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POUZIT:

BIOPHEN™ Protein C 5 souprava je chromogenni test pro In Vitro kvantitativni
stanoveni aktivity Proteinu C v lidské citratové plazmé'? za pouziti manualni nebo
automatizované metody.

SHRNUTI:

Technické:

Protein C je na Kvitaminu dependentni lidsky glykoprotein, ktery inhibuje
koagulaci. Jeho normalni hladina v lidské plazmé je kolem 4 pg/ml a aktivuje se
komplexem thrombomodilun-thrombin. Aktivovany Protein C (APC) za
ptitomnosti jaho kofaktoru Protein S, vdpniku a PPL $tépi Faktor Va a Vllla, a tim
je potlagena jejich prokoagulaéni kofaktorova aktivita »2.

Klinické:

Vysetieni proteinu C v lidské plazmé muzZe pomoci pfi diagnostice vrozenych
nebo ziskanych deficitl Proteinu C34>6,

Ziskané deficity jsou pozorovany u nemoci jater, béhem VKA terapie nebo pfi
Diseminované Intravaskularni Koagulopatie (DIC).

Vrozené deficity mohou byt kvantitativni (Typ 1) nebo kvalitativni (Typ II) a jsou
spojené s rekurentni Zilni trombozou.

Vrozené nebo ziskané deficity Proteinu C jsou rizikovym faktorem pro Zilni
trombozu3.

PRINCIP TESTU:

Soupravou BIOPHEN™ Protein C je Protein C stanovovan pomoci specifické
aktivace enzymem Protac®, cozZ je enzym extrahovany z jedu hada (Agkistrodon
Contortrix)*>. Aktivovany Protein C (APC) potom hydrolyticky $tépi substrat
(SaPC-21) za uvolnéni para-nitroanilinu (pNA). Jeho barva je pak mérena pfi 405
nm. Mezi intenzitou zbarveni a aktivitou Proteinu C ve vzorku je pfima zavislost.

Protac®
Protein C —> PCa
PCa
SaPC-21 —> Peptid + pNA

OBSAH SOUPRAVY:

Protac®: Vysoce Cistény enzym, extrahovany z jedu hada Agkistrodon C
Contortrix, lyofilizovany a stabilizovany. Enzym je schopen specificky aktivovat
Protein C.

Kazda lahvicka obsahuje okolo 1.60 U enzymu Protac®. Obsahuje BSA.

SaPC-21: Chromogenni substrat, specificky pro aktivovany Protein C,
lyofilizovany. Kazda lahvi¢ka obsahuje 1,6 mg/ml SaPR-21. Obsahuje Chlorid
cesny a stabilizatory.

H361f: Podezieni na poskozovani plodnosti.

Protac’ koncentrace se mohou li$it mezi $arZzemi, ale jsou vidy stejné pro kazdou
novou $arzi.

UPOZORNENI A VAROVANi:

e Neékteré reagencie vsoupravé obsahuji material zvifeciho pavodu. S
produkty biologického plivodu musi byt zachazeno s opatrnosti, jako s
potencialné infekénimi.

e Podrobnéjsi informace naleznete v Bezpe¢nostnim listé reagencie.

e R2 (SaPC-21) — Reprotoxicky (Kategorie 2, H361f)

o P201: Prostuduje specifické instrukce produktu pfed pouzitim.

o P280: PouZivejte ochranné rukavice, obleceni, ochranu oci a
obliceje.

o P308+313: Pfi expozici nebo obavach: Vyhledejte Iékafskou pomoc.

o P405: Skladujte v zamcenych prostorech.

o P501: Likvidujte obsah/obal dle mistnich platnych regulaci.

e PouZivejte pouze reagencie stejné sarze.

PRIPRAVA REAGENCIE:
Reagencie jsou lyofilizovany ve vakuu v jejich vlastnich lahvickach. Pro zamezeni
ztraty lyofilizatu otevirejte lahvicky opatrné.

Rekonstituujte obsah kazdé lahvicky presné 5 ml destilované vody.

Chromogenni stanoveni aktivity Proteinu C v plazmé.
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Opatrné promichavejte, dokud se obsah zcela nerozpusti, zabrarite tvorbé pény.
Po promichani ihned vlozte do analyzéatoru.

Pro manudini metodu nechte reagencie stabilizovat po dobu 30 minut za
pokojové teploty

(18 — 25°C), homogenizujte pred pouZitim.

