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1 Zweckbestimmung 

Der AESKULISA Protein C ELISA ist ein Festphasen-Enzymimmunoassay zur quantitativen 
Bestimmung von Protein C im humanen Citratplasma. Die Bestimmung von Protein C dient 
zur Einschätzung des Thrombose-Risikos. 

 

2 Klinische Anwendung und Testprinzip 

Protein C ist ein Vitamin K-abhängiges inaktives Zymogen einer Serinprotease, das haupt-
sächlich in der Leber von Hepatozyten synthetisiert wird. Es hat ein Molekulargewicht von 62 
kDa und ist im Plasma in einer Konzentration von 4 µg/ml vorhanden. Protein C ist die 
Schlüsselkomponente des Protein C antikoagulatorischen Systems. Thrombin, welches zu-
vor an den endothelialen Transmembranrezeptor Thrombomodulin gebunden hat, spaltet 
Protein C in seine aktive Form. Zusammen mit seinem Kofaktor freies Protein S bewirkt akti-
viertes Protein C an einer Phospholipidoberfläche die Proteolyse der aktivierten Gerinnungs-
faktoren Va und VIIIa. Durch einen funktionellen oder Synthesedefekt von Protein C vermin-
dert sich das antikoagulatorische Potential  und es kommt zur Thrombophilie. Die Prävalenz 
eines Protein C-Mangels wird in der Normalbevölkerung auf etwa 3 % geschätzt. Dieser De-
fekt kann sowohl vererbt als auch erworben sein. Die seltene homozygote Form des vererb-
ten Protein C-Mangels kann bei Neugeborenen zu einer Purpura fulminans mit nekrotischen 
Hautläsionen führen. Die heterozygote Form manifestiert sich meist in rezidivierenden 
Thrombosen wie tiefe Beinvenenthrombose, oberflächliche Thrombophlebitiden und Lun-
genembolie.  Erworbener Protein C-Mangel kann beispielsweise durch Vitamin K-Mangel, 
Lebererkrankungen, entzündliche Erkrankungen, orale antikoagulatorische Therapien, An-
tiphospholipid-Syndrom verursacht werden.  

Der Protein C-Mangel lässt sich in zwei Typen unterteilen: Typ I ist charakterisiert durch eine 
reduzierte Protein C-Konzentration, während beim Typ II die Aktivität von Protein C bei nor-
maler Konzentration vermindert ist. Um den Typ des Protein C-Mangels zuordnen zu kön-
nen, ist eine Bestimmung sowohl der Konzentration als auch der Aktivität notwendig. 

 

 

 

Testprinzip 

Der AESKULISA Protein C ist ein Sandwich-ELISA, bei dem die Mikrotiterplatte mit ei-
nem für Protein C spezifischen Antikörper beschichtet ist. Die 1:51 verdünnten Plasma-
proben werden in den Kavitäten inkubiert. Hierbei bindet Protein C aus dem Patienten-
plasma an den Antikörper auf der Platte; ungebundene Plasmakomponenten werden im 
folgenden Waschschritt weggewaschen. Anschließend werden anti-Human Protein C 
Antikörper, die mit Meerrettich-Peroxidase markiert sind (Konjugat), zugegeben. Wäh-
rend einer Inkubation binden diese an den zuvor gebildeten Antigen-Antikörper-
Komplex, nicht gebundene Immunglobuline werden im folgenden Waschschritt entfernt. 
Der Nachweis erfolgt mit einer enzymatischen Farbreaktion (blau) des Substrates, die 
mit verdünnter Säure abgestoppt wird (Farbumschlag nach gelb). Die Farbentwicklung 
des Chromogens ist abhängig von der an den Antigen-Antikörper-Komplex gebundenen 
Konjugatmenge und somit direkt proportional zur Protein C-Konzentration im Plasma. 
Mittels einer Standardreihe aus seriell verdünntem Referenzplasma kann die relative 
prozentuale Protein C-Konzentration im Plasma bestimmt werden.  
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3 KIT Bestandteile 

