOR SOLLTE SEIN EIGENES TESTPROTOKOLL ERSTELLEN
UND VALIDIEREN SOWIE DIE RESULTIERENDE LEISTUNGSFAHIGKEIT SEINES
TESTSYSTEMS (REAGENZIEN, GERAT UND TESTPROTOKOLL) UBERPRUFEN.

QUALITATSKONTROLLE

Fir Thrombozytenaggregationsuntersuchungen sollte ein bekannter Spender in gleich-
er Weise wie der Patient getestet werden, um die Leistungsféahigkeit und Konsistenz
des Testsystems sicherzustellen. Mit jeder Testserie sollte eine neue Kontrollprobe
einbezogen werden, vorzugsweise auch mit jeder neuen Reagenziencharge oder nach
Wartung des Gerats. Jedes Labor muss seine akzeptablen Bereiche fir die eigene

Patientenkohorte festlegen und die erwartete Leistungsfahigkeit des Testsystems
verifizieren.

ERGEBNISSE
Die Aggregationsmuster fiir die Reagenzien des BETA/PAK® Combo Kits sind in den
Abbildungen 1 bis 6 dargestellt.

ADP-REAGENZ

Typische durch das ADP-Reagenz induzierte Aggregationsmuster sind in den Abbil-
dungen 1 und 2 dargestellt. Wird das ADP-Reagenz in einer Endkonzentration von
20 uM verwendet, induziert es in normalem thrombozytenreichem Plasma (PRP) eine
ausgepragte einzelne Aggregationswelle. Bei niedrigeren Konzentrationen im Bereich
von 2 uM bis 10 pM kdénnen zwei unterschiedliche Aggregationswellen beobachtet
werden. Die priméare Welle stellt die unmittelbare Reaktion auf das durch das Reagenz
zugefiihrte exogene ADP dar, wahrend die sekundare Welle auf die Freisetzung von
endogenem ADP aus dem Nukleotidspeicher der Thrombozyten zuriickzufiihren ist.

In einigen normalen PRP-Proben kann eine konzentrationsabhangige Disaggregation
beobachtet werden, was auf eine variable Reaktion auf unterschiedliche ADP-Konz-
entrationen hinweist. Markierungen in den Abbildungen zeigen die Zeitpunkte der
Reagenzzugabe an und dienen als klare Referenzpunkte fiir den Zeitpunkt der Zugabe
und deren Auswirkungen auf den Aggregationsprozess.

KOLLAGEN-REAGENZ

Typische durch das Kollagen-Reagenz induzierte Aggregationsmuster sind in den Abbil-
dungen 3 und 4 dargestellt und veranschaulichen detailliert die Wirkung des Reagenzes
auf thrombozytenreiches Plasma (PRP). Nach Zugabe des Kollagen-Reagenzes zu
PREP tritt zunachst eine Lag-Phase auf, in der keine Aggregation beobachtet wird. Nach
dieser Lag-Phase zeigen normale Thrombozyten eine deutliche Formveranderung. Im
Anschluss daran wird eine ausgepragte einzelne Aggregationswelle beobachtet, die
die starke Reaktion der Thrombozyten auf das Kollagen-Reagenz zeigt.

Markierungen in den Abbildungen kennzeichnen die genauen Zeitpunkte der Reagenz-
zugabe und dienen als klare Referenzpunkte fir den Zeitpunkt der Zugabe sowie deren
Auswirkungen auf den Aggregationsprozess.

RISTOCETIN-REAGENZ

Typische durch das Ristocetin-Reagenz induzierte Aggregationsmuster sind in den
Abbildungen 5 und 6 dargestellt und geben einen detaillierten Einblick in die Wirkung
des Reagenzes auf thrombozytenreiches Plasma (PRP). Die durch Ristocetin induz-
ierte Aggregation kann entweder als biphasische Reaktion oder als eine einzelne,
ausgepragte Aggregationswelle auftreten. Die primare Aggregationswelle resultiert aus
der durch den von-Willebrand-Faktor vermittelten Agglutination der Thrombozyten in
Gegenwart von Ristocetin. Daraufhin kann eine sekundare Welle auftreten, die durch
die Freisetzung von endogenem ADP aus den Thrombozyten verursacht wird und den
Aggregationsprozess weiter verstarkt.

