Srovnani indukované agregace trombocytu
stanovené automatickym koagulometrem
CN-6000 a agregometrem APACT 4004
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Indukovana agregace trombocytu

« VySetfeni se provadi u pacientu pfi podezfeni na krvacivy stav z poruchy
destiCkovych funkci

« Metodou na principu optické transmisni agregometrie (Light Transmission
Aggregometry — LTA) podle Borna

* LTAvyvinutar. 1962 Bornem je stale souCasny zlaty standard pro hodnoceni funkce
krevnich destiCek




Indukovana agregace trombocytu

Princip

Zména optické hustoty v plazmeé bohaté na destiCky (PRP) po stimulaci induktorem
agregace

Uginkem induktort agregace dochazi v PRP ke zmé&né tvaru a poté k agregaci
krevnich desticek

Podle agregacCni odpovedi na dany stimul Ize nepfimo sledovat zmény funkce
krevni desticky

Snizena agregacni odpovéd byva u ziskanych nebo vrozenych trombocytopatii




Indukovana agregace trombocytu

Induktory agregace

« ADP

« Epinefrin

« Kolagen

» Kys. arachidonova
» Ristocetin




Indukovana agregace trombocytu

Vyhodnoceni agregacni odpovedi po pridani induktoru
» Graficky vystup: agregacni krivka
« Sledovany parametr: maximalni agrega¢ni amplituda (%)
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« Fyziologické meze (ma): 60 — 100 %
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Cil nasi studie

« Porovnat vysledky indukované agregace trombocytu ziskané na automatickém
koagulometru CN-6000 s hodnotami namérenymi na optickém agregometru APACT

4004

« Z vysledku zhodnotit, zda nizsi koncentrace induktoru vyvolaji u zdravych,
neléCenych jedinct adekvatni agregacni odpovéd




Pristroje

Automaticky koagulometr CN-6000
(vyrobce Sysmex)

* PIné automatizovany koagulacCni analyzator

« 26 meéricich pozic pro koagulacni, chromogenni a imunologické testy,
z toho 8 méricich pozic pro agregacni testy

« Stojanek pro 3 sady PPP a PRP vzorku
« Automatizované fedéni induktortu agregace (induktory ,on board®)
« Automatizované davkovani vzorku a induktort do méficich kyvet

« SW z grafického vystupu (agregacni krivky) automaticky vyhodnoti
agregacni odpoved (max. amplituda, lag faze, AUC, slope ad.)




Pristroje

Agregometr APACT 4004
(vyrobce LABiTec)

» Poloautomaticky opticky agregometr

* 4 mefrici kanaly

« Manualni davkovani vzorku a induktord do méficich kyvet

« SW z grafického vystupu (agregacni krivky) automaticky vyhodnoti
agregacni odpoved (max. amplituda, slope)




Srovnani systému vySetireni indukované agregace trombocytu

CN-6000 APACT 4004

Princip LTA LTA
Antikoagulant citrat sodny 3,2 % citrat sodny 3,2 %
Priprava plazmy PRP, PPP PRP, PPP
Induktory agregace vyrobce: HYPHEN BioMed vyrobce: Helena BioSciences
Mnozstvi vzorku v kyveteé 140 pL 225 uL

Mnozstvi induktoru v 20 pL 25 pL

kyveté

Otacky michadla 800 rpm 1000 rpm

Vinova délka 660 nm 740 nm

Teplota reakéni smési 37 °C 37 °C

Cas méreni 5 min. 10 min.

Graficky vystup

agregacni kfivka

agregacni kfivka

Sledovany parametr

max. agregacni amplituda (%)

max. agregacni amplituda (%)




Vybraneé induktory agregace ve studii

« ADP (stfedné silny induktor) a kys. arachidonova (silny induktor)

Finalni koncentrace vybranych induktoru v testu

CN-6000 APACT 4004

ADP 10 uM 20 uM
ArA 1TmM 1,6 MM




Vysledky srovnavaci studie

VySetreno: 50 zdravych, neléenych darcu (muzi i Zeny, vék nad 18 let)

Paralelni méreni na obou pristrojich bez Casové prodlevy

Vybrané induktory: ADP (stfednée silny induktor) a kys. arachidonova (silny induktor)

Porovnavany parametr: maximalni agregacni amplituda (%) po pfidani induktoru




Vysledky srovnavaci studie

« Vysledky mereni byly statisticky vyhodnoceny pomoci shody ve vybranych percentilech

« Stanoven byl 2,5. a 97,5. percentil a 5. a 95. percentil

Vysledky percentilu porovhavanych testu

LRUEon Y B LN e “3?? PERCENTI PERCENTI PERCENTI _ pERCEnT
ADP 10 uM (CN) 73,8 84,9 93,0 75,1 79,2 89,6 90,2
ADP 20 uM (AP) >0 63,8 86,5 95,1 64,7 65,7 93,6 94,6
ArA1 mM (CN) 77,9 84,3 98,1 78,0 78,5 95,0 96,5
ArA 1,6 mM (AP) >0 83,8 88,6 98,4 84,2 84,5 93,6




Zavery srovnavaci studie

> NizSi finalni koncentrace induktort podle originalni metodiky pro automaticky
koagulometr CN-6000 jsou dostatecné a vyvolaji u zdravych, neléenych jedincu
adekvatni agregacni odpovéed

> U obou systému hodnoty percentili porovnavanych testl po indukci ADP a ArA lezi
ve fyziologickych mezich

» Pro ovéreni vyznamu zjisténych rozdilu pro hodnoty v oblasti spodni hranice
fyziologického rozmezi (2,5. a 5. percentil) by bylo vhodné vySetrit na obou
systémech také soubor vzorku s patologickymi hodnotami indukované agregace




Vyhody automatického koaqulometru CN-6000 vs. LTA poloautomat

» Plne automatizovany multiparametrovy analyzator hemostazy vcetné
agregace trombocytu

» Automatizované redéni induktoru (induktory ,on board®), davkovani
vzorku a induktoru — minimalizace chyb a standardizace

» Mensi objem vzorku a induktoru
» Stabilita naredéného induktoru na palube (10 h.)
» Méreni zbyvajiciho objemu reagencie

> KratSi ¢as méreni — vySSi analyticky vykon




Vyhody automatického koaqulometru CN-6000 vs. LTA poloautomat

Nové vyzkumné parametry PAL (Platelet Aggregation Level)
» APAL (PAL indukovany ADP)

» CPAL (PAL indukovany kolagenem)

 Pomocné parametry a skorovaci systém pro interpretaci vysledku a
potvrzeni uCinnosti antiagregacni lecby

« APAL — pro monitoraci IéCby ADP antagonisty

« CPAL - pro monitoraci léCby ASA v dualni terapii

« Nova metoda s vyuzitim nizké a vysoké koncentrace induktoru
(ADP 1 uM a 10 uM; COL 1 pg/mLa 5 pg/mL)

* Vypocet hodnoty PAL z plochy pod krivkou (AUC) z méfeni s pouzitim 2 konc.
induktoru ADP (APAL) nebo COL (CPAL)

« Skorovaci systéem (od 0 do 10)

« Snizeni hodnoty PAL — ucinnost antiagregacni leéCby




Dekuji za pozornost
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