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VERWENDUNGSZWECK: 

HEMOCLOT™ Protein S ist ein Gerinnungstest zur quantitativen In-vitro-Bestimmung der 
Protein S (PS)-Aktivität in humanem Citratplasma und ist sowohl zur manuellen als auch zur 
automatisierten Durchführung geeignet. 

ZUSAMMENFASSUNG: 

Technisch: 
PS ist ein Vitamin K-abhängiges Protein, das vorwiegend in der Leber synthetisiert wird. Es liegt 
im Plasma in zwei Formen vor: Im Komplex mit dem C4b-Bindungsprotein (C4b-BP) und in 
freier Form, in welcher PS als Cofaktor von aktiviertem Protein C (APC) fungiert und somit seine 
gerinnungshemmende Aktivität entfaltet. In Gegenwart von Calcium und Phospholipiden 
inhibiert der APC-PS-Komplex die Faktoren Va und VIIIa.1 

Klinischer Kontext des Tests:  
Die durch den PC/PS-Komplex erzielte Gerinnungshemmung ist vermindert, wenn ein 
quantitativer oder qualitativer Mangel an freiem PS vorliegt. Ein angeborener oder erworbener 
PS-Mangel geht deshalb mit einem erhöhten Thromboserisiko einher.1,2 

Die PS-Aktivität ist abhängig von Alter und Geschlecht3,4, und kann unter bestimmten 
Umständen vermindert sein, z.B.: Bei Vitamin K-Mangel oder VKA-Therapie (höhere Anfälligkeit 
für Blutungs- als für thrombotische Probleme), L-Asparaginase-Therapie, Lebererkrankungen, 
nephrotischem Syndrom, während der Schwangerschaft, in Zusammenhang mit der Einnahme 
oraler Empfängnisverhütungsmittel oder Östrogen-Therapie, in frühen Phasen von 
Entzündungskrankheiten, bei viralen Infektionen, disseminierten intravasalen Koagulopathien 
(DIC), tiefen Venenthrombosen (TVT) und Lungenembolien, selten auch aufgrund eines 
chronischen oder vorübergehenden Auftretens von Anti-PS-Autoantikörper (z.B. bei Kindern mit 
Windpocken).1,2    
Angeborene PS-Mangel werden in drei Typen unterteilt, wobei 95% aller Fälle Typ I oder III 
zuzuordnen sind.1,5 

Mutierter Faktor V (Faktor V-Leiden-Mutation R506Q) ist resistent gegen die Inaktivierung 
seiner koagulatorischen Funktion durch den APC-PS-Komplex.1   

TESTPRINZIP: 

HEMOCLOT™ Protein S ist ein aPTT-ähnlicher Gerinnungstest, der aber im Unterschied zur 
aPTT durch die Zugabe von aktiviertem Faktor IX (FIXa) in Gegenwart von Phospholipiden, 
Calciumionen und einem konstanten Überschuss an APC eingeleitet wird.  

In einem ersten Schritt wird das verdünnte Probenplasma mit einem PS-Mangelplasma (R1) 
versetzt. Nach Zugabe des Aktivierungsreagenzes (R2) in einer konstanten, optimierten 
Konzentration wird die Gerinnung durch die Zugabe von Calcium (Ca2+) ausgelöst. Da PS der 
limitierende Faktor im Testansatz ist, besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der 
gemessenen Gerinnungszeit und der PS-Aktivität der Probe.  

IM KIT ENTHALTENE REAGENZIEN: 

 R1  PS-Mangelplasma, immunadsorbiert, in Gegenwart eines Heparinneutralisators 

lyophilisiert.  

 R2  Aktivierungsreagenz, lyophilisiert. Enthält humanen FIXa, humanes APC und 

Phospholipide in einer konstanten, optimierten Konzentration. Enthält BSA.  