Bei Patienten ohne Blutungsstérung fiihrt die Verabreichung einer hohen Dosis Risto-
cetin typischerweise zu einer starken, einzelnen Aggregationswelle. Diese ausgepragte
Reaktion weist auf eine normale Thrombozytenfunktion und eine normale Aktivitat des
von-Willebrand-Faktors hin. Im Gegensatz dazu ruft eine niedrige Dosis Ristocetin bei
diesen Patienten in der Regel keine Reaktion hervor, da die geringere Konzentration
nicht ausreicht, um eine signifikante Thrombozytenaggregation zu induzieren.

Eine starke Reaktion auf eine niedrige Dosis Ristocetin kann hingegen auf das Vorliegen
bestimmter Formen der von-Willebrand-Erkrankung hinweisen. Normale Personen
ohne Blutungsstérungen zeigen dagegen typischerweise nur eine geringe oder keine
Reaktion auf niedrige Ristocetin-Konzentrationen.

Es ist wesentlich, diese Aggregationsergebnisse im Gesamtkontext des klinischen
Zustands des Patienten zu interpretieren. Eine endgiltige Beurteilung sollte erst nach
weiteren Untersuchungen und einer umfassenden Bewertung erfolgen. Die Abbildungen
enthalten Markierungen, die die genauen Zeitpunkte der Reagenzzugabe anzeigen
und als klare Referenzpunkte fiir den Zeitpunkt der Zugabe sowie deren unmittelbare
Auswirkungen auf den Aggregationsprozess dienen.

TABELLE 2: BEI THROMBOZYTENFUNKTIONSSTORUNGEN BEOBACHTETE
ERGEBNISSE FUR ADP, KOLLAGEN UND RISTOCETIN

ADP- KOLLAGEN- RISTOCETIN-
REAGENZ REAGENZ REAGENZ

l l or N
THROMBASTHENIE l l l N
1

FUNKTIONSSTORUNG

ASPIRIN-AHNLICH l or N

STORAGE-POOL-DISEASE l

VON-WILLEBRAND-KRANKHEIT N

- || -
- -

BERNARD-SOULIER-SYNDROM N N

1 = Verminderte Aggregation aufgrund einer Abnahme oder eines Fehlens der sekundéren Welle

11 = Verminderte Aggregation aufgrund einer Abnahme oder eines Fehlens der priméren und
sekundéren Welle

N = Normale Reaktion



ERWARTETE WERTE

Jedes Labor muss seine eigenen Erwartungsbereiche und Leistungsmerkmale fiir
dieses Reagenz bei den zur Auslésung der Thrombozytenaggregation verwendeten
Konzentrationen festlegen. Diese Bereiche sollten unter Verwendung der spezifisch-
en Instrumentierung, Verfahren, Referenzintervalle und der Patientenpopulation des
jeweiligen Labors bestimmt werden.

In der verdffentlichten Literatur wird berichtet, dass das ADP-Reagenz typischerweise
eine Endaggregation im Bereich von 69-91 % und eine Lag-Phase von 215 Sekunden
erzeugt, das Kollagen-Reagenz typischerweise eine Endaggregation im Bereich von
66-92 % und eine Lag-Phase von 261 Sekunden, und die RIPA eine Endaggregation
im Bereich von 67-95 % unter Standardtestbedingungen. Diese literaturbasierten
Bereiche dienen nur als allgemeine Information; Laboratorien missen ihre eigenen
Erwartungsbereiche vor der Anwendung festlegen und verifizieren.