Vor Gebrauch verdünnen 

Kitbestandteil Menge 
Farbe des 
Verschluss 

Farbe der 
Lösung 

Beschreibung / Inhalt 

Probenpuffer 5x 1 x 20ml Weiß Gelb 
5 fach konzentriert 
Tris, NaCl, BSA, Natriumazid < 0,1% (Konservie-
rungsstoff) 

Waschpuffer 50x 1 x 20ml Weiß Grün 
50 fach konzentriert 
Tris, NaCl, Tween 20, Natriumazid < 0,1% (Konser-
vierungsstoff) 

Referenzplasma 3 x 0,4ml Weiß - Bestandteile: Humanes Plasma, lyophilisiert 

Kontrolle „N“ 3 x 0,2ml Weiß - Bestandteile: Humanes Plasma, lyophilisiert 

Kontrolle „D“ 3 x 0,2ml Weiß - Bestandteile: Humanes Plasma, lyophilisiert 

Gebrauchsfertig: 

Kitbestandteil Menge 
Farbe des 
Verschluss 

Farbe der 
Lösung 

Beschreibung / Inhalt 

Konjugat, IgG 1 x 15ml Blau Blau 
Anti-human Immunoglobulin markiert mit Meerrettich-
peroxidase, BSA 

TMB Substrat 1 x 15ml Schwarz Farblos Stabilisiertes TMB/H2O2 

Stop Lösung 1 x 15ml Weiß Farblos 1M Salzsäure 

Mikrowell-Streifen 
12 x 8 
well strips 

N/A N/A brechbar. Beschichtung siehe Punkt 1. 

*Farbintensität mit Konzentration steigend 

Erforderliche Materialien, nicht im Kit enthalten: 

Mikrotiterplatten-Photometer mit optischem Filter für 450 nm, optional mit Referenzwellenlänge von 620nm (600-690 nm). Glaswa-
ren (Zylinder 100-1000ml), Röhrchen für Verdünnungen, Vortexer, Mikropipetten (10, 100, 200, 500, 1000 µl) oder einstellbare 
Multipipette. Wascheinheit für Mikrotiterplatten (300µl Multipipette oder Mehrkanalpipette oder automatisches Waschsystem), 
Filterpapier. Unsere Tests wurden für die Verwendung mit gereinigtem Wasser (purified water) nach der Definition der U.S. Phar-
makopöe (USP 26 - NF 21) und der Europäischen Pharmakopöe entwickelt (Eur. Ph. 4te Ed.). 

 

 

4 Lagerung und Haltbarkeit 

Die Lagerung der Kitreagenzien und der Mikrotiterplatte soll bei 2-8°C/35-46°F in den Origi-
nalflaschen erfolgen. Verdünnte Lösungen sind - mit Ausnahme des Referenzplasmas und 
der Kontrollen - bei 2-8°C/35-46°F einen Monat haltbar. Die auf der Verpackung und den 
Etiketten der einzelnen Komponenten angegebenen Verfallsdaten sind zu beachten. Verfal-
lene Kitbestandteile nicht benutzen! Eine starke Lichteinwirkung auf die Substratlösung TMB 
ist zu vermeiden. Mikrotiterplatten stets in der Verpackungsfolie mit Trockenbeutel ver-
schlossen aufbewahren. 
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5 Hinweise und Vorsichtsmaßnahmen 

5.1 Gesundheitsrisiko 

Dieses Produkt darf ausschließlich zur IN VITRO DIAGNOSTIK verwendet werden.  

Die Anwendung muss durch Personal erfolgen, das speziell in der Verwendung von in vitro-
Diagnostika unterrichtet und ausgebildet wurde. Die in diesem Produkt enthaltenen Reagen-
zien sind bei vorschriftmäßigem Gebrauch weder als toxisch noch als gesundheitsgefährlich 
einzustufen, dennoch sollte zur Gewährleistung der maximalen Sicherheit des  Anwenders 
folgendes eingehalten werden: 

Empfehlungen und Vorsichtsmaßnahmen  

Da einzelne Komponenten des Kits potentiell gefährdende Reagenzien enthalten, können 
diese eine Reizung der Augen und der Haut hervorrufen. 