 REF   CK041K →  R1  R2  Je 3 Flaschen mit je 1 mL  

 REF   CK042K →  R1  R2  Je 3 Flaschen mit je 2 mL  

VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE: 

• Einige der in diesen Kits enthaltenen Reagenzien beinhalten Stoffe humanen und tierischen 
Ursprungs. Das zur Herstellung der Reagenzien verwendete Humanplasma wurde mit 
anerkannten Methoden auf HIV-1- und HIV-2-Antikörper, HBs-Ag und HCV-Antikörper 
untersucht und für negativ befunden. Kein Test kann jedoch die Anwesenheit von 
Infektionserregern mit absoluter Sicherheit ausschließen. Sämtliche Produkte biologischen 
Ursprungs müssen deshalb mit größter Sorgfalt unter Beachtung der erforderlichen 
Vorsichtsmaßnahmen als potentiell infektiös behandelt werden. 

• Bei der Entsorgung von Restmaterial sind die geltenden lokalen Richtlinien zu befolgen. 

• Nur Reagenzien aus Packungen mit identischer Chargennummer verwenden. 

• Stabilitätsstudien haben gezeigt, dass die Packungen ohne Beeinträchtigung bei 
Raumtemperatur versendet werden können. 

• Dieses In-vitro-Diagnostikum ist für den professionellen Gebrauch im Labor vorgesehen.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN: 

Die Gummistopfen sind vorsichtig zu öffnen, um einen Verlust an Reagenz zu vermeiden. 

 R1  R2  Den Inhalt jeder Flasche rekonstituieren mit genau  

 REF   CK041K → 1 mL aqua dest. 

 REF   CK042K → 2 mL aqua dest. 

Das Reagenz gut durchmischen, bis es sich vollständig gelöst hat, dabei Schaumbildung 
vermeiden, und danach sofort gemäß der Applikationsanleitung in das Analysegerät laden. 

Für die manuelle Methode 15 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) stabilisieren lassen, vor 
Gebrauch homogenisieren. 

LAGERUNG UND STABILITÄT DER REAGENZIEN: 

Ungeöffnete Reagenzien müssen bei 2-8°C in der Originalverpackung gelagert werden. Sie 
können bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfalldatum verwendet werden. 

 R1   R2  Stabilität des geschlossen gelagerten Reagenzes nach Rekonstitution unter der 

Voraussetzung, dass dieses nicht kontaminiert wurde und keine Verdunstung erfolgte: 

• 24 Stunden bei 2-8°C 

• 8 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C) 

• Nicht einfrieren 

• On-board-Stabilität: Siehe gerätespezifische Applikation 

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND:  

Reagenzien: 

• Aqua dest. 

• Imidazolpuffer (z.B. Art.Nr. AR021K/L) 

• 25 mM CaCl2 (z.B. Art.Nr. AR001K) 

• Geeignetes Kalibrationsplasma (z.B. BIOPHENTM Kalibrationsplasma, Art.Nr. 222101) und 
Normal- und Abnormal-Kontrollplasma (z.B. BIOPHENTM Normal Kontrollplasma, Art.Nr.
223201 und BIOPHENTM Abnormal Kontrollplasma, Art.Nr. 223301) 

Für alle durchgeführten Tests ist derselbe Puffer zu verwenden. 

Es ist die spezifische Applikationsanleitung des verwendeten Analysegeräts zu beachten.

Materialien: 

• Wasserbad oder halb- oder vollautomatischer Gerinnungsautomat für Clotting-Tests 

• Stoppuhr, kalibrierte Pipetten, Glas- oder Kunststoffröhrchen 

PROBENGEWINNUNG: 

Das Blut (9 Volumenteile) wird vorsichtig in 0,109 M Citrat als Antikoagulanz (1 Volumenteil) 
abgenommen. Die Blutabnahme erfolgt durch Venenpunktion. Das erste Röhrchen ist zu 
verwerfen.  

Herstellung und Aufbewahrung der Proben müssen in Einklang mit den gültigen örtlichen 
Vorschriften erfolgen (für die USA: Bitte beziehen Sie sich auf die Empfehlungen den CLSI H21-
A56 für weitere Informationen über Probengewinnung, Handhabung und Aufbewahrung). 

