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ELISA-Kit zur quantitativen Bestimmung von Protein C
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VERWENDUNGSZWECK:
ZYMUTEST™ Protein C ist ein Enzymimmunoassay zur quantitativen in-vitro-Bestimmung
von Protein C (PC)-Antigen in humanem Plasma.

ZUSAMMENFASSUNG:

Technisch:

Protein C ist ein Vitamin K-abhangiges humanes Glykoprotein, das die Gerinnung inhibiert. Seine
Konzentration im humanem Plasma liegt bei ca. 4 pg/mL. Durch den Thrombomodulin-Thrombin-
Komplex aktiviertes PC (APC) spaltet, in Gegenwart seines Cofaktors Protein S sowie Calcium und
Phospholipiden, die Faktoren Va und Vllla und unterdrickt so deren gerinnungsférdernde Co-
Faktoren-Aktivitat.'2

Klinisch:

Der Test dient der Diagnose eines angeborenen oder erworbenen PC-Mangels.3456

Erworbene PC-Méngel werden bei Lebererkrankungen, wahrend einer VKA-Therapie oder bei intrava-
salen Koagulopathien (DIC) beobachtet. Angeborene PC-Mangel kénnen quantitativ (Typ 1) oder
qualitativ (Typ Il) sein und sind mit wiederkehrenden vendsen Thrombosen assoziiert. Ein angeborener
oder erworbener PC-Mangel ist ein Risikofaktor fiir vendse Thrombosen.?

TESTPRINZIP:

ZYMUTEST™ Protein C ist eine auf Antigen-Antikdrper-Reaktion basierende ELISA-Methode: In der
Probe enthaltenes PC-Antigen reagiert mit polyklonalen Anti-PC-Antikérpern.

Die Probe wird auf eine beschichtete Mikrotiterplatte pipettiert. Das in der Probe enthaltene PC bindet
an den immobilisierten Antikérper. Nach einem Waschschritt wird das Immunkonjugat, ein Meerrettich-
peroxidase (HRP)-gekoppelter, ebenfalls polyklonaler, Anti-PC-Antikdrper zugegeben, der an die freien
Epitope des auf der Mikrotiterplatte immobilisierten PC bindet. Nach einem weiteren Waschschritt wird
das Peroxidasesubstrat 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB) in Gegenwart von Wasserstoffperoxid
(H202) zugefigt. Unter diesen Bedingungen erfolgt eine HRP-vermittelte Oxidation von TMB zu einem
blauen Farbstoff, der beim Stoppen der Reaktion mit Schwefelséure nach gelb umschlégt. Die Absorp-
tion bei 450 nm ist direkt proportional zur PC-Konzentration der Probe.

IM TESTKIT ENTHALTENE REAGENZIEN:

o ELISA-Mikrotiterplatte: Bestehend aus 12 Mikrotiterstreifen zu je 8 Vertiefun-
gen, beschichtet mit einem polyklonalen Kaninchen-Anti-PC-Antikdrper. Die Platte ist stabilisiert
und in Gegenwart eines Trockenmittels luftdicht in einem Aluminiumbeutel verpackt. Enthalt eine
geringe Menge an Natriumazid (0,9 g/L).

. SD ELISA | Probenverdiinner: 2 Flaschen mit je 50 mL, gebrauchsfertig. Enthalt BSA.

. PC-Kalibrator: 3 Flaschen mit je 2 mL, lyophilisiert. Durch Rekonstitution mit 2 mL
erhilt man ein 1:50 vorverdiinntes Kalibrationsplasma mit einer PC-Konzentration
von C%. Diese Konzentration ist chargenabhéngig und liegt zwischen 110 und 150%. Die Stan-
dardkonzentration wird anhand des internationalen NIBSC Standards festgelegt. Enthalt BSA.

. PC-Kontrollplasma hoch: 1 Flasche mit 0,5 mL, lyophilisiert.
. PC-Kontrollplasma niedrig: 1 Flasche mit 0,5 mL, lyophilisiert.