ACHTUNG: Kalibratoren, Kontrollen und Puffer enthalten Natriumazid (NaN3) als Konservie-
rungsstoff. NaN3 kann toxisch wirken, sofern es eingenommen oder über die Haut oder Au-
gen adsorbiert wird. NaN3 kann mit Blei oder Kupferrohren hochexplosive Metallazide bilden. 
Zur Vermeidung von Azid-Anreicherungen sollte bei der Entsorgung dieser Lösungen bitte 
mit einer großen Menge Wasser nachgespült werden. Bitte die Vorgaben örtlicher/ nationaler 
Vorschriften zur Dekontamination beachten.  

Während des Arbeitens mit dem Kit nicht essen, trinken oder rauchen. Nicht mit dem 
Mund pipettieren, Einmal-Handschuhe tragen. 

Die in diesem Produkt enthaltenen Reagenzien humanen Ursprungs (Referenzplasma und 
Kontrollen) erwiesen sich bei der Prüfung auf Hepatitis B Oberflächen-Antigen (HbsAg), He-
patitis C und HIV 1 und 2 als negativ. Dennoch ist bei Produkten menschlichen Ursprungs 
nie mit letzter Sicherheit auszuschließen, dass die genannten, andere oder ggf. noch nicht 
bekannte oder diagnostizierte Krankheitserreger enthalten sind. Daher sind das Referenz-
plasma, die Kontrollen sowie Patientenplasmen als potentiell infektiös einzustufen und ent-
sprechend der nationalen Rechtslage zu handhaben. 

5.2 Allgemeine Hinweise 

Sollten Produktinformationen, einschließlich Labeling falsch oder inkorrekt sein, kontaktieren 
sie bitte den Hersteller oder den Lieferanten des Kits. 

Einzelne Kontrollen, Kalibratoren und Konjugate oder Mikrotiterplatten verschiedener Char-
gen sollten nicht ausgetauscht werden, da dies zu Verfälschungen der Messergebnisse füh-
ren kann. 

Alle Kit-Komponenten vor Testbeginn auf Raumtemperatur (20-26°C/68-78.8°F) bringen und 
gut durchmischen. Das vorgeschriebene Protokoll zur Durchführung des Tests ist unbedingt 
einzuhalten. 

Inkubation: Für eine Testabarbeitung mit Automaten empfehlen wir eine Temperatur 
von 23°C/73.4°F.  

Setzen Sie die einzelnen Kit-Komponenten niemals höheren Temperaturen als 37 °C/ 98,6°F 
aus. 

Die Substrat-Lösung immer mit verkaufsneuen Pipettenspitzen pipettieren, um Kontaminati-
onen zu vermeiden. Intensiven Lichtkontakt der Substratlösung vermeiden. Konjugat-Lösung 
niemals mit Pipettenspitzen pipettieren, welche mit anderen Reagenzien kontaminiert sind.  

Eine endgültige klinische Diagnose sollte nicht alleine auf den Ergebnissen des 
durchgeführten Tests erfolgen, sondern vom Arzt unter Berücksichtigung aller klini-
schen Befunde und Laborbefunde erstellt werden. Die Diagnose sollte unbedingt mit 
verschiedenen diagnostischen Methoden bestätigt werden. 
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6 Probenentnahme, Vorbereitung und Lagerung 

Es sollten frische Plasmaproben verwendet werden, denen Natriumcitrat (3,2% oder 3,8 %)  
als Antikoagulanz zugesetzt wurde. Die Blutentnahme hat nach der nationalen Rechtslage 
zu erfolgen. Ikterische, lipämische, hämolytische oder bakteriell kontaminierte Plasmaproben 
nicht verwenden. Blutproben in saubere, trockene und leere Röhrchen aufnehmen. Nach der 
Zentrifugation sollte das Plasma direkt verwendet werden. Plasmaproben können bei 2-
8°C/35-46°F 8 Stunden aufbewahrt werden, ist eine längere Lagerung beabsichtigt, sollten 
die Proben bei -20°C/-4°F tiefgefroren werden. 

 

7 Testdurchführung 

7.1 Vorbereitung 

Verdünnung konzentrierter Reagenzien: 
Konzentrierten Probenpuffer 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnen (z.B. 20ml plus 80ml). 
Konzentrierten Waschpuffer 1:50 mit destilliertem Wasser verdünnen (z.B. 20ml plus 980ml). 
Um Fehler zu vermeiden empfehlen wir die Deckel der Kalibratoren und Kontrollen zu kenn-
zeichnen. 

