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Vroeger was de stolling erg eenvoudig

Morawitz 1905:
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Maar toen kwam de biochemie
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en talloze ingewikkelde stollingstesten

Stollingstesten (aPTT, PT, TT, etc.)
Stollingsfactoren (activiteit/antigeen)

Anticoagulante eiwitten

Activatie markers (TAT, F1.2, D-dimer)

Stolsel retractie

Plaatjes aggregatie testen

VWF testen
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Waar worden al deze testen nu eigenlijk
voor gebruikt?

Diagnose van thrombose en bloedingsziekten

Bepalen van (individueel) risico op thrombose of
bloedingen

Het bepalen van de effectiviteit van antistollings-
therapie en van behandeling van hemofilie

Ontwikkeling van nieuwe anticoagulantia en
behandelmethoden van hemofilie




Een functionele test gebaseerd op

de eerste wet van de hemostase en thrombose

Veel thrombine minder bloeding maar meer thrombose

Weinig thrombine meer bloeding maar minder thrombose

Thrombose

Thrombinegeneratiecurve

Thrombine—>»




Thrombine generatie parameters
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1986: Kwantitering van thrombine met een
chromogeen substraat in ~ 30 monsters
die in de tijd uit plasma genomen werden




Hoe kan je thrombine generatie
in de praktijk meten?

Subsamplen op een chromogeen thrombine
substraat

Continu met een laag affiniteit chromogeen
substraat voor thrombine in gedefibrineerd plasma

Continu met een laag affiniteit fluorogeen
substraat voor thrombine in vol plasma of bloed




Principe van de techniek

Prothrombine

2 Vorming
\o° van fluorofoor

4

Thrombine

Geremd Thrombine
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Berekening van thrombine generatie uit
fluorescentie verandering

Fluorofoor
vorming
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Een vaste hoeveelheid thrombine geeft geen
lineaire fluorescentie verandering
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Automatische Methode

Prothrombine Substraat
Substraat 1 (Plasma)

(4EEQE))

Thrambine Thrombine |Calibrator

\/
1 Fluorescentie Fluorescentie
signal signal

Geremd Thrombine

Vergelijking van de twee signalen —»
de thrombine concentratie in plasma




Continue real time meting van de
thrombine vorming in een fluorimeter

Plate reader (fluorescentie), Substraat, Calibrator en Software
Well 1:

80 pl Plasma

20 pl Tissue factor

Well 2: Calibratie
80 ul Plasma
20 gl Thrombine

Start met een dispenser:
20 pl fluorogeen thrombine substraat + CaCl,
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GeCalibreerde geAutomatiseerde Thrombine
generatie meting in een fluorimeter

Throughput:

96-wells microtiterplaat
48 wells voor de thrombine generatie meting in plasma monsters

48 wells voor calibratie in elk plasma

In 48 verschillendeplasma monsters kan de
—P thrombine generatie gemeten worden in ~ 40 min
(hiervoor is 160 ul plasma nodiqg)




Haemophilia
Thrombine generatie in plaatjesrijk plasma
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Effect van de Prothrombine Concentratie
op de Thrombine Generatie

40% PT
60% PT
80% PT
100% PT
— 125% PT
150% PT
175% PT
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Effect van de PT 20210 G/A mutatie
op de Thrombine Generatie
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Effect van Melagatran op de Thrombine Generatie
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APC Resistentie

1993 Dahlback

In een groot aantal thrombose patienten verlengt APC
de stoltijd van plasma nauwelijks

APC resistentie is een belangrijke thrombose risico factor

~ 5% van de West-Europese bevolking is APC resistent
~ 30%0 van de VTE patienten is APC-resistent

~ 6-voudige toename van het thrombose risico
® Erfelijke APC resistentie is een gevolg van een
mutatie in FV (FV .iden)

® APC resistentie in afwezigheid van FV . 4en IS 00k
een thrombose risicofactor




APC resistentie test gebaseerd op de
Thrombine generatie meting

Tissue factor
+ /- APC

+ APC

Normal
Heterozygote
Homozygote

(<)
=
o]

€

o

=
L
|

Tijd (min)

(% rest thrombine vorming, apc ) plasma monster

NnAPCsr = - 3
(% rest thrombine vorming, apc ) normaal plasma




APC Sensitivity Ratio in Normaal
en in Factor V, ,,., Plasma

controls heterozygote homozygote

Factor V| .igen




Verworven APC Resistentie en Pilgebruik

p<0.0001 p<0.0001 s. p <0.0001

geen Pil 2¢ Pil 3° FVi .4en FVieiden
pil + pil

Rosing et al. (1997) Br. J. Haematol. 97, 233-8




Samenvatting

Thrombine generatie is verlaagd in plasma van hemofielen

Thrombine generatie is verhoogd in plasma van patiénten met
erfelijke en verworven risicofactoren voor veneuze thrombose

Thrombine generatie is verlaagd in plasma van patiénten
behandeld met anticoagulantia

-

De thrombine generatie test is een veelbelovend hulpmiddel
voor de screening van thrombophilie en bloedingsziekten
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How to measure the Thrombogram

The Thrombinoscope Software Program

e

The Thrombinoscope Software program runs on a Windows PC hooked up to the Thrombinoscope Instrument. With this
package it is possible to watch the concentration of thrombin as it develops in clotting (platelet-rich) plasma. All the data
collection and reduction is completely automated which makes the method user-friendly and widely applicable. When you
are interested to try out the method in practice then please contact us and we will arrange a try-out period in your
laboratory and give you, for a limited period of time, a version of the software that has full capabilities.

. .__m Add your reagents to the 95-well plate...
s
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...and watch the Thrombin generation on your screen
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