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— CHRONO-106

Acide arachidonique (Réf. 390) - Test direct pour la synthése
de la prostanoide, car I'agrégation nécessite une conversion en
thromboxane A2 par la cyclooxygénase, un processus qui est inhibé
par l'aspirine. L'absence d’agrégation ou des réponses inférieures a la
plage normale indiquent fréquemment une ingestion de médicament
au cours des jours précédents.

ATP Standard (Réf. 387) - Quantification de libération ’ATP. 2
pumole d adénosine 5’ triphospahte lyophilisé. L'ajout de 5 UL a
n'importe quel volume d’échantillon a tester dnnet un standard a la
concentration de 2 nmole

CHRONO-LUME (Réf. 395) - Quantification de la libération
d'ATP dans la détection de la prise d'aspirine et le diagnostic des
troubles du stockage et de la sécrétion. La Luciférine-Luciférase se lie
a I'ATP, générant de la lumiére proportionnelle a la quantité d'ATP
libérée par les plaquettes de I'échantillon a tester.

C 0 R P O R AT I 0N

REACTIFS CHRONO-PAR® ET

CHRONO-LUME® POUR TEST
FONCTIONNEL ET ETUDE DE LA
SECRETION PLAQUETTAIRE DANS
UN PLASMA RICHE EN PLAQUETTE
ET SANG TOTAL

(Usage Diagnostic In Vitro — Mesure de I’agrégation
plaquettaire et de la sécrétion d’ATP dans le sang total
ou dans le plasma riche en plaquettes)

INTRODUCTION

Les réactifs CHRONQ-PAR® et CHRONO-LUME® sont utilisés
pour confirmer la fonction plaquettaire normale et pour diagnostiquer

les dysfonctionnements plaquettaires.

Les réactifs CHRONO-PAR et CHRONO-LUME suivants sont
appropriés pour une utilisation sur sang total et plasma
riche en plaquettes :

ADP (Réf.384) — Pour le PRP a faibles concentrations, (<1 uM), le
changement de forme est suivi d’'une phase d"agrégation primaire
puis de désagrégation. Avec des concentrations supérieures (1a 5
uM), une réponse bi-phasique est souvent visible. La deuxieme
phase d’agrégation nécessite la synthése du thromboxane A2 qui est
affectée par les inhibiteurs de cyclooxygénase tels que I'aspirine.
L'agrégation par I’ADP sur sang total nécessite des concentrations
plus élevées d'ADP

(typiqguement 5 a 20 uM).

REMARQUE : La réaction avec le réactif CHRONO-LUME est
dépendante du temps et de la température. Assurez-vous d'incuber
chaque échantillon pendant deux minutes seulement avant de
commencer le test.

Collagéne (Réf. 385)—Une phase de latence suit I'addition d'un
réactif a I'échantillon a tester, au cours de laquelle le collagene
polymérise en fibrilles pour I'activation des plaquettes. Le collagéne
a faible concentration (1 a 2 ug / mL) est inhibé par les inhibiteurs de
cyclooxygénase tels que I'aspirine. Normalement, les concentrations
plus élevées (5 ug / mL) ne sont pas affectées.

Epinéphrine (Réf. 393)-Le changement de forme n'est pas
observé avec cet agoniste. Des concentrations plus élevées (> 5 pM)
produisent une courbe biphasique avec une deuxiéme phase
d’agrégation dépendant de la synthése de thromboxaneA2.
L'épinéphrine n'est pas recommandée en tant qu'agoniste standard
pour le dépistage clinique sur sang total, car moins de 50% répondent
a ce trés faible agoniste. L'anticoagulant recommandé pour le
dépistage sur sang total avec I'épinéphrine est le citrate trisodique a
1,5% avec 2 Unités d'héparine par mL de citrate.

Ristocétine (Réf. 396) —Détection de la maladie de Von
Willebrand (un défaut quantitatif ou qualitatif du facteur plasmatique
von Willebrand) et du syndrome de Bernard Soulier

(manque de glycoprotéine GPIb de la membrane plaquettaire) et la
thrombasthénie de Glanzmann avec un modéle d’agrégation-
désagrégation. Les résultats avec la Ristocétine peuvent également
étre affectés par I'aspirine.

