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Intended Use

The Technochrom Protein C 2G is an in vitro diagnostic
reagent kit for the quantitative, WHO standardized
determination of protein C activity as an aid to
diagnosis and monitoring of congenital or acquired
protein C deficiencies in patients with thrombotic
tendencies by means of automated or manual
chromogenic methods.

Summary and principle

substrate, generating the coloured cleavage product,
p-nitroaniline. The colour intensity is directly
proportional to the PC concentration, which is
measured spectrophotometrically. PC activity assays
are the recommended first-line assay to detect PC
deficiency as they detect both quantitative (Type 1)
and qualitative (Type 2) deficiencies.”

Protein C (PC) is a circulating vitamin K-dependent
glycoprotein and is the zymogen of the serine protease
activated protein C (APC).! APC occupies a critical role
in thrombin regulation by operating as a naturally
occurring anticoagulant through its inactivation of the
cofactors of the crucial tenase and prothrombinase
enzyme assemblies of coagulation, factor (F) VIIIa and
FVa respectively. PC is localised to vessel endothelium
via attachment to endothelial protein C receptor
(EPCR),? and then locates thrombin that is localised to
the endothelium through binding to thrombomodulin
(TM). Binding to TM abolishes procoagulant functions
of thrombin whilst promoting PC activation.® APC then
dissociates from TM, and then from EPCR, and onto the
activated platelet surface. In complex with the non-
enzymatic cofactor protein PS (PS), APC inactivates
FVa and FVIIIa by proteolytic cleavage, the inactivation
of FVIIla requiring PS to operate synergistically with FV
to supply cofactor activity.* Consequently, thrombin
generation is indirectly down-regulated.

Hereditary deficiency of PC is a thrombophilia due to
the impaired FVa and FVIIIa inactivation.
Heterozygosity is considered a mild thrombophilia
since some patients are asymptomatic into adulthood,
although they are at increased risk of venous
thromboembolic disease, which tends to be triggered
by clinical risk factors and may be reccurrent.! Severe
congenital PC deficiency is a rare, life threatening
disorder typically presenting as progressive purpura
fulminans and disseminated intravascular coagulation
(DIC) within 72 h of birth.> Acquired PC deficiency can
occur in liver disease, vitamin K (VK) deficiency, VK
antagonist anticoagulation, during and immediately
after thrombosis, and severe sepsis. PC levels are
lower in neonates and children than in adults, and may
not reach adult levels until above 16 years of age.

Measurement of plasma PC activity is indicated when
investigating for thrombophilia in clinically appropriate
patients.® Technochrom Protein C 2G is a two-stage,
kinetic chromogenic assay of APC activity. The first
stage involves activation of PC in diluted plasma by a
PC-specific activator purified from the venom of the
Southern Copperhead snake (Agkistrodon contortrix
contortrix). After an incubation period, the resultant
APC is reacted with an APC-specific chromogenic

Reagents

REF |

5341014 | 60 T.

SUB  Substrate; 3 x4 mL, Ilyophilized reagent

containing Pyr-Pro-Arg-pNA, caesium chloride

RE Reagent; 3 x1mL, Iyophilized reagent
containing extract from snake venom,
Agkistrodon contortrix contortrix, bovine
serum albumin, glycine and stabilizers

Precautions and warnings

For in vitro diagnostic use by health care professionals
only.

Universal precautions for the use of chemicals and
potentially biohazardous substances must be applied.
Handle waste as potentially biohazardous material and
dispose according to locally accepted and approved
laboratory instructions and procedures.

Discard all material in a safe and acceptable manner in
compliance with relevant local disposal regulations.
Safety data sheet available for professional users on
request.

The rules pertaining to disposal are the same as applied
to disposing hospital waste.

Avoid foam formation in all reagents and sample types
(specimens, calibrators and controls).

Reagent handling

Allow all reagents to reach room temperature
(18-25 °C) before use.

Substrate: each vial of Substrate is reconstituted with
4.0 mL purified water. After a reconstitution time of
15 minutes, Substrate is mixed for 10 seconds.

Reagent: each vial of Reagent is reconstituted with
1.0 mL purified water. After a reconstitution time of
15 minutes, Reagent is mixed for 10 seconds.