EINSCHRANKUNGEN

In der Lichttransmissions-Aggregometrie flihrt das Vorhandensein von Erythrozyten
im PRP zu einer verminderten beobachteten Aggregation. Das Vorhandensein von
Thrombozyten im PPP fiihrt zu einer erhdhten Endaggregation. Fehlhafte Ergebnisse
kénnen auftreten, wenn die Thrombozytenzahl im PRP unter 75.000 Thrombozyten/
uL liegt. Die Bestimmung der Thrombozytenzahl im PRP kann nur mittels Hamo-
cytometer-Methode erfolgen. Beeintrachtigte Proben missen verworfen werden.
Wenn die Ergebnisse abnormal sind, sollte der Test zu einem spateren Zeitpunkt
wiederholt werden. Jedes Labor muss Referenzbereiche festlegen, die auf die von
ihm betreute Population sowie auf die verwendeten Reagenzkonzentrationen abge-
stimmt sind.

ANALYTISCHE LEISTUNG

Die durch haufig verwendete Reagenzien wie ADP, Kollagen und Ristocetin induzierte
Thrombozytenaggregation ist ein nichtlineares Testsystem. Die Reaktionen basieren auf
dem Unterschied in der Lichttransmission zwischen dem thrombozytenreichen Plasma
(PRP) und dem thrombozytenarmen Plasma (PPP) des Patienten; daher sind die
Ergebnisse patientenspezifisch. Bestimmte Parameter sind starker von Nichtlinearitat
betroffen als andere, darunter die Lag-Phase, die primare Steigung, die sekundare Stei-
gung, die biphasische Reaktion und die Disaggregation. Die Nichtlinearitat wird durch
zahlreiche Faktoren verursacht, wie z. B. die Reaktionschemie und die eingesetzte
Instrumentierung. Die Thrombozytenaggregation stellt die Reaktionsrate bzw. Aktivitat
dar und quantifiziert nicht die Reaktanten oder deren Konzentrationen.

Bei der Thrombozytenaggregation ist die Genauigkeit ein relativer Parameter und
abhangig vom Testsystem. Aufgrund der Einschrankungen der Thrombozytenaggrega-
tion ist es schwierig, typische Prazisions- oder Reproduzierbarkeitsbereiche anzugeben.

Die Variabilitét in Linearitat, Prézision und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse in ADP-,
Kollagen- und Ristocetin-basierten Testsystemen wird von mehreren Normungsorgani-
sationen anerkannt. Der allgemein akzeptierte Variationskoeffizient (CV) betragt + 15 %.

Test-zu-Test-Reproduzierbarkeit:
Instrument-zu-Instrument-Reproduzierbarkeit:
Chargen-zu-Chargen-Variabilitat des Reagenz:
Labor-zu-Labor (System-zu-System):

weniger als + 7,5 %

weniger als £ 15,0 %
weniger als + 10,5 %
weniger als £ 12,5 %
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» Geanderte Testanweisungen
* Umgesetzte IVDR-Regulierungsanforderungen
» Neu formatiert und neu konfiguriert zur Verbesserung der Bedienerfreundlichkeit
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+ Redaktionelle Korrekturen (typografisch); keine Anderungen am Inhalt oder an
regulatorischen Informationen.

» Uberarbeitete Rekonstitutionsanweisungen fiir das Ristocetin-Reagenz zur Ver-
besserung der Klarheit; der separate Verdliinnungsansatz fiir Ristocetin wurde
entfernt und ein Rekonstitutionsdiagramm fiir Ristocetin hinzugefiigt, das die di-
rekte Herstellung von Arbeitskonzentrationen mit gereinigtem Wasser erméglicht.

» Aktualisierter Abschnitt ,Erwartete Ergebnisse”: Ergebnisdiagramm entfernt,
literaturbasierte Bereichsangabe fiir AggRecetin hinzugefiigt und klargestellt,
dass Laboratorien ihre eigenen Erwartungsbereiche festlegen mussen.
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Fiir einen vollstandigen Produktkatalog besuchen Sie bitte unsere
Website unter www.biodatacorp.com oder kontaktieren
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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