TRAP 1 - REAGENZ FUR DIE AGGREGATION

Gebrauchsanleitung

Verwendungszweck

Das Peptid ,TRAP“ (Thrombin Rezeptor aktivierendes Peptid) wird fiir die Untersuchung der
Aggregation von Thrombozyten mit Hilfe der Lichttransmissionsaggregometrie im plattchenrei-
chen Plasma (PRP)" (aus antikoaguliertem Vollblut) eingesetzt.

Zusammenfassung

An der Aggregation von Thrombozyten durch Thrombin sind verschiedenen Rezeptoren
beteiligt, darunter PAR-1, PAR-4 und andere. Der wichtigste Thrombin-abhangige Rezeptor ist
PAR-1. Die Spaltung von PAR-1 durch Thrombin induziert die Aktivierung verschiedener G-
Proteine. Diese I6sen eine intrazelluldre Signalkette aus, die in der Bildung von Thromboxan
A2 (TXA2), der Ausschiittung von ADP, Serotonin und Epinephrin resultiert sowie von Adhéa-
sivproteinen wie p-Selektin und CD40-L. Daher kommt es zur Plattchenaggregation und zur
Stimulierung von prokoagulatorischer Funktionen der Plattchen .2

Das synthetische Hexapeptid TRAP (H2N-Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn-COOH, auch als , TRAP-
6" bezeichnet), aktiviert den Thrombinrezeptor PAR-1 unabhangig von der Rezeptorspaltung
und ahmt damit die Wirkung von Thrombin, dem wirksamsten Aktivator der Thrombozyten,
nach. Die Wirkung von TRAP wird durch Aggregationshemmer wie Aspirin oder P2Y12-
Antagonisten nicht oder nur maRig inhibiert. TRAP ist eine sinnvolle Alternative zu Thrombin
als Plattchenaktivator und kann zur Erfassung der Wirkung von Gplib/llla Antagonisten oder
fur allgemeine Funktionsuntersuchungen eingesetzt werden.

Prinzip der Methode

Lichttransmissionsaggregometrie: Plattchenreiches Plasma (PRP) wird in einer Kiivette mit
dem TRAP-Reagenz versetzt. Die Triibungsabnahme des Plasmas durch Aggregation der
Thrombozyten wird im Aggregometer unter konstantem Riihren gemessen. Es kommt zu einer
Anderung der Lichttransmission. In die Auswertung kommen die Zeit vom Zusatz des Reagen-
zes bis zum Beginn des Shape-Change bzw. der Aggregation, die Aggregationsgeschwindig-
keit (Slope) sowie die maximale Aggregation. Siehe das Handbuch des Gerétes fiir weitere
Angaben.

Reagenz

72600 (2 x 1ml)

Zusammensetzung: TRAP (Ser-Phe-Leu-Leu-Arg-Asn), Stabilisatoren, lyophilisiert
Warnhinweis: Fiir Gebrauch fiir in vitro Diagnostik.

Lagerung: Bei 2-8°C lagern und nur bis zum aufgedruckten Verfallsdatum verwenden.
Rekonstitution des Reagenz: Stopfen vorsichtig entfernen und mit 1 ml frischem bidestillier-
ten Wasser (ohne Konservierungsmittel) rekonstituieren, 10 min stehen lassen und vorsichtig
schwenken. Man erhélt so eine Konzentration von 1mM TRAP im Reagenz und 100 uM TRAP
im Reaktionsansatz (bei 1 Vol. Reagenz + 9 Vol. Probe).

Aufbewahren nach Rekonstitution: Das angesetzte Reagenz verschlossen bei 2-8°C im
Originalflaschchen lagern.

Haltbarkeit nach Rekonstitution: Bei Rekonstitution mit 1 ml frischem bidestillierten Wasser
ist das Reagenz verschlossen im Originalfldschchen bei 2-8°C fiir 30 Tage stabil, bei 15-25°C
fir 24 Stunden. Nicht einfrieren.

Empfohlenes Material und Gerate

- Aggregometer, Aggregometerkiivetten mit Rihrstabchen

- Bidestilliertes Wasser, kalibrierte Pipetten und saubere Pipettenspitzen
- Kunststoffeinmalpipetten, Kunststoffréhrchen

- Blutentnahmerdhrchen, Zentrifuge

Dieses Reagenz kann mit handelstiblichen Aggregometern fiir Lichttransmissionsaggregomet-
rie eingesetzt werden. Der Betrieb sollte nach Angaben des Herstellers erfolgen. Insbesondere
ist auf eine Standardisierung der Riihrgeschwindigkeit zu achten.