Thrombine (Réf. 386) —Quantification de la libération maximale
d'ATP a 1U / mL, ne pas utiliser pour |'agrégation. La sécrétion en
réponse a la thrombine est indépendante de la synthese du
thromboxane. L'absence ou la diminution de la sécrétion due a la
thrombine peut étre révélatrice d'une déficience du stockage ou d'un
défaut de sécrétion.

REMARQUE : Les réactifs CHRONO-PAR sont expediés a température
ambiante. A l'arrivée, les stocker comme recommandé.



MATERIEL NECEDSSAIRE MAIS NON FOURNIS

1. Agrégometre

2. Cuvettes

3. Barreaux aimantés

4. Micropipettes réglables de 05uL a 100uL pour réactifs.

5. Pipettes de 100 pyL a 1 mL pour échantillons sanguins.

6. Sérum physiologique stérile pour l'irrigation (0,85% ou 0,9%
p / v) pour la préparation du réactif CHRONO-PAR® et pour la
dilution de I'échantillon de sang entier

Evitez la solution saline de la banque de sang car elle peut étre
d’'une osmolarité incorrecte. Les diluants des compteurs de
cellules ne conviennent pas car ils contiennent de 'EDTA, ce qui
inhibe I'agrégation plaquettaire. Les solutions salines de perfusion
sont inappropriées car elles contiennent de I'alcool benzylique ou
autres conservateurs qui inhibent la fonction plagquettaire.

7. L'eau distillée stérile en flacon convient a la préparation
des réactifs CHRONO-PAR®.

L’eau doit étre sans pyrogéne (sans ATP) pour reconstituer
des réactifs et ne pas contenir de conservateurs tels que
I'alcool benzylique qui inhibe la fonction plaquettaire.

8. Glace pour maintenir des réactifs reconstitués a des
températures appropriées.

9. Tubes coniques en plastique
10.KimWipes®
11.Sonde d'impédance [réutilisable]

12.Sonde d’impédance [Jetable], Voir le Manuel de
I'Instrument pour les instructions sur les réactifs.

REMARQUE : Tous les réactifs CHRONO-PAR doivent
étre décongelés a température ambiante ou décongelés
a la main et ne doivent pas étre placés dans un bain-
marie.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Les courbes d"agrégation et de sécrétion d'ATP luminescent a partir
du sang et du PRP peuvent étre interprétés comme suit :

* Comparaison directe a un contréle normal exempt de drogue
qui sert également de contréle de qualité en temps réel.

* Comparaison a des valeurs normales publiées qui peuvent étre
vérifiées et reproduites par n'importe quel laboratoire.

* Le collagéne ou I'acide arachidonique libére de I'ATP a des doses
ou supérieures ou égales a 50% de celles obtenues par la
thrombine. L'ADP et I'épinéphrine induisent moins de libération
d'ATP.

* Lors d’'une étude sur 106 patients présentant une déficience du
stockage (SPD) ; 23% avaient des réponses normales d'agrégation
optique (PRP) a I'ADP, a I'épinéphrine et au collagene ; 44%avaient
des anomalies d'agrégation diverses. Les auteurs ont conclu que le
SPD est commun, hétérogéne et non
nécessairement associé a des anomalies d'agrégation optique

(PRP).

* La mesure simultanée de l'agrégation et la libération d'ATP fournit
des preuves sans équivoque de la sécrétion des granules denses
(5). La valeur seuil & laquelle la déficience du stockage (SPD) doit
étre considérée a été rapportée comme étant inférieure a 0,5 nmole
d'ATP en réponse a la thrombine 1U.4

LIMITES

* Les tests devraient étre effectués dans les 3 heures suivant la
ponction veineuse.

* Beaucoup de médicaments inhibent la fonction plaquettaire. Si le
but du test n’est pas de démontrer l'inhibition induite par un
médicament, les patients devraient étre sans médicament
pendant deux semaines avant le test.

* Les tests sur sang total avec ADP nécessitent un nombre de
plaquettes supérieur a 100 000 dans la cuvette test. L'addition de
la solution Saline et du Chrono-Lume réduit le nombre de
plaquettes.

* Des évaluations cliniques et de laboratoire
supplémentaires peut étre nécessaire pour confirmer le

diagnostic.

CONTROLE QUALITE

C'est une bonne pratique de laboratoire de tester un contréle normal
sans médicaments quand les réactifs sont reconstitués ou
décongelés.