For standardization of tests, a reconstitution time of 30
minutes is recommended for all lyophilized reagents.

Do not use the reagent if you observe any change in
appearance of components included in the kit or if you
observe any damage in the packaging materials.
Visible turbidity and flocculation are signs of microbial
contamination.
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Carefully swirl the vial just before use to ensure

homogeneity.
Avoid foam formation.

Reagent storage and stability

Store at 2-8 °C.

Unopened reagents are stable until the stated
expiration date indicated on the label.

Store reagents upright in their packaging.
Stability of all opened reagents in original vials:

at 2-8 °C (Closed cap) 2 days

at 18-25 °C (Open vial) | 8 hours

Do not freeze.

Considering the numerous possible combinations of
storage conditions (partly at 18-25°C, partly at
2-8 °C), each laboratory should establish its own
stability durations according to its practices if the
reagent is stored partly at 2-8 °C. These durations
should not exceed the figures mentioned above, which
have been determined under controlled conditions.

Specimen collection and preparation

For 3.2 % citrated human plasma only.

Nine parts of freshly drawn venous blood are collected
into one part 3.2 % trisodium citrate. Refer to CLSI
Document H21 (current edition)® for further
instructions on specimen collection, handling, and
storage.

Patient plasma should be tested within 4 hours of blood
collection or frozen immediately after centrifugation.
Samples can be stored frozen at -20 °C for up to 1
month. The plasma may be thawed only once (thaw
rapidly at 37 °C) and must be tested within 2 hours.

Sample Dilution:

All plasma samples are diluted 1:2 in Technochrom
Dilution Buffer.

Procedure

Materials provided
See “Reagents” section.

Materials required (but not provided)
REF 5220110, Coagulation Reference 5x 1 mL

REF 5020040, Coagulation CON N 5x1mL
5021055, Coagulation CON A 5x1mL
REF 5340200, Technochrom Dilution 6 x 30 mL

Buffer

General laboratory equipment

Coagulation analyzer such as Ceveron 100
series with the following capabilities:

Wavelength: 405 nm, measuring temperature
37 °C.

Please note that the application on other analyzers can
be validated by the manufacturer under their
responsibility as long as the intended purpose and
performance are not modified.

Test procedure

Sample Dilution

Dilute samples 1:2 in Technochrom Dilution Buffer.
Preparation of Calibration Curve

Coagulation Reference is used as calibrator. The
calibrator is determined undiluted and diluted in
Technochrom Dilution Buffer.

Protein C activity” Calibrator

200% undiluted

100% 1:2

50% 1:4

25% 1:8

0% Dilution Buffer only

*Theoretical value based on a calibrator with exact
100% activity.

Pipetting scheme:

Step Kinetic Assay
Reagent 50 pL
Diluted sample / calibrator / | 30 uL
controls

Mix well and incubate at | 5 minutes
37 °C
Substrate 200 pL

Mix and measure increase in | 30-90 seconds
absorbance (mE/min) 405 nm

With analyzers of the Ceveron 100 series, load the
reconstituted and opened reagents into the instrument
according to the recommendations of the instrument
manual in positions as stated below:

Reagent Position

Substrate R13 - R17

Reagent R13 - R17

Dilution Buffer R1 - R4

Calibrator Cl-C6
Calibration

A new calibration curve must be established when
changing a reagent lot, after major maintenance or
service of the analyzer, if indicated by quality control
results and, when required, by laboratory control
procedures and/or government regulations.

For traceability, see instructions for use of the
Calibrator referenced in section “Materials required
(but not provided)”.
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Quality Control

Two controls should be measured with each calibration,
with freshly reconstituted reagents and within each
run.

Coagulation CON N and Coagulation CON A are
suitable.

The control intervals and limits should be adapted to
each laboratory’s individual requirements. Values
obtained should fall within the defined limits.

If the measured control value lies outside the limits
previously established, the coagulation analyzer, the
reagents, and the calibration should be examined.

Do not release patient results until the cause of
deviation has been identified and corrected, and the
samples have been subsequently re-analyzed.