Referenzplasma: 

Referenzplasma durch Zugabe von 0,4 ml destilliertem Wasser rekonstituieren und vorsichtig 
mischen. Vor Gebrauch 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen. Das Referenzplasma ist 
für 8 Stunden stabil, wenn es bei 2-8°C/35-46°F gelagert wird. 

Kontrollen: 

Kontrolle N und Kontrolle D durch Zugabe von 0,2 ml destilliertem Wasser rekonstituieren 
und vorsichtig mischen. Vor Gebrauch 10 min bei Raumtemperatur stehen lassen. Die Kon-
trollen sind für 8 Stunden stabil, wenn sie bei 2-8°C/35-46°F gelagert werden. 

Vorverdünnung des Referenzplasmas zur Bestimmung von Protein C:  

Rekonstituiertes Referenzplasma mit verdünntem Probenpuffer (1x) 1:2 verdünnen und mi-

schen, z.B. 100 µl Probenpuffer + 100 µl Plasma 

Herstellung der Arbeitsverdünnungen für die Referenzkurve:  

Die Referenzverdünnungen werden aus dem vorverdünnten Referenzplasma hergestellt. 
 

Volumen Referenz Plasma Volumen Proben Puffer Referenz Level 

60 µl 1000 µl 150 % 

40 µl 1000 µl 100 % 

30 µl 1000 µl 75 % 

20 µl 1000 µl 50 % 

10 µl 1000 µl 25 % 

10 µl 2000 µl 12.5 % 
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Verdünnung der Patientenproben und der Kontrollen: 

20 µl des Patientenplasmas bzw. der Kontrollen mit 1000 µl des verdünnten Probenpuffers 
(1x) verdünnen und mischen. 
 

Waschen: 

Es werden 20 ml verdünnten Waschpuffers (1x) pro 8 Kavitäten oder 200 ml pro 96 Kavitä-
ten benötigt z.B. 4 ml Konzentrat plus 196 ml destilliertes Wasser. 
 

Automatisiertes Waschen: 

Für die Inbetriebnahme des Instrumentes und das Totvolumen sind zusätzliche Waschpuf-
fermengen zu berücksichtigen. 
 

Manuelles Waschen: 

Flüssigkeit sorgfältig durch Ausklopfen der Platte auf Filterpapier entfernen. 300 µl verdünn-
ten Waschpuffer in jede Kavität pipettieren, 20 Sekunden warten. Den Vorgang noch zwei-
mal wiederholen. 
 

Mikrotiterplatte: 

Unbenutzte Kavitäten entfernen und fest verschlossen in der Verpackungsfolie mit Trocken-
beutel kühl lagern (2-8°C/35-46°F). 
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7.2 Pipettierschema 

Wir empfehlen, die Kalibratoren, Kontrollen und Proben wie folgt zu pipettieren: 

 

Zur quantitativen Auswertung verwenden Sie die Arbeitsver-

dünnungen des Referenzplasmas zur Erstellung einer Standard-

kurve. 

  

 1 2 3 4...  

A 150   25 P1   

B 150   25 P1   

C 100 12.5 P2   

D 100 12.5 P2   

E   75 CD P3   

F   75 CD P3   

G   50 CN ...   

H   50 CN ...   
 

 

150: Reference Level 150 % 50: Reference Level 50 % CD: control ‚deficient plasma P1: patient 1 

100: Reference Level 100 % 25: Reference Level 25 % CN: control ‚normal plasma‘ P2: patient 2 

75: Reference Level 75 % 12.5: Reference Level 12.5 %  P3: patient 3 

7.3 Arbeitsschritte 

Schritt Beschreibung 

1. Stellen sie sicher das die Vorbereitungen aus Kapitel 7.1 vor Beginn durchgeführt 
worden sind 

2. Verwenden sie die folgenden Schritte entsprechend der beabsichtigten quantitativen 
Interpretation der Ergebnisse  

Kalibratoren, Kontrollen & Proben 

3. 