Bzgl. Plasma-Lagerung: siehe Referenzen 6,7. 

TESTDURCHFÜHRUNG: 

HEMOCLOT™ Protein S ist sowohl zur manuellen als auch zur automatisierten Durchführung 
geeignet. Der Test wird bei einer Temperatur von 37°C durchgeführt und es wird die 
Gerinnungszeit, ausgelöst durch Zugabe von Calcium, gemessen. 

Automatisierte Methoden: Adaptionsanleitungen für verschiedene Gerinnungsautomaten sind 
auf Anfrage erhältlich. Die Besonderheiten der jeweiligen Anwendung und spezifische 
Warnhinweise für den jeweiligen Automaten sind zu beachten. 

Manuelle Kalibration: 

1. Die Kalibratoren und Kontrollen sind anhand der spezifischen Packungsbeilagen zu 
rekonstituieren. Die Kalibratoren sollten, um den Kalibrationsbereich zu erhalten, mit 
Imidazolpuffer wie unten beschrieben verdünnt werden („C“ definiert die PS-Konzentration und 
entspricht bei gepooltem Normalplasma per Definition einer PS-Aktivität von 100%). 

Erfolgt die Kalibration mithilfe von kommerziell verfügbaren Kalibrationsplasmen mit bekannter 
PS-Aktivität (z.B. BIOPHENTM Kalibrationsplasma, Art.Nr. 222101), entspricht eine 1:10-
Verdünnung eines solchen Kalibrationsplasmas einer PS-Aktivität von C%. Um eine 
Verdünnung mit einer PS-Aktivität von 100% zu erhalten, wird das Kalibrationsplasma mit dem 
Faktor D = C:10 verdünnt. 

Erfolgt die Kalibration mithilfe eines gepoolten humanen Normalplasmas (zusammengeführt aus 
den Citratplasmen von mindestens 30 gesunden männlichen und weiblichen Spendern im Alter 
von 18 bis 55 Jahren, die nicht unter Medikation stehen) kalibriert werden. Da die Verdünnung 
der Proben im Testansatz 1:10 beträgt, entspricht eine 1:10-Verdünnung eines solchen 
gepoolten humanen Normalplasmas einer PS-Aktivität von 100%. 

HEMOCLOT™ Protein S misst in einem Bereich von 0 bis 100% PS-Aktivität. Zur Kalibration 
des Testes werden zunächst 3 mL einer 1:10-Verdünnung eines gepoolten humanen 
Normalplasmas bzw. 3 mL einer Verdünnung um den Faktor D eines kommerziell 
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 REF  CK041K  R1  R2  3 x 1 mL 

 REF  CK042K  R1  R2  3 x 2 mL 
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verfügbaren Kalibrationsplasmas mit bekannter PS-Aktivität (d.h. C1) hergestellt. Die 
Verdünnung erfolgt in Imidazolpuffer (z.B. Art.Nr. AR021/K/L) und enthält dann eine 
Ausgangsaktivität von 100%. Von dieser Stammlösung werden weitere Kalibratorlösungen durch 
Verdünnung mit demselben Puffer hergestellt:  

Kalibrator C5 C4 C3 C2 C1 

PS-Aktivität 0% 25% 50% 75% 100% 

Menge Kalibrator 0 mL 0,250 mL 0,500 mL 0,750 mL 1 mL 

Menge Imidazolpuffer 1 mL 0,750 mL 0,500 mL 0,250 mL 0 mL 

2. Die Proben und Kontrollen müssen zur Testung 1:10 mit Imidazolpuffer verdünnt werden. Bei 
erwarteten PS-Aktivitäten von > 100% können die Proben in einer Verdünnung von 1:20 
getestet und die Ergebnisse mit 2 multipliziert werden. Umgekehrt können Proben mit 
erwarteten PS-Aktivitäten von ≤ 10% in einer Verdünnung von 1:5 getestet und die Ergebnisse 
durch 2 dividiert werden. 