Results

Correlation coefficient: 0.897
Passing Bablok®: y = 1.00 x - 5.9
Assay Limits:

Linear Range: 3 - 160 % Protein C
Detection Limit: 3 % Protein C

Measurement range
- 3% - 160 % Protein C

Bibliography

Results are reported in % Protein C. 100 % Protein C
is equivalent to 1.0 IU/mL.

Plot the protein C activity in percent against the
increase in absorption (mE/min) at 405 nm for each
calibrator dilution. Read the percent protein C of the
unknown sample from the calibration curve.

Limitations

Results of this assay should always be interpreted in
conjunction with the patient’s medical history, clinical
presentation, and other findings.

Chromogenic PC activity assays are insensitive to the
rare Type 2b sub-types of PC deficiency.

Interference Studies

Results are unaffected by hemoglobin up to
500 mg/dL, bilirubin up to 39 mg/dL, and lipids up to
1000 mg/dL.

Expected values (if applicable)

70 — 140 % protein C

Each laboratory should establish its own reference
range.

Performance characteristics

Precision
Sample | Mean | Repeatability | Within
[%] Laboratory
sD cv sD cv

CON N 107.43 | 4.40 4.1% 7.27 6.8 %
CON A 21.19 0.84 4.0 % 0.98 4.6 %

Method Comparison

Patient samples were assayed using the Technochrom
Protein C 2G and a clotting based reference method:
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Endothelial cell protein C receptor: a multiliganded
and multifunctional receptor. Blood 4, 1553-1562
(2014)
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Atsumi, T. Thrombomodulin as a physiological
modulator of intravascular injury. Front Immunol
16, 575890 (2020)
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Thromb Haemost 18, 2801-2811 (2020)
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Haemost 20, 1735-1743 (2022)
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laboratory testing for protein C deficiency, for the
subcommittee on plasma coagulation inhibitors of
the ISTH. J Thromb Haemost 18, 271-277 (2020)

8 CLSI document H21-A5, Collection, Transport, and
Processing of Blood Specimens for Testing Plasma-
Based Coagulation Assays and Molecular
Hemostasis Assays: Approved Guideline-Fifth
Edition., (2008).

9 Passing, H. & Bablok. A new biometrical procedure
for testing the equality of measurements from two
different analytical methods. Application of linear
regression procedures for method comparison
studies in clinical chemistry, Part I. J Clin Chem Clin
Biochem 21, 709-720, (1983).

Symbols

The following symbols and signs are used in addition to
those listed in the ISO 15223-1 Standard:

GTIN Global Trade Item Number
Content

Information and or pictures contained in this document might be
protected by copyrights and other intellectual property rights.
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Technoclone’s logos and product names are registered
trademarks.

Major additions, deletions or changes are indicated by lines in the
margin.

A point (period/stop) is always used in these instructions for use
as the decimal separator to mark the border between the integral
and the fractional parts of a decimal numeral. Separators for
thousands are not used.

This document is available in several languages. The translations
have been done using the master document in English. In the
event of doubts or discrepancies, the wording in the master
document in English shall take precedence.

© Technoclone Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln
GmbH, 2022. All rights reserved.

Cce

M Technoclone Herstellung von Diagnostika und
Arzneimitteln GmbH

www.technoclone.com
. +431863730
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Italiano

Uso previsto

Technochrom Protein C 2G & un kit di reagenti
diagnostici in vitro per la determinazione quantitativa
standardizzata dall'lOMS dell'attivita della proteina C
come ausilio alla diagnosi e al monitoraggio delle
carenze congenite o acquisite di proteina C in pazienti
con tendenza trombotica mediante metodi cromogenici
automatizzati o manuali.

Sintesi e principio

Protein C (PC) e wuna glicoproteina circolante
dipendente dalla vitamina K ed & lo zimogeno della
proteina C attivata dalla serina proteasi (APC).! L'APC
svolge un ruolo fondamentale nella regolazione della
trombina, agendo come anticoagulante naturale
attraverso l'inattivazione dei cofattori degli enzimi
tenasi e protrombinasi, fondamentali nel processo di
coagulazione, rispettivamente il fattore (F) VIIIa e FVa.
La PC si localizza nell'endotelio vascolare attraverso il
legame con il recettore endoteliale della proteina C
(EPCR),2 quindi individua la trombina localizzata
nell'’endotelio  attraverso il legame con |la
trombomodulina (TM). Il legame con la TM abolisce le
funzioni procoagulanti della trombina, promuovendo al
contempo |'attivazione della PC.3 L'APC si dissocia
quindi dalla TM, poi dall'EPCR, e si lega alla superficie
piastrinica attivata. In complesso con la proteina
cofattore non enzimatica PS (PS), I'APC inattiva FVa e
FVIIIa mediante scissione proteolitica; l'inattivazione di
FVIIIa richiede che la PS agisca sinergicamente con FV
per fornire |'attivita del cofattore.* Di conseguenza, la
generazione di trombina viene indirettamente down-
regolata.