 

Je 100 µl der verdünnten Plasmen in die vorgesehenen Kavi-
täten pipettieren.  

Je 100 µl der Arbeitsverdünnungen des Referenzplasmas 
und der verdünnten Kontrollplasmen in die Kavitäten pipettie-
ren. 

4. 

 

30 Minuten bei 20-26°C/68-78,8°F inkubieren. 

5. 

 

3 mal mit jeweils 300 µl 1:50 verdünntem Waschpuffer wa-
schen. 
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CONJUGATE 

6. 

 

100 µl Enzymkonjugatlösung in jede Kavität geben. 

7. 

 

30 Minuten bei 20-26°C/68-78,8°F inkubieren. 

8. 

 

3 mal mit jeweils 300 µl 1:50 verdünntem Waschpuffer wa-
schen. 

SUBSTRATE 

9. 

 

100 µl TMB-Substratlösung in jede Kavität pipettieren. 

10. 

 

30 Minuten bei 20-26°C/68-78,8°F inkubieren, vor intensiver 
Lichteinstrahlung schützen. 

STOP 

11. 

 

100 µl Stopplösung pro Kavität in der Reihenfolge der Sub-
stratzugabe pipettieren. 

12. 

 

Mindestens 5 Minuten inkubieren. 

13.  Platte vorsichtig 5 Sekunden schütteln. 

14. 

 

Optische Dichte bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten mes-
sen (empfehlenswert bei 450/620 nm). 
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8 Quantitative Auswertung 

Die quantitative Auswertung erfolgt anhand der Referenzkurve, bei der die optische Dichte 
der einzelnen Arbeitsverdünnungen des Referenzplasmas (y-Achse) gegen die entspre-
chende Konzentration des Referenzplasmas in % (x-Achse) aufgetragen wird. Eine log/lin 
Auftragung und ein 4-Parameter-Fit wird zur Auswertung empfohlen. Anhand der Kurve wird 
aus der optischen Dichte der Probe der relative Patientenwert in % abgelesen. Der relative 
Patientenwert muss mit dem im beiliegenden Kontrollzertifikat aufgeführten Faktor multipli-
ziert werden, um die Protein C-Konzentration der Patientenprobe (in %) relativ zum Normal-
wert zu ermitteln. 

Auswertungsbeispiel 

Dieses Beispiel darf nicht zur Interpretation der Patientenresultate benutzt werden ! 

Referenz 
Level 

OD 450/620 
nm 

Ergebnisse (%) CV % (Varia-
tion) 

12.5 % 0,569 11,95 1,05 

25 % 0,874 26,68 0,94 

50 % 1,163 48,06 1,04 

75 % 1,434 77,70 0,97 

100 % 1,583 99,61 1,01 

150 % 1,826 147,73 1,02 

Berechnungsbeispiel 

Patient Replikat (OD) Mittelwert 

(OD) 

relativer Patien-

tenwert (%) 

Factor Patient Pro-

tein C (%) 

P 01 0,933/0,927 0,930 31,8 0,96 30,5 

P 02 1,860/1,866 1,863 112,3 0,96 107,8 

 

Proben die über dem höchsten Kalibratorwert liegen sollten als >Max berichtet werden. Pro-
ben niedriger als der Messbereich sollten als <Min berichtet werden.  

Chargen spezifische Daten entnehmen Sie bitte dem beiliegenden Kontrollzertifikat. Medizi-
nische Laboratorien sollten In-house Qualitätskontrollen mit eigenen Kontrollen und/oder 
Poolseren nach nationalem Reglement durchführen. 

Es wird empfohlen, daß sich jedes Labor seine eigenen Normalwerte, basierend auf eigener 
Technik, Kontrollen, Ausrüstung und Patientenpopulation erarbeitet.  

Sollten die Werte der Kontrollen nicht die Validierungskriterien erfüllen, ist der Test ungültig 
und muss wiederholt werden. 

Die folgenden Technischen Fakten sollten überprüft werden: Haltbarkeitsdaten der Reagen-
zien, Lagerbedingungen, Pipetten, verwendete Geräte, Photometer, Inkubationsbedingungen 
und Waschmethode. 