Die Kalibrationskurve ist zu erstellen und mit Qualitätskontrollen zu testen. Die verdünnten 
Proben sind, sofern sie bei Raumtemperatur (18-25°C) gelagert werden, rasch zu testen. Um 
eine optimale Leistungsfähigkeit des Tests zu gewährleisten, sollten alle Schritte (Kalibration, 
Proben und Kontrollen) zügig durchgeführt werden. Die exakten chargenspezifischen Werte der 
Kalibratoren und Kontrollen sind dem, der Packung beiliegenden, Datenblatt zu entnehmen. 

Testdurchführung: 

Manuelle Methode: 

Ein Reaktionsgefäß bei 37°C vorwärmen und nach folgendem Schema zugeben: 

Reagenz Volumen 

Kalibratorlösungen (wie oben hergestellt),      
Kontrollen (1:10 verdünnt) oder Proben (1:10 verdünnt) 

50 µL 

 R1  PS-Mangelplasma (vorgewärmt bei 37°C) 50 µL 

Mischen und 1 Minute bei 37°C inkubieren 

 R2  Aktivierungsreagenz (vorgewärmt bei 37°C) 50 µL 

Mischen und 3 Minuten bei 37°C inkubieren 

25 mM CaCl2 (unter Rühren bei 37°C vorgewärmt) 100 µL 

Gerinnungszeit in Sekunden messen 

Falls die verwendete Methode andere Reagenzienvolumina als die oben beschriebenen 
erfordert, müssen die Verhältnisse der Reagenzkonzentrationen und Reagenzvolumina genau 
eingehalten werden, um eine optimale Testleistung zu gewährleisten. Der Benutzer ist für die 
Validierung jeglicher Änderungen und deren Auswirkungen auf die Ergebnisse verantwortlich. 

KALIBRATION: 

Plasmen, die den Kalibrationsbereich abdecken, sind von HYPHEN BioMed erhältlich (siehe 
Abschnitt ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM KIT ENTHALTEN SIND) und 
können für die Erstellung der Kalibrationskurve verwendet werden.  
Der Kalibrationsbereich beträgt 0 bis 100% (auf STA-R®). 
Die nachfolgend gezeigte Kalibrationskurve dient lediglich als Beispiel. Zur Ergebnisberechnung 
von Proben darf ausschließlich die für die jeweilige Analysenserie gemessene Kalibrationskurve 
verwendet werden. 

QUALITÄTSKONTROLLE: 

Die Verwendung von Kontrollplasmen ermöglicht bei Verwendung der gleichen Reagenzcharge 
die Validierung der Methodenkonformität und der homogenen Reaktivität des Tests. 
Gemäß guter Laborpraxis ist bei jeder Testserie eine Qualitätskontrolle zu inkludieren, um die 
generierten Ergebnisse zu überprüfen. Zumindest bei Chargenwechsel, größeren 
Wartungsarbeiten am Analysenautomaten oder wenn die Kontrollen außerhalb des 
Vertrauensbereiches liegen, muss eine Neukalibration erfolgen. Jedes Labor sollte unter den 
eigenen Testbedingungen seine Akzeptanzbereiche festlegen und die erwartete Testleistung 
verifizieren. 

ERGEBNISSE: 

• Bei der manuellen Endpunktmethode wird die berechnete PS-Aktivität (%) auf der x-Achse 
(Abszisse) in linearer Skalierung gegen die jeweils gemessene Gerinnungszeit (Sek.) auf der 
y-Achse aufgetragen.

• Die PS-Aktivität (%) wird bei Verwendung der Standardverdünnung direkt von der 
Kalibrationskurve abgelesen. 

• Werden andere Verdünnungen verwendet, so ist das erhaltene Ergebnis mit dem 
zusätzlichen Verdünnungsfaktor zu multiplizieren. 

• Die Ergebnisse sind orientiert am klinischen und biologischen Zustand des Patienten zu 
interpretieren. 