. Anti-(h)-PC HRP Immunkonjugat: 3 Flaschen mit je 7,5 mL, polyklonaler Kaninchen-Anti-
PC-Antikérper, gekoppelt an Meerrettichperoxidase (HRP), lyophilisiert. Enthéalt BSA.

. CD ELISA | Konjugatverdiinner: 1 Flasche mit 25 mL, gebrauchsfertig. Enthélt BSA.
. WS ELISA |Waschlésung: 1 Flasche mit 50 mL, 20-fach konzentriert.

. 3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin: 1 Flasche mit 25 mL Substrat, gebrauchsfertig. Enthalt
Wasserstoffperoxid (H202).

. 0,45 M Schwefelsaure: 1 Flasche mit 6 mL, gebrauchsfertig.

Die Konzentrationen der Kontroll- und Kalibrationsplasmen kénnen von Charge zu Charge leicht
variieren. Die exakten chargenspezifischen Werte sind dem der Packung beiliegenden Datenblatt zu
entnehmen.

ANMERKUNGEN UND WARNHINWEISE:

o Fir die Herstellung einiger der enthaltenen Reagenzien wird Material humanen und tierischen
Ursprungs verwendet. Jedes verwendete Humanplasma wurde mit registrierten Methoden getestet
und als negativ fiir Hepatitis B-Oberflachenantigen, Hepatitis C-Antikérper (HCV) und Antikérper
gegen HIV 1 und 2 eingestuft. Kein Test kann jedoch die Anwesenheit infektidser Stoffe vollstéandig
ausschlieBen. Sémtliche Produkte biologischen Ursprungs miissen mit groRter Sorgfalt unter Be-
achtung aller erforderlichen Vorsichtsmafnahmen und als potenziell infektiés gehandhabt werden.

o Bei der Entsorgung sind die lokalen Richtlinien zu befolgen.

o Nur Reagenzien aus Packungen mit identischer Chargennummer verwenden.

Stabilitatsstudien haben gezeigt, dass die Packungen ohne Beeintréchtigung bei Raumtemperatur

versendet werden konnen.

Zur in-vitro-Diagnostik in professionellem Laborgebrauch.
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VORBEREITUNG DER REAGENZIEN:
Die erforderlichen Testkitkomponenten missen vor Gebrauch fiir 30 Minuten auf Raumtemperatur (18-

25°C) gebracht werden. Die Gummistopfen der Flaschen sind vorsichtig zu 6ffnen, um einen Verlust
an Reagenz zu vermeiden

COAT | Den Aluminiumbeutel 6ffnen und die fiir die jeweilige Testreihe erforderliche Anzahl an Mikro-
iterstreifen entnehmen. Nach Entnahme aus dem Beutel miissen die Streifen innerhalb von 30 Minu-
ten verwendet werden.

Den Inhalt jeder Flasche rekonstituieren mit exakt:
— 0,5 mL Aqua dest. Bis zur vollsténdigen Auflésung des Inhalts gut durchmischen.

[CAL ] — 2 mL [ SD ELISA | um ein 1:50 vorverdiinntes Kalibrationsplasma mit einer PC-
Konzentration von C% zu erhalten. Bis zur vollstandigen Aufldsung des Inhalts gut durchmischen.

— 7,5 mL [ CD ELISA | mindestens 15 Minuten vor Gebrauch. Bis zur vollstandigen Auflésung
vorsichtig durchmischen.

SD ELISA CD ELISA| Gebrauchsfertig

WS ELISA | Die Flasche schiitteln und die Waschlésung 1:20 mit Aqua dest. verdiinnen (aus 50 mL
Konzentrat Iasst sich folglich 1 L verdiinnte Waschldsung herstellen). Falls notig im Wasserbad bei
37°C bis zur vollstandigen Auflésung allfélliger Feststoffe inkubieren.

LAGERUNG UND STABILITAT:

Die ungedffneten Reagenzien missen bei 2-8°C in der Originalverpackung gelagert werden. Sie sind
dann bis zu dem auf dem Etikett aufgedruckten Verfalldatum stabil.

