C € HEMOCLOT Protein C
Art.Nr. CK031K

Gerinnungstest zur quantitativen Bestimmung
der Protein C-Aktivitat

In vitro-Diagnostikum

VERWENDUNGSZWECK:

HEMOCLOT Protein C ist ein Gerinnungstest zur quantitativen Bestimmung der Protein C (PC)-
Aktivitat in humanem Citratplasma und ist sowohl zur manuellen als auch zur automatisierten
Durchfiihrung geeignet.

ZUSAMMENFASSUNG:

Protein C (PC) ist ein Vitamin K-abhéngiges humanes Protein. Als Inhibitor regelt PC die Gerinnung,
indem es durch spezifische Spaltungen der Faktoren Va und Vllla, ihre aktive gerinnungsférdernde
Co-Faktoren-Tatigkeit unterdriickt. Ein angeborener oder erworbener Protein C-Mangel ist ein
Risikofaktor fiir vendse Thrombosen.

TESTPRINZIP:
Der HEMOCLOT Protein C Test ist ein aPTT-ahnlicher Gerinnungstest, der in Anwesenheit des

Protein C-Aktivators (Protac®, welcher aus dem Schlangengift der Art Agkistrodon Contortrix
aufgereinigt wurde), Phospholipiden, Kontaktphasen-Aktivatoren und Kalzium durchgefiihrt wird.

In einem ersten Schritt wird das verdiinnte Probenplasma mit einem PC-Mangelplasma (R1) gemischt.
Nach Zugabe des Aktivierungsreagenzes (R2), welches in einer konstanten und optimalen
Konzentration enthalten ist, wird die Gerinnung durch die Zugabe von Kalziumionen ausgeldst. Da
Protein C der limitierende Faktor im Testansatz ist, besteht eine direkte lineare Beziehung, grafisch auf
doppeltlogarithmischem Millimeterpapier, zwischen der gemessenen Gerinnungszeit und der PC-
Aktivitat der Probe.
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PROBENMATERIAL:
Menschliches Citratplasma.

IM KIT ENTHALTENE REAGENZIEN:

HEMOCLOT Protein C enthalt Reagenzien zur manuellen Durchfiihrung von 3x10 Bestimmungen. Die
Anzahl der mdglichen Bestimmungen bei einer automatisierten Durchfiihrung kann hingegen in
Abhangigkeit des verwendeten Gerinnungsautomaten variieren.

e R1: 3 Flaschen PC-Mangelplasma, immunadsorbiert, in Gegenwart eines Heparin-
Neutralisators lyophilisiert. Mit 1,0 mL Aqua dest. zu rekonstituieren.

e R2: 3 Flaschen Aktivierungsreagenz, lyophilisiert. Enthélt Protac®, welches aus dem
Schlangengift der Art Agkistrodon Contortrix aufgereinigt wurde, sowie Phospholipide in einer
konstanten, optimierten Konzentration. Mit 1,0 mL Aqua dest. zu rekonstituieren.

Der Inhalt dieses Dokuments dient lediglich als Beispiel und ist unter Umsténden nicht aktuell. Die aktuellste Version konnen Sie per E-Mail anfordern: info@coachrom.com
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VORBEREITUNG UND STABILITAT DER REAGENZIEN:

e R1: Den Inhalt der Flasche mit 1,0 mL aqua dest. rekonstituieren und bis zur vollstandigen
Auflésung vorsichtig schwenken. Fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren und
dabei gelegentlich schwenken. Vor jedem Gebrauch durchmischen.

e R2: Den Inhalt der Flasche mit 1,0 mL aqua dest. rekonstituieren und bis zur vollstandigen
Aufldsung vorsichtig schwenken. Fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren und
dabei gelegentlich schwenken. Vor jedem Gebrauch durchmischen.

Nach Rekonstitution sind die Reagenzien, verschlossen in ihrer Originalflasche und geschiitzt vor
jeglicher Kontamination und Verdunstung, tber folgende Zeitrdume stabil:

- 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C)
- 24 Stunden bei 2-8°C
- 1 Monat bei <-20°C

Vor jedem Gebrauch miissen gefrorene Reagenzien bis zum vollstdndigen Auftauen im Wasserbad
bei 37°C inkubiert und anschlieRend durchmischt werden.