GARANTIE

Les REACTIFS CHRONO-PAR® ET CHRONO-LUME® qui ne
démontrent pas I'agrégation et la libération dans des controles
normaux sans médicaments avant I'expiration et lorsqu'ils sont
stockés et reconstitués comme indiqué sont remplacés sans frais.
Cette garantie s'applique uniquement aux Etats-Unis.
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RESULTATS ATTENDUES

REPONSE D’AGREGATION AVEC DES ANOMALIES SELECTES
Réactif Concentration finale  |[Effet Aspirine **** | Von Willebrand & Pool de Thrombo
Bernard Soulier | stockagel Asthénie
défaut de
sécrétion de
Glanzmann
ADP 5 uM a 20 uM N,R* N N,R* A
Acide 0,5mM A N N A
Arachidonique
Collagene 2ug/mLabs 2ug/mL | 5 pg/mL
pg/mL R N N N A
Epinéphrine 10 uM a 50 uM R* N R~ A
Ristocétine 0,25 a 1 mg/mL [WB] Défaut ** A, R, H** N Défaut
0,5a 1,25 mg/mL Qualitatif >70 s de. retard (VW) qualitatif

[PRP]

* Deuxieme phase inhibée
** Le type 2B et le type plaquettes de Willebrand augmentent & une faible concentration de 0,25 mg/mL sur
sang total et de 0,25 a 0,5 mg/mL sur PRP (10,11). En outre, lorsque du cryo-précipité est ajouté dans
I'échantillon a tester du patient ayant le type plaquettaire [Pseudo] VWD, la réponse rehaussée a
la faible concentrationde Ristocétine se poursuit alors q'un patient de type 2B ne montrera aucune
réponse.

*** Pour distinguer von Willebrand et Bernard Soulier, ajouter un plasma normal ou un cryo-précipité dans

I'¢chantillon du patient ; le patient VW répondra, le patient avec Bernard Soulier ne répondra pas."
**** Réponse typique pour le donneur prenant 250mg d’aspirine (1,2).

SECRETION D’ATP AVEC DES ANOMALIES CONNUES
Réactif Concentration finale Effect Von Willebrand & Pool stockage/ | Glanzmann’s
Aspirine** Bernard Soulier défaut sécrétion | Thrombastheni
ADP 5a20 uM AR N AR A
Acide 0,5 mM A N A, R R
Arachidonique
Collagéne 2 a5 pug/mL R N AR R
Epinéphrine 10 a 50uM A N AR A
Ristocétine 0,25 a 1 mg/mL [WB] — — — —
0,5a 1,25 mg/mL — — — —
Thrombine | [PRP] 1 Unité N N AR RS

* Des concentrations plus élevées que n'importe quel agoniste, y compris la thrombine jusqu'a 5 unités, induisent une
sécrétion d'ATP avec un trouble de la sécrétion mais pas avec un défaut de stockage.®
** Réponse typique pour le donneur prenant 250mg d'aspirine. ™

Légende: A — Absent H — Hyper N — Normal R — Réduit
(Par rapport aux résultats habituels)




REALISATION DES TESTS

Réf. | Description Volume Unitaire | Conc. ST/PRP | Final Conc. Volume par Test Tests par Unité
ST/PRP ST* PRP** ST PRP

386 | Thrombine 1 mL 10 Unit/mL 1 Unit 100uL  50uL 10 20

385 | Collagene 1mL 1 mg/mL 2ug/mL 2uL TuL 500 1000

390 | Acide 0,7 mL 50 mM 0.5 mM 10uL 5uL 70 140

Arachidonique

396 | Ristocétine 0,5 mL 125 mg/mL 1.0 mg/mL/ 8uL 5uL 62 100
1.256 mg/mL

395 | Chrono-lume 4x1,25 mL N/A N/A 100uL  50uL 50 100

384 | ADP 5mL 1T mM 10uM 10uL 5uL 500 1000

393 | Epinéphrine 5 mL/50 mL 10 mM/1 mM 50uM/10uM 5uL 5uL 1000 10000

387 | ATP Standard 5mL 2 umole 2 nmole SuL 5uL 1000 1000

*

Dans un échantillon de 1mL—généralement 450 uL de sang dilué avec 450 ul de solution saline physiologique plus 100

uL de réactif CHRONO-LUME ou 1 mL d'échantillon de sang sans CHRONO-LUME si testé avec la Ristocétine.
** Dans un échantillon de 500 ul - généralement 450 uL de plasma riche en plaquettes plus 50 ulL de réactif CHRONO-
LUME 500 uL de plasma riche en plaquettes sans CHRONO-LUME si testé avec la Ristocétine. (Réduire les volumes de
MOITIE avec des entretoises en caoutchouc Réf. 365 pour un échantillon de micro-volume de 250 (L).