COAT | Nicht bendtigte Streifen kdnnen im Original-Aluminiumbeutel (verschlossen, in Gegenwart des
Trockenmittels), im mitgelierten Druckverschlussbeutel verpackt und geschiitzt vor jeglicher Feuchtig-
keit fiir 4 Wochen bei 2-8°C gelagert werden.

Stabilitdt des geschlossen gelagerten Reagenz nach Rekonstitution unter der Voraussetzung, dass
dieses nicht kontaminiert wurde und keine Verdunstung erfolgte:

72 Stunden bei 2-8°C

24 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C)

72 Stunden bei 2-8°C

24 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C)

2 Monate tiefgefroren bei < -20°C*

*Kann einmalig bei 37°C aufgetaut werden und muss dann umgehend verwendet werden.
4 Wochen bei 2-8°C

24 Stunden bei Raumtemperatur (18-25°C)

Stabilitét des geschlossen gelagerten Reagenz nach dem Offnen unter der Voraussetzung, dass
dieses nicht kontaminiert wurde und keine Verdunstung erfolgte:

4 Wochen bei 2-8°C

WS ELISA

4 Wochen bei 2-8°C bzw.

7 Tage bei 2-8°C (verdlinnte Ldsung)
8 Wochen bei 2-8°C

ERFORDERLICHE MATERIALIEN, DIE NICHT IM TESTKIT ENTHALTEN SIND:

Reagenzien:
o Aqua dest.

Materialien:
o 8-Kanal- oder Repetierpipette mit einem Pipettiervolumen im Bereich von 50-300 pL
o Einkanalpipetten mit Pipettiervolumina in den Bereichen von jeweils 0-20, 20-200 und
200-1000 pL
o Mikrotiterplattenwascher und -schittler
o Mikrotiterplattenleser zur Messung bei einer Wellenlange von 450 nm



PROBENGEWINNUNG:

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

Die Gewinnung und Lagerung der Proben hat gemaR aktuellen lokalen Vorschriften zu erfolgen (Vor-
schriften fir die Probengewinnung, -handhabung und -lagerung sind in den CLSI-Dokumenten
GP44-A47 und H21-A58 verdffentlicht). In Bezug auf die Lagerung des Plasmas sind die Referenzen zu
beachten.

TESTDURCHFUHRUNG:

1. Proben und Kontrollen (Cl und Cll) miissen zur Testung 1:50 mit | SD ELISA | verdiinnt werden. Bei
erwarteten PC-Konzentrationen von >C% muss die Verdinnung auf 1:100 oder mehr erhoht werden.

2. Unter Verwendung von mit einer PC-Konzentration von C% werden folgende Kalibrationslo-
sungen hergestellt:

PC- . . . .
Konzentration (%) ¢ C:2 C4 C:10 C:20 0
CAL| 1mL 0,5mL 0,25 mL 0,1 mL 0,05 mL 0mL
[SD ELISA 0mL 0,5mL 0,75mL 0,9mL 0,95 mL 1mL

Die Kalibrationsldsungen werden vorsichtig durchmischt und sind fiir 8 Stunden bei Raumtemperatur
(18-25°C) stabil.

3. Die fiir die Testreihe erforderliche Anzahl an Mikrotiterstreifen aus dem Aluminiumbeutel entnehmen
und in den mitgelieferten Rahmen legen. Dann nach folgendem Schema verfahren (Zwei-Stufen-Test):

Reagenz Volumen Vorgehen

oder
oder
oder

Verdiinnte Proben oder

SD ELISA | (Leerwert)

In jeweils eine Vertiefung

200 L der Mikrotiterstreifen pipettieren

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren (a)

S ELISA| 300 pL 5 aufeinanderfolgende Waschschritte (b)
200 pL In die einzelnen Vertiefungen

hinzupipettieren

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren (a)

'S ELISA 300 pL 5 aufeinanderfolgende Waschschritte (b)
Unmittelbar nach dem letzten Waschschritt in
200 pL die einzelnen Vertiefungen hinzupipettieren

(b,c). Die Verteilung des Substrats muss
genau und in exakten Zeitabstanden erfolgen.