- Die im Kit enthaltenen Flaschen werden unter Vakuum verschlossen. Um einen Verlust deren Inhalts beim Offnen zu
vermeiden, miissen die Verschliisse vorsichtig entfernt werden.

- Die Reagenzien sind sorgféltig zu behandeln, um jegliche Kontamination wéhrend der Verwendung zu vermeiden.

- Um die Stabilitdt der Reagenzien zu gewahrleisten, miissen die Flaschen nach jedem Gebrauch mit ihren
Originalschraubkappen verschlossen werden.

Anmerkungen:

- Bei einer automatisierten Testdurchfiihrung kann es in Abhéngigkeit des verwendeten Gerinnungsautomaten zu
Abweichungen der Rekonstitutionsvolumina von den hier angegebenen Werten kommen. Die festgelegten
Reaktionsverhéltnisse (das Verhaltnis der einzelnen Reagenzkonzentrationen im Testansatz) miissen aber auf jeden
Fall eingehalten werden.

- Die Kombination der einzelnen Reagenzien ist chargenabhangig optimiert. Zur Testdurchfiihrung diirfen folglich
ausschlieRlich Komponenten aus Testpackungen mit ibereinstimmender Chargennummer verwendet werden.

PROBENGEWINNUNG:

Blut (9 Volumenteile) wird vorsichtig in 0,109 M oder 0,129 M Trinatrium-Citrat als Antikoagulanz
(1 Volumenteil) abgenommen und innerhalb von 2 Stunden fiir 15 Minuten bei 2.500 g zentrifugiert.
Das aus dem Uberstand gewonnene Citratplasma muss innerhalb von 24 Stunden getestet werden.
Alternativ kann es fiir mindestens 1 Monat bei <-20°C gelagert werden. Das gefrorene Citratplasma
muss vor Gebrauch im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und innerhalb von 24 Stunden getestet
werden.

Anmerkung: Weitere Empfehlungen zur Probengewinnung, -handhabung und -lagerung kénnen den GEHT- und
NCCLS/CLSI-Dokumenten entnommen werden. Ikterische, hamolytische und lipdmische Plasmen sind zu verwerfen.

Warnhinweis:

Das zur Herstellung der im Kit enthaltenen Reagenzien verwendete Humanplasma wurde mit anerkannten Methoden
auf HIV-Antikorper, HBs-Ag und HCV-Antikdrper untersucht und fiir negativ befunden. Kein Test kann jedoch die
Abwesenheit von Infektionserregern mit absoluter Sicherheit garantieren. Samtliche Produkte biologischen Ursprungs
miissen deshalb unter Beachtung aller erforderlichen VorsichtsmaBnahmen als potenziell infektios behandelt werden.

Die Konzentration des Protein C-Aktivators (Protac®) kann von Charge zu Charge variieren, sie wird jedoch fiir jede
Reagenzcharge genau angepasst.

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:

Reagenzien:

e Agua dest. vorzugsweise steril.

o 25mM CaClz (z.B. Art.Nr. AROO1A/K).

o Imidazolpuffer (z.B. Art.Nr. ARO21A/KIL).

o Kalibrationsplasma (z.B. BIOPHEN® Kalibrationsplasma, Art.Nr. 222101) oder sonstiges
Referenzmaterial (internationaler oder interner Standard) mit bekannter PC-Aktivitat.

e Normal- und Abnormal Kontrollplasmen (z.B. BIOPHEN® Kontrollplasma ,,Normal®, Art.Nr.
223201, und BIOPHEN® Kontrollplasma ,,Abnormal®, Art.Nr. 223301).

Materialien:
o Manuelle Methode: Kalibrierte Pipetten, Wasserbad, Stoppuhr.
o Automatisierte Methode: Gerinnungsautomat.

LAGERUNG:

Bei 2-8°C gelagert sind die ungeéffneten Reagenzien bis zum auf der Verpackung gedruckten
Verfallsdatum stabil.

Anmerkung: Stabilitétsstudien fiir 3 Wochen bei 30°C haben gezeigt, dass die Packungen ohne Beeintrachtigung der
darin enthaltenen Reagenzien bei Raumtemperatur (18-25°C) versendet werden kdnnen.