REMARQUE : Les solutions stock multiples ne sont pas
requises. Pour changer la concentration finale, régler le
volume de la pipette.

Etant donné que chaque test nécessite uniquement des
micro-volumes de réactif, il est essentiel d'éviter l'introduction
d'un exces de réactif. Par conséquent, retirer le réactif en
excés essuyant I'extérieur de la pointe de la micropipette
apres avoir prélevé le réactif.

Il est important que la pointe de la micropipette soit
immergée dans I'échantillon et que le réactif soit
injecté avec force. NE PAS déposer le réactif au-
dessus de I'échantillon dans la cuvette ou sur le bord de
la cuvette car le réactif s'accroche alors sur le bord de
la cuvette et ne se mélange pas a I'échantillon.

BioTop Medical

Poortgebouw Noord, Rijnsburgerweg 10
2333 AA LEIDEN, The Netherlands

REMARQUE : Pour de meilleurs résultats, les réactifs
de travail reconstitués doivent étre conservés sur de la
glace. Le CHRONO-LUME®, I'EPINEPHRINE,
'ACIDE  ARACHIDONIQUE et le RISTOCETINE
reconstitués doivent étre conservés dans la glace et a
'obscurité.

PROCEDURES

Les procédures utilisant AGGRO / LINK® avec un logiciel
compatible Windows et le format NCCLS GP2-A3
sont  disponibles  sur  disque ou par  Email
(priced@chronolog.com) pour :

o Agrégation sur sang total
o Agrégation sur sang total avec libération d’ATP
o Agrégation optique sur PRP

. Agrégation optique avec libération d’ATP
ECHANTILLONS DE PATIENTS ET CONTROLE - collecter le
contréle normal sans médicaments et les échantillons de patients
dans des tubes sous vide stériles avec surface non mouillable et 1/10
de volume de citrate de sodium tamponné a 3,2%. Prélever 20 a 30
mL de sang pour le test sur PRP optique ou 5 & 10 mL de sang pour le
test sur sang total.



GAMME HABITUELLE

REMARQUE : Les valeurs normales suivantes ont été
obtenues aupres de divers laboratoires et publications.
Elles doivent étre utilisés uniquement comme un
guide. Les valeurs habituelles devraient étre établies
pour l'agrégation et la libération d'ATP par chaque
laboratoire.

Gamme habituelle pour le plasma riche en plaquettes
(Moyenne +/-1DS)

REFERENCES

Réactif Conc. Agg. (%)? | ATP (nmole)

Thrombine 1 Unité N/A >0,5°
Collagene 2ug/mL | 70 - 94 0,74 —1,92°
Acid. Arrach. | 0,5 mM 74 —99°" 0,56 — 1,4(°
ADP 5 uM 69 - 88 0,41 - 0,63

10 uM 71-88 0,5—1,06°
Epinéphrine | 5 uM 78 - 88 0,40 — 0,52
Ristocétine 1,25 87 -102°" | N/A

mg/mL

(** +/- 2 SD)

Gamme habituelle en sang total (Moyenne +/- 2 DS)

Réactif Conc. Agg. (ohms)' | ATP (nmole)’
Thrombine 1 Unité N/A >0.5*
Collagéne 2 ug/mL 15-27 0,5-1,7

5 ug/mL 15 -31 09-1,7
Acid. Arrach. | 0,5 mM 5- 17 06-14
ADP 5 uM 1-17 0-0,7
10 upM? 6- 24 0,38 —1,71"
Ristocétine 1 mg/mL > BA; < N/A
70 sec.
temps de
retard*

CALCUL DE LA LIBERATION D'ATP - Le logiciel AGGRO / LINK
calcule la libérationd’ATP. Si vous utiliser un graphique, la
formule suivante est utilisée pour le calcul :

Luminescence du test Gain du standard

Gaindutest Luminescence du standard

a norme

X X 2 nmoles
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