Blutentnahme und Probenvorbereitung

Blut fiir die Durchfiihrung der Aggregation sollte so schonend wie mdglich in handelstibliche
Entnahmerohrchen aus Kunststoff oder Silikon-beschichtetem Glas gewonnen werden. Als
Antikoagulanzien eignen sich sowohl Natriumzitrat (0,11 M) wie auch BAPA (Xipla®)
(Benzylsulfonyl-d-Arg-Pro-4-amidinobenzylamid), ein dualer synthetischer Inhibitor von FXa
und Flla3. BAPA (Xipla®) antikoaguliertes Blut zeigt gegenuber Zitrat mit den meisten Agonis-
ten eine deutlich verlangerte Probenstabilitat.4

Die Blutentnahme muss &uRerst sorgfaltig durch vorsichtige Venenpunktion, wenn mdéglich
ohne Stau, erfolgen. Blut und Antikoagulanz miissen sofort nach Abnahme schonend durch
vorsichtiges Schwenken gemischt werden. Die Aufbewahrung erfolgt bei 15-25°C. Ein Abkih-
len des Blutes auf niedrigere Temperaturen als 15°C wahrend Lagerung oder Transport ist
unbedingt zu vermeiden, ebenso eine mechanische Belastung durch Schiitteln, da es zu einer
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Schadigung der Thrombozyten kommen kann. Ein Transport des Blutes tiber Druckluftsysteme
(Rohrpost) wird nicht empfohlen.

Probenstabilitat:

- InZitrat: maximal 4 h (von der Blutentnahme bis zum Abschluss aller Schritte)
- In BAPA (Xipla®): bis 24h

Zur Herstellung von pléttchenreichem 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. 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 sauberes Kunststoffrohr-
chen dberflhrt und dieses luftdicht verschlieBen. Das PRP sollte vor der Analyse ca. 30 min
ruhen. Es empfiehlt sich, die Thrombozytenzahl zu bestimmen, da je nach Gerét eine gewisse
Mindest- oder Hochstzahl von Thrombozyten fiir eine verldssliche 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 5.6

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 sauberes Rohrchen iberfiihrt.

Durchfiihrung des Tests

Bitte folgen Sie den Angaben im Geratehandbuch. Beispiel:

1. Stellen Sie einen Leerwert her durch Pipettieren von 250 pl PPP in eine Kiivette

2. Pipettieren Sie 225 ul PRP in eine Kiivette mit Riihrstabchen

3. Inkubation (5 min)

4. Wenn erforderlich: 0 und 100% Grundlinie gemaf Geréatehandbuch einstellen

5. TRAP-Reagenz durch Schwenken des Flaschchens vorsichtig aufmischen, dann 25 pl direkt
dem PRP zusetzen (nicht an die Kiivettenwand pipettieren!), Spitze danach immer verwerfen
6. Aggregometriekurve fiir den gewilinschten Zeitraum (mindestens 6 min) aufzeichnen.

Ergebnisse

Die Normalwerte von PRP von gesunden Probanden mit TRAP bei 100 uM im Test liegen
Ublicherweise bei >70 % Aggregation. Es kénnen viele praanalytische Einflisse (Punktion der
Vene, Staubedingungen, Kaniile, Antikoagulanz, Typ des Réhrchens, Zentrifugationsbedin-
gungen, Restzahl von Erythrozyten im PRP, Riihrgeschwindigkeit u.a.m.) hier zu mehr oder
weniger groRen Abweichungen fiihren. Daher sollte jedes Labor seine eigenen Referenzwerte
bestimmen. Zur Interpretation der Ergebnisse bei Patientenproben sollten Tests mit anderen
Aggregationsreagenzien und andere Laborparameter (z.B. Fibrinogen, von Willebrand-Faktor,
Blutbild, Plattchenzahl, Flowzytometrie) hinzugezogen werden. Siehe Geratehandbuch sowie
Fachliteratur fiir weitere Informationen. Unbedingt zu beachten ist, dass sich Ergebnisse nur
dann vergleichen lassen, wenn standardisierte Reagenzien und diese in einer standardisierten
Konzentration verwendet werden.

Bei Aggregationshemmem vom Typ der GPIIb/llla-Antagonisten (Aggrastat, Abciximab,
Integrillin) wird die Plattchenaggregation durch TRAP konzentrationsabhangig gehemmt.”. 8. 9
Bei P2Y12-Antagonisten wurde eine partielle Hemmung beobachtet:'® Bei Patienten mit
peripherer arterieller Erkrankung nach einer Angioplastie wurde bei dualer Anti-
Plattchentherapie iber eine Aggregationsmessung mit TRAP eine verminderte Wirkung der
Therapie beobachtet.” PAR-1-Antagonisten (Voraxapar) erzeugen eine konzentrationasab-
hangige Hemmung der Thrombozytenaggregation mit TRAP.12.13

Einschrénkungen

Ergebnisse sind zu einem gewissen Grad je nach Gerat mehr oder weniger von der Throm-
bozytenzahl abhangig. Oft werden bei Thrombozytenzahlen von < 75/nl niedrigere Ergebnisse
gefunden. Es ist zu beachten, dass viele didtetische oder medikamentdse Faktoren die Platt-
chenfunktion beeinflussen kénnen.' Bei der Lichttransmissionsaggregometrie kénnen Lipamie,
Bilirubin oder Hamoglobin je nach Gerat die Ergebnisse beeinflussen.

Qualitatskontrolle

Zur Sicherstellung der Qualitat 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.
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