TESTDURCHFUHRUNG:

HEMOCLOT Protein C ist ein Gerinnungstest, der sowohl zur manuellen als auch zur automatisierten
Durchfiihrung geeignet ist. Der Test wird bei einer konstanten Temperatur von 37°C durchgefiihrt.
Anwendungsvorschriften fir Gerinnungsautomaten sind auf Anfrage erhéltlich.

Kalibration:

HEMOCLOT Protein C kann mithilfe eines gepoolten humanen Normalplasmas (zusammengefiihrt
aus den Citratplasmen von mindestens 30 gesunden mannlichen und weiblichen Spendern im Alter
von 18 bis 55 Jahren, die nicht unter Medikation stehen) kalibriert werden. Eine 1:5-Verdiinnung
eines solchen gepoolten humanen Normalplasmas entspricht einer PC-Aktivitat von 200%.

Alternativ kdnnen kommerziell verfiigbare Kalibrationsplasmen mit bekannter PC-Aktivitat (z.B.
BIOPHEN® Kalibrationsplasma, Art.Nr. 222101) zur Kalibration des Testes herangezogen werden.
Eine 1:5-Verdlinnung eines solchen Kalibrationsplasmas mit Imidazolpuffer (1 Teil Plasma + 4 Teile
Puffer) entspricht einer PC-Aktivitat von 2*C%. Die Aktivitat “C* ist chargenabhéngig und wird auf
dem Datenblatt, das jeder Packung beigelegt ist, exakt angefiihrt.

HEMOCLOT Protein C misst in einem Bereich von 25 bis 200% PC-Aktivitat. Zur Kalibration des
Testes werden zunéchst 3 mL einer 1:5-Verdiinnung eines gepoolten humanen Normalplasmas bzw.
eines kommerziell verfiigbaren Kalibrationsplasmas mit bekannter PC-Aktivitat hergestellt. Die
Verdiinnung erfolgt in isotonem Imidazolpuffer (z.B. Art.Nr. ARO21A/K/L) und enthdlt dann eine
Ausgangsaktivitat von 2*C% (ca. 200%). Von dieser Stammldsung werden weitere Kalibratorldsungen
durch Verdiinnung mit demselben Puffer hergestellt. Beispiel:

Kalibrator Cal1 Cal 2 Cal3 Cal4 Cal5

PC-Aktivitat 2*C% C% C3/4 % C2% Cl4 %
Stammlésung mit 2*C% PC 1,00 mL 0,50 mL 0,375 mL 0,25 mL 0,125 mL
Imidazolpuffer 0,00 mL 0,50 mL 0,625 mL 075mL | 0,875mL

Es empfiehlt sich die Durchfiihrung einer Kalibration mit frisch hergestellten Kalibratorlésungen.




Proben und Kontrollen:

Proben und Kontrollen miissen zur Testung 1:10 mit Imidazolpuffer verdinnt werden. Bei erwarteten
PC-Aktivitdten von >100% kénnen die Proben in einer Verdiinnung von 1:20 getestet werden.
Umgekehrt kdnnen Proben mit erwarteten PC-Aktivitéten von <25% in einer Verdiinnung von 1:5
getestet werden.

Anmerkung: Zur Verdiinnung der Kalibrations-, Kontroll- und Probenplasmen wird isotoner Imidazolpuffer (z.B. Art.Nr.
ARO021A/KIL) empfohlen, es kann aber auch Owren-Koller-Puffer verwendet werden. Auf jeden Fall miissen innerhalb
eines Testansatzes alle Kalibrations-, Kontroll- und Probenplasmen mit demselben Puffer verdiinnt werden.

Testdurchfiihrung:
Manuelle Methode:
Ein ReaktionsgefaR bei 37°C vorwérmen und nach folgendem Schema zugeben:

Reagenz Volumen
Kalibratorlésungen (wie oben hergestellt), 100 L
Kontrollen (1:10 verdiinnt) oder Proben (1:10 verdiinnt)
R1 100 pL
Mischen und 2 Minuten bei 37°C inkubieren
R2 [ 100 pL
Mischen und 3 Minuten bei 37°C inkubieren
25 mM CacCl;, (unter Riihren bei 37°C vorgewarmt) 100 pL
Gerinnungszeit in Sekunden messen

Automatisierte Methode:
Anwendungsvorschriften fir Gerinnungsautomaten sind auf Anfrage erhéltlich.