5 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren (a)

Mit identischer Verteilung und Zeitintervallen
wie vorher fiir das Substrat in die einzelnen
Vertiefungen hinzupipettieren, um die Farbre-
aktion zu stoppen (c)

50 pL

Zur Stabilisierung der Farbe fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur (18-25°C) inkubieren, dann
die Absorption bei 450 nm messen und jeweils den Leerwert subtrahieren (d).

Die Kalibrationslésungen, Kontrollen und Proben miissen so rasch wie moglich und jeden-
falls innerhalb von 10 Minuten in die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen pipettiert werden.
Etwaige Verzogerungen kénnen zu falschen Ergebnissen fiihren (Unterschétzung der Werte
bei den letzten Vertiefungen).

(a) Wahrend der Inkubationen und hierbei besonders wahrend der Farbentwicklung sollten die
Testansétze vor direkter Sonneneinstrahlung geschiitzt werden. Es kann ein Mikrotiterplatten-
schiittler verwendet werden.

(b) Im Zuge des Hinzufiigens der Reagenzien oder der Entfernung der Waschldsung nach jedem
einzelnen Waschschritt diirfen die Vertiefungen der Mikrotiterstreifen niemals austrocknen, da
dies die an der Platte immobilisierten Komponenten beeintréchtigen kdnnte. Deshalb muss das
darauffolgende Reagenz so rasch wie méglich und jedenfalls innerhalb von 3 Minuten nach Ent-
fernung der Waschldsung in die einzelnen Vertiefungen pipettiert werden. Falls nétig, kann die
Platte mit Waschldsung gefiillt bleiben und erst direkt vor Zugabe des néchsten Reagenzes ge-
leert werden. Der Mikrotiterplattenwascher muss so eingestellt sein, dass die Platten schonend
gewaschen werden und ein abruptes Entfernen der Waschlésung vermieden wird.

(c) Die Zugabe des Substrats von Reihe zu Reihe muss in genau definierten Zeitabstanden erfol-
gen.

(d) Bei bichromatischen Messungen kann eine Referenzwellenlange von 620 oder 690 nm verwen-
det werden.

Testdurchfiihrung (Ein-Stufen-Test):

Dieser Test kann auch als Ein-Stufen-Methode durchgefiihrt werden. In diesem Fall wird die Kalibra-
tionskurve von 0 bis C% betrachtet. Bis auf das , welches mit 2 mL | CD ELISA | zu rekonstituie-
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ren ist, werden alle Reagenzien wie bei der Zwei-Stufen-Methode rekonstituiert. Das Testplasma
wird nach 1:50-Verdinnung in analysiert (oder falls nétig stérker verdiinnt). Kontrollen
und Proben werden, wie bei der Zwei-Stufen-Methode, 1:50 verdiinnt.

Je 50 pL in die einzelnen Vertiefungen der Mikrotiterstreifen zugeben und anschlieRend 200 pL
der Kalibrationsldsung des verdinnten Plasmas hinzupipettieren. Nach einer Inkubationszeit von
1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) und einem Waschschritt wird das (200 pL pro
Vertiefung) zugegeben und die Reaktion nach 5 Minuten mit 50 uL gestoppt. Die Absorption
bei 450 nm ist zu messen. Waschschritte, Warnhinweise und Ergebnisinterpretation sind identisch
mit der Zwei-Stufen-Methode.

