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Vroeger was de stolling erg eenvoudigVroeger was de stolling erg eenvoudig

ProthrombineProthrombine

FibrinogeenFibrinogeen

ThrombineThrombine

ThrombokinaseThrombokinase

FibrineFibrine

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

�� Stollingstesten (aPTT, PT, TT, etc.)Stollingstesten (aPTT, PT, TT, etc.)

�� Stollingsfactoren (activiteit/antigeen)Stollingsfactoren (activiteit/antigeen)

�� Anticoagulante eiwittenAnticoagulante eiwitten

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

�� Stolsel retractieStolsel retractie

�� Plaatjes aggregatie testenPlaatjes aggregatie testen

�� VWF testenVWF testen

�� enz.enz.

�� enz.enz.

�� enz.enz.
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Waar worden al deze testen nu eigenlijk Waar worden al deze testen nu eigenlijk 

voor gebruikt?voor gebruikt?

•• Diagnose van thrombose en bloedingsziektenDiagnose van thrombose en bloedingsziekten

•• Bepalen van (individueel) risico op thrombose ofBepalen van (individueel) risico op thrombose of

bloedingenbloedingen

•• Het bepalen van de effectiviteit van antistollingsHet bepalen van de effectiviteit van antistollings--

therapie en van behandeling van hemofilietherapie en van behandeling van hemofilie

•• Ontwikkeling van nieuwe anticoagulantia en Ontwikkeling van nieuwe anticoagulantia en 

behandelmethoden van hemofiliebehandelmethoden van hemofilie
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Thrombose

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
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1986: Kwantitering  van thrombine met een 1986: Kwantitering  van thrombine met een 

chromogeen substraat in ~ 30 monsters chromogeen substraat in ~ 30 monsters 

die in de tijd uit plasma genomen werdendie in de tijd uit plasma genomen werden
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Hoe kan je thrombine generatie 
in de praktijk meten?

1993: Continu met een laag affiniteit chromogeen 
substraat voor thrombine in gedefibrineerd plasma

1986: Subsamplen op een chromogeen thrombine
substraat 

2000: Continu met een laag affiniteit fluorogeen 
substraat voor thrombine in vol plasma of bloed
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Principe van de techniekPrincipe van de techniek
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Berekening van thrombine generatie uit Berekening van thrombine generatie uit 

fluorescentie veranderingfluorescentie verandering

Tijd

FluorofoorFluorofoor

vorming vorming 

Eerste afgeleide
(differentiaal)

Thrombine generatie curve
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Een vaste hoeveelheid thrombine geeft geen Een vaste hoeveelheid thrombine geeft geen 

lineaire fluorescentie veranderinglineaire fluorescentie verandering

Praktijk
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Automatische MethodeAutomatische Methode

Prothrombine

Thrombine

Geremd Thrombine

(Plasma)

Vergelijking van de twee signalen 
de thrombine concentratie in plasma

(Plasma)Substraat

FluorescentieFluorescentie

signalsignal
FluorescentieFluorescentie

signalsignal

Substraat

Thrombine Calibrator
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Plate reader ((fluorescentie), Substraat, Calibrator en Software

Well 1:

80 µl Plasma 

20 µl Tissue factor

Well 2: Calibratie

80 µl Plasma

20 µl Thrombine

Start met een dispenser: 

20 µl fluorogeen thrombine substraat + CaCl2

Continue real time meting van de Continue real time meting van de 

thrombine vorming in een thrombine vorming in een fluorimeterfluorimeter
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Green Signal = Calibrator Wells

Blue Signal = Plasma
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GeGeCCalibreerde gealibreerde geAAutomatiseerde utomatiseerde TThrombine hrombine 

generatie meting in een fluorimeter generatie meting in een fluorimeter (CAT)(CAT)

Throughput:Throughput:

9696--wells microtiterplaatwells microtiterplaat

48 wells voor de thrombine generatie meting in plasma monsters 48 wells voor de thrombine generatie meting in plasma monsters 

48 wells voor calibratie in elk plasma 48 wells voor calibratie in elk plasma 

In 48 verschillendeplasma monsters kan de In 48 verschillendeplasma monsters kan de 

thrombine generatie gemeten worden in ~ 40 min thrombine generatie gemeten worden in ~ 40 min 

(hiervoor is 160 ul plasma nodig)(hiervoor is 160 ul plasma nodig)
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Effect van de Effect van de ProthrombineProthrombine ConcentratieConcentratie

op de Thrombine Generatieop de Thrombine Generatie

Courtesy of Dr. E. Castoldi
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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

~ 6-voudige toename van het thrombose risico

~ 30% van de VTE patienten is APC-resistent

•• Erfelijke APC resistentie is een gevolg van een Erfelijke APC resistentie is een gevolg van een 
mutatie in FV (FVmutatie in FV (FVLeidenLeiden))

•• APC resistentie in afwezigheid van FVAPC resistentie in afwezigheid van FVLeidenLeiden is ookis ook

een thrombose risicofactoreen thrombose risicofactor
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Tissue factor
+/- APC

Plasma

APC resistentie test gebaseerd op de 
Thrombine generatie meting
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Verworven APC Resistentie en Pilgebruik

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

nAPC-sr

p<0.0001 p<0.0001 p= n.s . p < 0.0001
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SamenvattingSamenvatting

•• Thrombine generatie is verlaagd in plasma van hemofielenThrombine generatie is verlaagd in plasma van hemofielen

•• Thrombine generatie is verhoogd in plasma van patiThrombine generatie is verhoogd in plasma van patiëënten met nten met 

erfelijke en verworven risicofactoren voor veneuze thromboseerfelijke en verworven risicofactoren voor veneuze thrombose

•• Thrombine generatie is verlaagd in plasma van patiThrombine generatie is verlaagd in plasma van patiëënten nten 

behandeld met anticoagulantiabehandeld met anticoagulantia

De thrombine generatie test is een veelbelovend hulpmiddel De thrombine generatie test is een veelbelovend hulpmiddel 

voor de screening van thrombophilie en bloedingsziektenvoor de screening van thrombophilie en bloedingsziekten
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