Il deficit ereditario di PC € una trombofilia dovuta alla
ridotta inattivazione di FVa e FVIIIa. L'eterozigosi &
considerata una trombofilia lieve poiché alcuni pazienti
sono asintomatici fino all'eta adulta, sebbene siano a
maggior rischio di malattia tromboembolica venosa,
che tende ad essere scatenata da fattori di rischio
clinici e pud essere ricorrente.! Il deficit congenito
grave di PC & una malattia rara e potenzialmente letale
che si manifesta tipicamente con porpora fulminante
progressiva e coagulazione intravascolare disseminata
(CID) entro 72 ore dalla nascita.> Il deficit acquisito di
PC puo verificarsi in caso di malattia epatica, carenza
di vitamina K (VK), anticoagulazione con antagonisti
della VK, durante e immediatamente dopo la trombosi
e in caso di sepsi grave. I livelli di PC sono pil bassi nei
neonati e nei bambini rispetto agli adulti e possono non
raggiungere i livelli degli adulti fino a oltre i 16 anni di
eta.

La misurazione dell'attivita plasmatica della PC &
indicata quando si indaga la trombofilia in pazienti
clinicamente appropriati.® Technochrom Protein C 2G &
un test cromogenico cinetico in due fasi dell'attivita

dell'APC. La prima fase prevede l'attivazione della PC
nel plasma diluito da parte di un attivatore specifico
della PC purificato dal veleno del serpente Southern
Copperhead (Agkistrodon contortrix contortrix). Dopo
un periodo di incubazione, I'APC risultante viene fatto
reagire con un substrato cromogenico specifico per
I'APC, generando il prodotto di scissione colorato, la p-
nitroanilina. L'intensita del colore €& direttamente
proporzionale alla concentrazione di PC, che viene
misurata spettrofotometricamente. I test di attivita
della PC sono i test di prima linea raccomandati per
rilevare il deficit di PC, poiché rilevano sia i deficit
quantitativi (tipo 1) che qualitativi (tipo 2).7

Reagenti

REF | CoNTERT

5341014 | 60 T.

SuB Substrate; 3 x 4 mL, reagente liofilizzato

contenente Pyr-Pro-Arg-pNA, cloruro di cesio

Reagent; 3 x 1 mL, reagente liofilizzato
contenente estratto di veleno di serpente,
Agkistrodon contortrix contortrix, albumina
sierica bovina, glicina e stabilizzanti

RE

Avvertenze e precauzioni

Solo per uso diagnostico
professionisti sanitari.

E necessario applicare le precauzioni universali per
I'uso di sostanze chimiche e potenzialmente pericolose
per la salute.

Trattare i rifiuti come materiale potenzialmente a
rischio biologico e smaltirli secondo le istruzioni e le
procedure di laboratorio accettate e approvate a livello
locale.

in vitro da parte di

Smaltire tutto il materiale in modo sicuro e accettabile,
in conformita con le normative locali in materia di
smaltimento.

Scheda di sicurezza disponibile su richiesta per gli
utenti professionali.

Le norme relative allo smaltimento sono le stesse
applicate allo smaltimento dei rifiuti ospedalieri.

Evitare la formazione di schiuma in tutti i reagenti e tipi
di campioni (campioni, calibratori e controlli).

Manipolazione dei reagenti

Portare i reagenti a temperature ambiente (18-25 °C)
prima dell’uso.