Anmerkung: Um eine optimale Leistungsfahigkeit des Testes zu gewéhrleisten, miissen alle Schritte rasch und ziigig
durchgefiihrt werden.

QUALITATSKONTROLLE:

Der Einsatz interner oder kommerziell verfiigbarer Kontrollplasmen (z.B. BIOPHEN® Kontrollplasma
sNormal®, Art.Nr. 223201, und BIOPHEN® Kontrollplasma ,Abnormal®, Art.Nr. 223301) mit
bekannter PC-Aktivitat erlaubt die Validierung der ermittelten Kalibrationskurve sowie die Uberpriifung
der Testqualitat von einer Analysenserie zur nachsten. Es empfiehlt sich eine Messung von Kontrollen
auf verschiedenen Levels. Die Kalibrationskurve ist giiltig, wenn die gemessenen Kontrollwerte
innerhalb der angegebenen Vertrauensbereiche liegen.

Anmerkung: Eine Neukalibration ist bei jedem Wechsel der Testkitcharge, nach sémtlichen groReren Wartungsarbeiten
am verwendeten Gerinnungsautomaten oder wann immer die Kontrollwerte auBerhalb der angegebenen
Vertrauensbereiche liegen erforderlich. Fiir jede neue Kontrolicharge sollte jedes Labor in Abhéngigkeit des
verwendeten Gerinnungsautomaten, der gewahlten Messvorschriften sowie der vorherrschenden Arbeitsbedingungen
laborspezifische Sollwerte und Vertrauensbereiche festlegen.

ERGEBNISSE:
Manuelle Methode:

e Zur Erstellung der Kalibrationskurve werden die berechneten PC-Aktivitaten (%) der einzelnen
Standardldsungen auf der x-Achse in doppellogarithmischer Skalierung gegen die jeweils
gemessenen Gerinnungszeiten (sec) auf der y-Achse aufgetragen. Der Test ist im Bereich von
25 bis 200% PC-Aktivitét linear.

e Von der ermittelten Kalibrationskurve kann anhand der fir die Proben und Kontrollen
gemessenen Gerinnungszeiten auf die jeweiligen PC-Aktivitten geschlossen werden. Wurden
die Proben anders als 1:10 verdiinnt, muss der errechnete Wert unter Beriicksichtigung des
abweichenden Verdiinnungsfaktors multipliziert werden.

Automatisierte Methode:
o Die PC-Aktivititten der Proben und Kontrollen werden anhand der automatisch ermittelten
Kalibrationskurve und unter Beriicksichtigung eventuell abweichender Probenvorverdiinnungen
direkt vom Gerinnungsautomaten berechnet.

BEISPIEL EINER KALIBRATIONSKURVE:

Die hier gezeigte Kalibrationskurve wurde durch die Messung eines in mehreren Schritten verdiinnten
Kalibratorplasmas mittels HEMOCLOT Protein C an einem KC-10-Kugelkoagulometer ermittelt und
dient lediglich als Beispiel. Zur Kalibration des Testes darf nur die fiir die jeweilige Testkitcharge
erstellte Kalibrationskurve verwendet werden.
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TESTCHARAKTERISTIKA:

e Messbereich: Von 25 bis etwa 200%.

* Nachweisgrenze: < 10%. Die Nachweisgrenze wird durch die ,scheinbare” PC-Aktivitat definiert.
Diese entspricht ~der mittleren  Gerinnungszeit eines PC-Mangelplasmas  plus
3 Standardabweichungen.

o Spezifitat: Bei der Testung von PC-Mangelplasmen kdnnen Werte von <5% gemessen werden.

o Reproduzierbarkeit: Folgende Ergebnisse wurden an einem KC-10 System erstellt:

Proben PC Konzentration % Intra-Assay CV% N Inter-Assay CV% N

Probe 1 87 6,7 10 84 9

Probe 2 63 7.3 10 57 9
TESTEINSCHRANKUNGEN:

o Gerinnungsaktivierung wahrend der Probengewinnung kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

e Der Test kann bei Patienten unter Heparin- (bis zu 1 IE/mL) und Dicoumaroltherapie
durchgefiihrt werden. Wird eine ungewdhnlich stark verldngerte Gerinnungszeit festgestellt,
empfiehlt sich die Bestatigung der Diagnose durch die Wiederholung der Messung anhand einer
weiteren Probe desselben Patienten bzw. durch Heranziehung einer weiteren Methode.