QUALITATSKONTROLLE:

Die Verwendung von Qualitatskontrollplasmen erméglicht bei Verwendung der gleichen Reagenzchar-
ge die Validierung der Kalibrationskurve und der homogenen Reaktivitét des Tests von Analyse zu
Analyse. GemaR guter Laborpraxis ist bei jeder Testserie eine Qualitatskontrolle zu inkludieren, um die
generierten Ergebnisse zu dberpriifen. Fir jede Testserie ist eine neue Kalibrationskurve zu erstellen.
Jedes Labor kann unter den eigenen Testbedingungen seine Akzeptanzbereiche festlegen und die
erwartete Testleistung verifizieren.

ERGEBNISSE:

Die bei 450 nm gemessenen Absorptionen kénnen je nach effektiver Temperatur wahrend des
Testlaufs variieren.

Die PC-Konzentration in % wird auf der Abszisse (x-Achse) gegen die jeweilige Absorption A450
auf der Ordinate (y-Achse) aufgetragen, wobei das ,best fit'-Interpolationsverfahren zu wahlen ist
(das der Packung beiligende Datenblatt ist zu beachten).

Die Ergebnisse werden unter Verwendung der Kalibrationskurve mit den fiir die Proben und Kontrol-
len erhaltenen Absorptionen bei 450 nm ausgedriickt.

Die PC-Konzentration (%) der Probe kann, sofern die Standardverdiinnung von 1:50 verwendet
wird, direkt von der erhaltenen Kalibrationskurve abgelesen werden.

Bei Verwendung anderer Verdiinnungen muss der erhaltene Wert noch mit dem zusétzlichen
Verdinnungsfaktor multipliziert werden.

Alternativ kann eine ELISA-Software (z.B. Dynex, Biolise 0.4.) fiir die Berechnung der jeweiligen
PC-Konzentrationen herangezogen werden.

Fir die Kontrollen und werden die Konzentrationen direkt von der Kalibrationskurve
abgeleitet.

Die Ergebnisse sind orientiert am klinischen und biologischen Zustand des Patienten zu interpretie-
ren.

EINSCHRANKUNGEN DES TESTES:

e Um eine optimale Leistung zu gewahrleisten und die Spezifikationen zu erfilllen, sollten die
technischen Anweisungen von HYPHEN BioMed sorgsam beachtet werden.

e Jegliches Reagenz mit untiblicher Erscheinung oder Anzeichen von Kontamination muss verwor-
fen werden. Jegliche verdachtige Proben oder jene mit Anzeichen fiir Aktivierung miissen ver-
worfen werden.

e Wird ein Waschschritt nicht korrekt ausgefihrt, kann die Negativkontrolle einen hohen Extinkti-
onswert hervorrufen. Um nicht-spezifische Farbentwicklung zu vermeiden, ist sicherzustellen,
dass alle Waschschritte korrekt ausgefiihrt werden.

ERWARTETE BEREICHE:

Per Definition entspricht eine PC-Konzentration von 100% der Konzentration eines Normal-
Citratplasma-Pools, der durch Plasmen gesunder weiblicher oder mannlicher Spender ohne Medikati-
on im Alter zwischen 18 und 55 Jahren erhalten wurde. Bei Erwachsenen liegt die PC-Konzentration
gewdhnlich zwischen 70 und 140%. Bei Neugeborenen ist sie verringert, ansonsten aber unabhéngig
von Alter und Geschlecht.

TESTEIGENSCHAFTEN:
o Der Test wird gegen den internationalen NIBSC-Standard fiir PC kalibriert.
o Keine Beeinflussung durch Rheumafaktor
o Fiir PC-Konzentrationen bis zu 100 pg/mL wurde bei Nutzung des empfohlenen Protokolls kein
Prozonen-Effekt beobachtet
Messbereich: Von 0 bis 130%.
Nachweisgrenze: < 5%.
Intra-Assay-VK: 3-8%.
Inter-Assay-VK: 5-10%.
Keine Beeinflussung durch Heparine bis zu 2 [E/mL, Bilirubin bis zu 0,05 mg/mL und Hadmoglobin
bis zu 5 mg/mL.
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SYMBOLE:

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

| [SDELISA] [CD ELISA] [WS ELISA|
H317: Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

| Anderungen im Vergleich zur Vorversion