Substrate: ogni fiala di Substrate viene ricostituito
con 4.0 mL di acqua purificata. Dopo un tempo di
ricostituzione di 15 minuti, il substrato viene miscelato
per 10 secondi.
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Reagent: ogni fiala di Reagent viene ricostituita con
1.0 mL di acqua purificata. Dopo un tempo di
ricostituzione di 15 minuti, il reagente viene miscelato
per 10 secondi.

Per standardizzare i test, si raccomanda un tempo di
ricostituzione di 30 minuti per tutti i reagenti liofilizzati.

Non utilizzare il reagente se si osserva un cambiamento
nell'aspetto dei componenti inclusi nel kit o se si
osservano danni nei materiali di imballaggio. La
torbidita e la flocculazione visibili sono segni di
contaminazione microbica.

Agitare con cura la fiala prima dell'uso per garantire
I'omogeneita.
Evitare la formazione di schiuma.

Conservazione e stabilita del reagente

Conservare a 2-8 °C.

I reagenti non aperti sono stabili fino alla data di
scadenza indicata sull'etichetta.

Conservare i reagenti in posizione verticale nella loro
confezione.

Stabilita di tutti i reagenti aperti nelle fiale originali:

a 2-8 °C (tappo chiuso) 2 giorni

a 18-25 °C (flacone aperto) 8 ore

Non congelare.

Considerando le numerose combinazioni possibili di
condizioni di conservazione (in parte a 18-25 °C, in
parte a 2-8 °C), ogni laboratorio deve stabilire la
stabilita in base alle proprie pratiche se il reagente
viene conservato in parte a 2-8 °C. La durata non
dovrebbe comunque i valori sopra indicati, determinati
in condizioni controllate.

Raccolta e preparazione dei campioni

Solo per plasma umano citrato al 3.2%.

Nove parti di sangue venoso appena prelevato vengono
raccolte in una parte di citrato trisodico al 3.2%. Per
ulteriori istruzioni sulla raccolta, la manipolazione e la
conservazione dei campioni, consultare il documento
CLSI H21 (edizione attuale)?.

Il plasma del paziente deve essere analizzato entro
4 ore dal prelievo di sangue o congelato
immediatamente dopo la centrifugazione. I campioni
possono essere conservati congelati a -20 °C per un
massimo di 1 mese. Il plasma pud essere scongelato
una sola volta (scongelare rapidamente a 37 °C) e deve
essere analizzato entro 2 ore.

Diluizione del campione:

Tutti i campioni di plasma devono essere diluiti 1:2 nel
Technochrom Dilution Buffer.

Procedura

Materiali forniti
Riferirsi alla sezione "Reagenti".

Materiali necessari (ma non forniti)

REF 5220110, Coagulation Reference 5x 1 mL
5020040, Coagulation CON N 5x1mL
5021055, Coagulation CON A 5x1mL
REF 5340200, Technochrom Dilution 6 x 30 mL

Buffer

- Apparecchiature di laboratorio generiche

- Analizzatore di coagulazione come Ceveron serie
100 con le seguenti caratteristiche: lunghezza
d'onda: 405 nm, temperatura di misurazione
37 °C.

Si noti che I'applicazione su altri analizzatori pud essere
convalidata dal produttore sotto la sua responsabilita,
a condizione che lo scopo e le prestazioni previste non
vengano modificat.

Procedura di prova
Diluizione del campione
Diluire i campioni 1:2 nel Technochrom Dilution Buffer.

Preparazione della Curva di Calibrazione

Come calibratore viene utilizzato il riferimento di
coagulazione. Il calibratore viene determinato non
diluito e diluito nel Technochrom Dilution Buffer.

Attivita della proteina C* | Calibratore

200 non diluito

100 1:2

50 1:4

25 1:8

0 Solo tampone di
diluizione

* Valore teorico basato su un calibratore con attivita
esatta del 100%.

Schema di pipettaggio:

Step Test cinetico
Reagent 50 pL
Campione diluito / calibratore / | 30 pL
controlli

Mescolare bene e incubare a 37 °C | 5 minuti
Substrate 200 pL
Mescolare e misurare |'aumento | 30-90 secondi
dell'assorbanza (mE/min) 405 nm

Con gli analizzatori della serie Ceveron 100, caricare i
reagenti ricostituiti e aperti nello strumento secondo le
raccomandazioni del manuale dello strumento nelle
posizioni indicate di seguito:
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Reagent Posizione
Substrate R13 - R17
Reagente R13 - R17
Tampone di diluizione R1 - R4
Calibratore Cl-cCé6

Calibrazione

E necessario stabilire una nuova curva di calibrazione
quando si cambia un lotto di reagenti, dopo una
manutenzione importante o un intervento di assistenza
sull'analizzatore, se indicato dai risultati del controllo
qualita e, se richiesto, dalle procedure di controllo del
laboratorio e/o dalle normative governative.