SKLADOVANI A STABILITA:
Neoteviené reagencie musi byt skladovany v teploté 2-8°C, v jejich origindlnich
obalech v krabickach. Pak jsou stabilni az do data expirace vytisténého na obalu.
Stabilita rozpusténych reagencii, skladovanych uzaviené, pokud je
predejito kontaminaci a odpafovani, je:

- 3 mésice pti 2-8°C

L] 3 dni za pokojové teploty (18-25°C)

. Nemrazte.

] Stabilita v analyzatoru: Viz specificky aplikacni protokol.
Pokud substrat zeZloutne, je kontaminovany. Materidl znehodnotte a nacnéte
novou lahvi¢ku.

REAGENCIE POTREBNE, V SOUPRAVE NEPRITOMNE:

Reagencie:

Destilovana voda

Kyselina octova (20%) nebo 2% kyselina citrénova (pro end point metody)
Fyziologicky roztok (0,9% NaCl)

Plazmatické kalibratory se zndmou koncentraci jako jsou:

Produkt Katalogové cislo
BIOPHEN™ Plasma Calibrator 222101
BIOPHEN™ Abnormal Control Plasma 223301
BIOPHEN™ Normal Control Plasma 223201

Odkazte se na specificky aplikacni protokol pro dany analyzator.

Materidl:
Spektrofotometr nebo automaticky pfistroj pro chromogenni testy
Stopky, kalibrované pipety, plastové zkumavky nebo mikrotitracni desticka

ODBER VZORKU A PRIPRAVA PLAZMY:

Krev (9 dilt) musi byt odebrana do 0,109 M citratového antikoagulancia (1 dil),
pfimou venepunkci. Prvni odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena.
Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadd.

Pro skladovani plazmy se odkazte na reference®%%,

PROVEDENI TESTU:
Souprava je pro kinetickou metodu, automatizovanou nebo manudlini (end point).
Méfeno pfi 37°C a zména zbarveni se odecte pfi 405 nm.

Adaptace pro koagulometry je pfistupna na vyzadani. Odkazujeme na aplikace
pro jednotlivé analyzatory a specifické podminky stanoveni.

Metoda testu:

1. Rekonstituujte kalibratory a kontroly dle jejich pfibalovych instrukci. Pro
zhotoveni kalibrace nafedte kalibrator 1 : 2 fyziologickym roztokem, ¢imz ziskate
koncentraci C% (dle definice 100% pro poolovanou normalni plazmu nebo C% pro
komeréni kalibrator). Poté pripravte kalibra¢ni fadu dle nize uvedeného navodu
(,,C” definuje koncentraci Proteinu C):

Kalibrator (222101) %Proteinu C C C:2 C:4 0
Objem kalibratoru (fedéného 1:2) 500ul 250 pl 125 pl Ol
Objem fyziologického roztoku Ol 250 pl 375 ul 500 pl

2. Naredte vzorky fyziologickym roztokem, jak je popsano nize:

Vzorek Katalogové cislo Redéni
Kontrola 223201 /223301 1:2
Vzorek n.a. 1:2

Vytvorte kalibracni kfivku a testuje kontroly kvality. Pfesné hodnoty kalibratord a
kontrol jsou pro kazdou SarZi uvedeny v letdku ptilozeném k soupravé. Pokud
jsou fedéné vzorky skladovany za pokojové teploty (18-25°C), provedte méreni
nejdrive.
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3. Pipetujte do jamky mikrotitracni desticky nebo do plastové zkumavky
predehratych na 37°C.

Mikrotitracni desticka Zkumavka
Vzorky, kontroly, kalibratory, redéné 1:2 25 pl 50 pl
R1: Protac® 100 200
Predehraty na 37°C
Promichat a inkubovat v 37°C 5 minut, potom pfidat
R2: SaPC-21, pfedehiaty na 37°C | 100 ! | 200 Wl
Promichat a inkubovat v 37°C pfesné 5 minut
Zastavit reakci nasledujicim zpUsobem
Kyselina citronova 2% I 100 pl | 200 pl
Promichat a méfit absorbanci p¥i 405 nm proti odpovidajicimu blank

o Pfitomnost protilatek proti lidskému Proteinu C mdze inhibovat amidolytickou
aktivitu Proteinu C v pribéhu testu.