Es liegt keine Beeinflussung durch Faktor VIII bis mindestens 300% sowie heterozygoten
Faktor-V-Leiden vor.

Besondere Sorgfalt ist bei der Interpretation der Ergebnisse von Patienten mit homozygotem
Faktor-V-Leiden oder Antiphospholipidsyndrom geboten. In solchen Fallen empfiehlt sich eine
eingehende Evaluierung des Befundes unter Beriicksichtigung des klinischen Kontextes und die
Bestatigung der Diagnose durch Heranziehung einer weiteren Methode.

Da PC durch Aprotinin inhibiert wird, kann die ,scheinbare” PC-Aktivitat bei Patienten unter
Aprotinintherapie erniedrigt sein. Auch in diesem Falle empfiehlt sich die Bestétigung der
Diagnose durch Heranziehung einer weiteren Methode.

In Abhangigkeit des verwendeten Gerinnungsautomaten, des Messprinzips (mechanische oder
optische Gerinnseldetektion) sowie der Sensitivitatseinstellungen bei der Gerinnseldetektion
kénnen fiir eine bestimmte Probe trotz Verwendung derselben Testkitcharge unterschiedliche
Gerinnungszeiten gemessen werden.

ERWARTETE BEREICHE:

Ein gepooltes humanes Normalplasma (zusammengefiihrt aus den Citratplasmen von mindestens
30 gesunden mannlichen und weiblichen Spendern im Alter von 18 bis 55 Jahren, die nicht unter
Medikation stehen) enthalt eine PC-Aktivitat von 100%. Bei gesunden Erwachsenen schwankt die PC-
Aktivitat zwischen 70 und 140%. Bei Kleinkindern ist die PC-Aktivitat hingegen niedriger.

BIOCHEMISCHE EIGENSCHAFTEN:

PC ist ein Vitamin K-abhéngiges menschliches Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 62 kDa,
das in der Leber synthetisiert wird. PC ist gewohnlich als Proenzym im Plasma in einer Konzentration
von 4-5 pg/mL enthalten. Der Thrombin-Thrombomodulin Komplex aktiviert PC in Anwesenheit von
Kalzium und Phospholipiden zu PCa. Zusammen mit Protein S, spaltet PCa die Faktoren Va und Vlila,
ihre aktive gerinnungsférdernde Co-Faktoren-Tétigkeit wird unterdriickt.

PATHOLOGISCHE VERANDERUNGEN:

Eine PC-Aktivitdt von <70% bei Erwachsenen weist auf einen PC-Mangel hin, der durch die
Wiederholung der Messung mit einer weiteren Probe desselben Patienten bzw. durch Heranziehung
einer weiteren Methode bestatigt werden sollte. Ein PC-Mangel kann angeboren oder erworben sein.

Angeborener PC-Mangel:
o Typ I: Teilweise erniedrigte Konzentration an Protein C Antigen und Aktivitat
o Typ Il: Normale Konzentration an Protein C Antigen, aber erniedrigte Aktivitat.
o Angeborene PC-Méangel kdnnen die Ursache von tiefen Venenthrombosen (TVT) und
Lungenembolien (LE) sein.

Erworbener PC-Mangel:
o Bei Vitamin K-Mangel oder unter Dicoumaroltherapie. In diesen Fallen sind Vitamin K-abhangige
Faktoren (11, VII, IX, X und PS) ebenfalls erniedrigt, so dass ein erhdhtes Blutungsrisiko besteht.
o Bei Lebererkrankungen, bestimmten chronischen Infektionen wie AIDS oder Hepatitis sowie
einer DIC.
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