Per la tracciabilita, consultare le istruzioni per I'uso del
calibratore indicate nella sezione "Materiali necessari
(ma non forniti)".

Controllo qualita

controlli
appena

E necessario misurare due
calibrazione, con reagenti
all'interno di ogni ciclo.

Sono adatti Coagulation CON N e Coagulation CON A.

Gli intervalli e i limiti dei controlli devono essere
adattati alle esigenze individuali di ciascun laboratorio.
I valori ottenuti devono rientrare nei limiti definiti.

Se il valore di controllo misurato non rientra nei limiti
precedentemente stabiliti, € necessario esaminare
I'analizzatore di coagulazione, i reagenti e la
calibrazione.

con ogni
ricostituiti e

Non rilasciare i risultati dei pazienti finché la causa
della deviazione non & stata identificata e corretta.

Risultati

I risultati sono riportati in % di proteina C. Il 100% di
proteina C equivale a 1.0 IU/mL.

Tracciare ['attivita della proteina C in percentuale
rispetto all'aumento dell'assorbimento (mE/min) a
405 nm per ciascuna diluizione del calibratore. Leggere
la percentuale di proteina C del campione sconosciuto
dalla curva di calibrazione.

Limiti

I risultati di questo test devono sempre essere
interpretati insieme all'anamnesi, alla presentazione
clinica e ad altri risultati del paziente.

I test cromogenici dell'attivita della PC sono insensibili
ai rari sottotipi di deficit della PC di tipo 2b.
Studi di interferenza

I risultati non sono influenzati da emoglobina fino a
500 mg/dL, bilirubina fino a 39 mg/dL e lipidi fino a
1000 mg/dL.

Valori attesi (se applicabile)

70-140% di proteina C

Ogni laboratorio dovrebbe stabilire il proprio intervallo
di riferimento.

Caratteristiche prestazionali

Precisione
Campio | Media | Ripetibilita All'interno del
ne [%] laboratorio
SD cv SD cv
CON N 107.43 | 4.40 4.1% 7.27 6.8%
CON A 21.19 0.84 4.0% 0.98 4.6%

Confronto tra metodi

I campioni dei pazienti sono stati analizzati utilizzando
Technochrom Protein C 2G e un metodo di riferimento
basato sulla coagulazione:

Coefficiente di correlazione: 0.897
Passaggio di Bablok®: y = 1.00 x - 5.9
Limiti del test:
Intervallo lineare: 3 - 160 % Proteina C
Limite di rilevabilita: 3 % di proteina C
Intervallo di misurazione

- 3% - 160 % Proteina C
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analitici. Applicazione delle procedure di regressione
lineare per studi di confronto tra metodi in chimica
clinica, Parte I. J Clin Chem Clin Biochem 21, 709-
720, (1983).

Simboli

Oltre a quelli elencati nella norma ISO 15223-1,
vengono utilizzati i seguenti simboli e segni:

GTIN Global Trade Item Number

Contenuto

Le informazioni e/o le immagini contenute nel presente
documento potrebbero essere protette da copyright e altri diritti
di proprieta intellettuale.

I loghi e i nomi dei prodotti Technoclone sono marchi registrati.

Le aggiunte, le cancellazioni o le modifiche significative sono
indicate da linee a margine.

In queste istruzioni per I'uso viene sempre utilizzato un punto
(punto/stop) come separatore decimale per indicare il confine tra
la parte intera e quella frazionaria di un numero decimale. Non
vengono utilizzati separatori per le migliaia.

Il presente documento €& disponibile in diverse lingue. Le
traduzioni sono state effettuate utilizzando il documento originale
in lingua inglese. In caso di dubbi o discrepanze, prevarra il testo
del documento originale in lingua inglese.
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