OCEKAVANE HODNOTY:

Normalni hladina Proteinu C v plazmé dospélého clovéka je vétSinou od 70 do
140%. Presto si musi kazdd laboratof stanovit vlastni normalové rozmezi.
Koncentrace Proteinu C u novorozencu je snizenda kvlli nezralosti jater. Poté je
koncentrace nezdvisla na véku a pohlavi.

Koncentrace Proteinu C < 60% indikuje pfitomnost deficitu, ktery musi byt
potvrzen dalsim méfenim a/nebo na dalsim vzorku®.

Koncentrace Proteinu C jsou snizené pfi VKA terapii, pfi nemocech jater, DIC a
vrozenych deficitl.

CHARAKTERISTIKA:

*nebo 20% octovd kyselina. Zluté zbarveni je stabilni 2 hodiny.

Blank se ziska smichdnim v opacném poradi neZ v testu: Kyselina citrénovd (2%),
substrdt R2, R1, fedény vzorek.

Méfi se absorbance pfi 405 nm. Vzorek blank musi byt odecten od absorbance
namérené u korespondujiciho testu.

Pokud je vzorek iktericky, lipemicky, hemolyzovany nebo pokud ma jinou barvu
nez obvykle, vytvorte pro néj plazma blank.

Pokud jsou potfeba jiné reakéni objemy, neZ vySe uvedené, je naprosto nutné
zachovat pomér objem0. UZivatel je zodpovédny za to, Ze provedené zmény
validuje a za pfipadny vliv zmén na vysledek.

KALIBRACE:

Souprava BIOPHEN Protein C 5 je nutné kalibrovat pro testovéani Proteinu C.
Kalibrator pokryvajici dynamické rozmezi testu je dostupny od Hyphen-BioMed
(viz Cast Reagencie a materidl potfebny, v soupravé nepfitomny).

NiZe zobrazena kalibraéni kfivka byla ziskdna pouZitim manualni metody a je
pouze prikladem. Kalibrace by méla byt provedena pro kazdou sérii testd.

BIOPHEN Protein C
Manual method
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KONTROLA KVALITY:

UZiti kontrolnich plazem umozZniuje ovéreni kalibracni krivky stejné tak jako
homogenity reaktivity mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencii.

Zaclenite kontrolu kvality do kazdé série testd. Nova kalibrace musi byt provedena
nejméné pro kazdou novou Sarzi reagencie, po kazdé vyznamné opravé ¢i udrzbé
pfistroje, nebo kdyz vysledek kontrol je mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof musi definovat vlastni pfijatelné rozmezi kontrol pro konkrétni
analyticky systém.

VYSLEDKY:

e Pro manualni endpoint metodu vyneste kalibra¢ni kfivku s OD 405 nm na osu Y
a koncentrace Proteinu C vyjadifené v % na osu X. Pro kinetickou metodu
pouZijte AOD 405 misto OD 405.

e Koncentrace Proteinu C v testovaném vzorku je pfimo odvozena z kalibracni
krivky, pokud je pouzito standardni fedéni.

o Vysledky musi byt interpretovany s pfihlédnutim k biologickému a klinickému
stavu pacienta.

LIMITY METODY:

e Pro optimdlni pribéh testu a dosaZeni specifikaci by mély byt dodrzovany
technické instrukce validované spole¢nosti HYPHEN BioMed.

Reagencie neobvyklého vzhledu nebo jevici znamky kontaminace musi byt
znehodnoceny.

Vzorky, které jsou podezielé nebo jevi znamky aktivace, nesmi byt testovany.
Aprotinin inhibuje Aktivovany Protein C — vzorky s Aprotininem tak maji faleSné
nizsi aktivitu Proteinu C’.

e Limit detekce je vypocCitdn mérenim A405 ziskané pro Protein C plus 3
smérodatné odchylky (SD). Limit detekce je < 5%.

e Rozmezi testu je od 5 do 140%.

e Priklad Inra-assay a Inter-assay reprodukovatelnosti ziskané pro vzorky
s riznou koncentraci Proteinu C:

Vzorek | Koncentrace PC% | Intra-Assay CV% N Inter-Assay CV% N
1 98 0,37 9 1,26 12
2 59 1,17 10 1,97 12
3 39 0,84 10 1,51 12

e Korelace s referenénim materidlem (COAMATIC® Protein C vs BIOPHEN™
Protein C 5 na BCS):
n=21 y=1x+0,8463 r=0,998

e Interference: OdkaZte se na specificky aplikacni protokol pro dany analyzator.
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SYMBOLY:
PouZité symboly jsou v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument definice
symbol(.
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