EINSCHRÄNKUNGEN:  

• Um eine optimale Leistung zu gewährleisten und die Spezifikationen zu erfüllen, sollten die 
technischen Anweisungen von HYPHEN BioMed sorgsam beachtet werden. 

• Jedes Reagenz mit unüblicher Erscheinung oder Anzeichen von Kontamination muss 
verworfen werden. Alle auffälligen Proben und jene mit Anzeichen für Aktivierung müssen 
verworfen werden. 

• Der Test kann bei Patienten unter Heparin- (bis zu 1 IE/mL) oder VKA-Therapie durchgeführt 
werden (verringerte PS-Aktivität). Besondere Sorgfalt ist bei der Interpretation der Ergebnisse 
von Patienten mit erhöhter FVIII-Aktivität, Lupus Antikoagulanz (LA) oder Faktor V-Leiden 
(R506Q-Mutation) geboten. Da APC durch Aprotinin inhibiert wird, kann die „scheinbare” PS-
Aktivität bei Patienten unter Aprotinintherapie erniedrigt sein8. Wird eine ungewöhnlich stark 
verkürzte oder verlängerte Gerinnungszeit festgestellt, empfiehlt sich die Bestätigung der 
Messung durch Heranziehung einer weiteren Methode (z.B. der immunologischen 
Bestimmung von freiem PS) und/oder einer weiteren Probe desselben Patienten. In solchen 
Fällen empfiehlt sich eine Evaluierung des Befundes unter Berücksichtigung des klinischen 
Kontextes. 

• In Abhängigkeit vom verwendeten Gerinnungsautomaten, vom Messprinzip (mechanische 
oder optische Gerinnseldetektion) sowie von den Sensitivitätseinstellungen bei der 
Gerinnseldektion können für eine bestimmte Probe trotz Verwendung derselben 
Testkitcharge unterschiedliche Gerinnungszeiten gemessen werden. 

ERWARTETE WERTE: 

Bei gesunden Erwachsenen schwankt die PS-Aktivität zwischen 60 und 140% (abhängig von 
Alter und Geschlecht)3,4. Es muss jedoch jedes Labor den eigenen Normalbereich bestimmen. 

LEISTUNGSMERKMALE: 

• Die untere Nachweisgrenze ist vom verwendeten Analysesystem abhängig (≤ 10% auf STA-
R®). 

• Der Messbereich ist vom verwendeten Analysesystem abhängig (ca. 10 bis 100% PS auf 
STA-R®, ohne Vorverdünnung). 

• Spezifität: Bei der Testung von PS-Mangelplasmen können Werte von < 5% gemessen 
werden. 

• Leistungsstudien wurden intern auf STA-R® durchgeführt. Sie wurden mittels 
Qualitätskontrollen des Labors über 5 Tage mit 2 Testserien pro Tag und 2 Wiederholungen 
innerhalb jeder Serie für jedes Kontrollniveau ausgewertet. Die folgenden Daten wurden 
erhalten: 

Kontrolle 
Intra-Assay  Inter-Assay 

n MW VK% SD n MW VK% SD 

Normal 20 95,5 3,2 3,0 20 98,5 5,2 5,1 

Pathologisch 20 33,2 7,1 2,4 20 33,2 8,1 2,7 

• Interferenzen: 

Auf STA-R® wurde mit den folgenden Substanzen und bis zu den folgenden Konzentrationen 
keine Interferenz beobachtet: 

Intralipide  Hämoglobin Bilirubin  
Heparin 

(UFH/LMWH) 

1000 mg/dL 100 mg/dL 60 mg/dL 1 IE/mL 

Es ist die spezifische Applikationsanleitung des verwendeten Analysegeräts zu beachten.  
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SYMBOLE: 

Verwendete Symbole und Zeichen sind in der ISO-Norm 15223-1 gelistet. Das der Packung 
beiliegende Symbolerklärungs-Blatt ist zu beachten. 
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