Sollten die getesteten Proben ungewöhnliche Werte oder Abweichungen zeigen, oder wer-
den die Validierungskriterien aus unerfindlichen Gründen nicht erfüllt kontaktieren sie bitte 
den Hersteller oder den Lieferanten des Kits.  

 

Referenzbereich 

Die Konzentration von Protein C wird in Prozent (%) relativ zu einem Pool von Normalplasma 
angegeben. Die Normalwerte von Protein C liegen zwischen 70 % und 140 %. Proben mit 
Werten oberhalb des Referenzbereiches sollten in einer höheren Verdünnung erneut getes-
tet werden. Es wird empfohlen, dass sich jedes Labor seinen eigenen Referenzbereich, ba-
sierend auf eigener Technik, Kontrollen, Ausrüstung und Patientenpopulation, erarbeitet. 
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9 Technische Daten 

Probenmaterial: Plasma 

Probenvolumen: 20 µl plasma diluted 1:51 with 1x sample buffer 

Gesamt-Inkubationszeit: 90 Minuten bei 20-26°C/68-78,8°F 

Messbereich: 12.5-150 % 

Analytische Sensitivität: 6,0% 

Lagerung: bei 2-8°C/35-46°F in Originalflaschen. 

Zahl der Bestimmungen: 96 Tests 

 

10 Testdaten/Testcharakteristik 

10.1 Analytische Sensitivität 

Die analytische Sensitivität des AESKULISA Protein C von 6,0 % wurde durch 30 maliges 
Testen von Probenpuffer ermittelt. 

 

10.2 Klinische Auswertung 

Die Mikrotiterplatten sind mit einem Capture Antikörper beschichtet, der spezifisch gegen 
humanes Protein C gerichtet ist. In Übereinstimmung mit den labordiagnostischen Empfeh-
lungen wird eine Patientenprobe als dezifient erachtet, wenn weniger als 70% des Normal-
wertes gemessen wird (Labor und Diagnose; editor L. Thomas; 8th edition 2012; Frank-
furt/Main; Germany). 

 

79 Plasmaproben wurden auf dem AESKULISA Protein C und einem Vergleichstest gemes-
sen. 

 

 Vergleichsprodukt 

AESKULISA 
Protein C 

 POS NEG Total 

POS 11 0 11 

NEG 3 65 68 

 Total 14 65 79 

 

Gesamtübereinstimmung 96,2% 89,4% bis 98,7% 

Positive Übereinstimmung 78,6% 52,4% bis 92,4% 

Negative Übereinstimmung 100% 94,4% bis 100% 

 

Die Korrelation zwischen dem AESKULISA Protein C und dem Vergleichstest ergab einen 
Korrelationskoeffizient von r = 0,945. 
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10.3 Linearität 

Für ausgewählte Plasmen konnte ein linearer Zusammenhang zwischen Verdünnung und 
Antikörperkonzentration in diesem Test ermittelt werden. 

Proben 
Nr. 

Verdünnung gemessene Konzentra-
tion (%) 

erwartete Konzentra-
tion (%) 

Wiederfindung 
(%) 

1 1 / 50 115,30 120 96,1 

 1 / 100 60,88 60 101,5 

 1 / 200 31,71 30 105,7 

 1 / 400 14,41 15 96,1 

2 1 / 50 41,47 40 103,7 

 1 / 100 19,86 20 99,3 

 1 / 200 9,48 10 94,8 

 1 / 400 4,85 5 97,0 
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10.4 Präzision 

Zur Kontrolle der Assaypräzision wurde mit drei Plasmen in verschiedenen Bereichen der 
Referenzkurve die Intra-Assay-Varianz ermittelt. 

 

Intra-assay  Inter-assay 
Proben Nr. Mittelwert 

(%) 
CV (%)  Proben Nr. Mittelwert 

(%) 
CV (%) 

1 115,0 5,3  1 116,2 2,4 

2 93,0 1,7  2 43,3 7,4 

3 27,0 2,1  3 8,1 3,7 

 

10.5 Kalibration 

Das quantitative Messystem ist gegen den WHO zweiten internationalen Standard für Pro-
tein C kalibriert. Die Ergebnisse werden in Prozent (%) relativ zu einem Pool von Normal-
plasma angegeben. 
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