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ANGIOTENSIN | RADIOIMMUNOASSAY KIT

Procedure for measurement of plasma renin activity (PRA)
by quantitative determination of angiotensin |
in human plasma samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION

Renin, a proteolytic enzyme with a molecular weight of approx. 40,000 daltons, is released from the juxtaglomerular cells of the kidney. This
enzyme cleaves to its substrate, angiotensinogen, forming a decapeptide, angiotensin |, of molecular weight approx. 1,300 daltons. This
polypeptide is further hydrolyzed by the converting enzyme (ACE) into the biologically active octapeptide angiotensin 1.

The hormonal product of the renin-angiotensin system, angiotensin I, has an extremely short in vivo half-life, but it is the most potent
vasopressor known; its main effects are vasoconstriction, stimulation of the sympathetic nervous system and stimulation of aldosterone
secretion by the adrenal glands.

Since angiotensin | levels are a direct representation of plasma renin activity, the determination of plasma renin activity has been widely
adopted to evaluate the renin-angiotensin system in disease states. Measurement of plasma renin activity (PRA) in hypertensives is an
important aid in the differential diagnosis of primary and secondary aldosteronism.

Different factors influence renin secretion, which is inhibited by plasma levels of angiotensin Il and ADH, by increased sodium and potassium
retention and by increased renal perfusion pressure. On the contrary, sodium and potassium depletion, a reduced renal perfusion pressure and
the activity of sympathetic nervous system, all result in an increased renin secretion.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The measurement of renin activity consists of radioimmunoassay of angiotensin I. The main steps of the assay procedure are:

- generation of angiotensin | in plasma samples during an incubation at 37°C under conditions which prevent the degradation of angiotensin |
(presence of enzymatic inhibitor PMSF) and are considered most suitable for renin activity

- angiotensin | coated-tube radioimmunoassay in two aliquots of the same sample, one incubated at 37°C for generation and one non-
incubated (sample blank).

The principle of the radioimmunoassay is based on the competition between labelled angiotensin | and angiotensin | contained in calibrators or
samples to be assayed for a fixed and limited number of antibody binding sites. After the RIA incubation, the amount of labelled angiotensin |
bound to the antibody coated on the tube walls is inversely related to the concentration of unlabelled angiotensin | present in calibrators or
samples. The method adopted for B/F separation is based on the use of antibody-coated tubes, where the antibody is coated on the tube walls.

3. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Coated tubes 100
'%|-labelled angiotensin | 2 vials
Angiotensin | calibrators 6 vials
Control plasma 1 vial
Generation buffer 1 vial
Enzymatic inhibitor (PMSF) 1 vial
Number of tubes 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. Do not freeze. Once opened, the reagents of this kit are stable until the kit expiry
date when properly stored. The kit has been designed to perform 3 assay runs when reagents are stored as the manufacturer recommends.

Reagents should not be used past the expiry date. The expiry date of the kit is reported on the external label and corresponds to the expiry date
of the tracer. The expiry date of each component is reported on the respective vial label.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming.
Reagents from different batches must not be mixed.

3.1. Coated tubes
The inner surface of each tube is coated with biotinylated angiotensin | IgG raised in rabbits.

Before use, bring the coated tubes to room temperature prior to opening the box, to avoid condensation of humidity. Securely reseal the box
containing unused tubes. Do not mix different batches of coated tubes.

3.2. "®l-labelled ileu-5-angiotensin I (red): lyophilized reagent
Each vial contains the hormone labelled with "2, BSA, phosphate buffer, stabilizers, preservatives and an inert red dye. Radioactivity is 81 kBqg

(2.2 uCi) or less per vial on the calibration date.
Reconstitute the contents of each vial with 26 mL distilled water. Store the resulting solution in deep-frozen aliquots
(=20°C or below).



3.3. lleu-5-angiotensin | calibrators: lyophilized reagent

The vials contain increasing amounts of angiotensin |, BSA, phosphate buffer and preservatives.

Reconstitute the contents of each vial with 1 mL distilled water. The resulting solutions contain 0 - 0.3 - 1 - 3 - 10 - 50 ng/mL respectively and
should be stored in deep-frozen aliquots (—20°C or below). The kit calibrators demonstrate commutability with patient samples when used with
reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as the manufacturer recommends.

3.4. Control plasma: lyophilized reagent

The vial contains human plasma and preservatives. The range of concentrations of each control is reported on the certificate of analysis and
indicates the limits established by DiaSorin for control values that can be obtained in reliable assay runs.

Reconstitute the vial contents with 2 mL chilled distilled water, taking care that the temperature does not exceed 4°C. Store the resulting
solution in deep-frozen aliquots (—20°C or below).

The control plasma must be treated as a specimen and angiotensin | should be generated for 90 min at 37°C before assaying.

3.5. Generation buffer (blue): ready-to-use reagent
The vial contains 4 mL citrate buffer solution, stabilizers, preservatives and an inert blue dye.

3.6. Enzymatic inhibitor (PMSF): ready-to-use reagent

The vial contains 1.0 mL 5% phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) (R 23/24/25, S 36, S 45) ethanol solution (R 11, S 7, S 16).
If crystallization occurs at 2-8°C, warm the PMSF solution to 37°C.

4. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

- Distilled or deionized water.

- Glassware.

- Disposable polystyrene tubes.

- Test tube rack.

- Micropipettes with disposable tips (10, 50, 200, 500 uL) (10, 50 uL: trueness + 3%, precision 2%; 200, 500 uL: trueness + 2%, precision 1%).

- Vortex mixer.

- Thermostatically-controlled water bath capable of maintaining 37° + 1°C.

- Device for aspiration of incubation mixture.

- Gamma counter suitable for counting ?°I (counter window setting: 15-80 keV - counter efficiency: 70% - counting time: 1 min). If counter
efficiency is below 60%, counting time should be prolonged to 2 min.

5. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Specimen collection

Careful standardization of the patient preparation and sampling conditions is strongly recommended. Blood should be collected in pre-chilled
tubes with sodium EDTA as an anticoagulant.

The blood samples must not be withdrawn using heparin as an anticoagulant, as it interferes with angiotensin | generation. Conversely, EDTA
offers the advantage of being a suitable anticoagulant, whilst simultaneously assisting in the inhibition of the converting enzyme.

The samples must be kept cold and centrifuged in the cold at about 2000 X g* to recover the plasma. Samples having particulate matter,
turbidity, lipaemia, or erythrocyte debris may require clarification by filtration or centrifugation before testing. Grossly haemolyzed or lipaemic
samples as well as samples containing particulate matter or exhibiting obvious microbial contamination should not be tested. If the assay is not
immediately performed, the samples should be aliquoted and stored deep-frozen (—20°C or below) until assayed. If samples are stored frozen,
mix thawed samples well before testing, taking care that the temperature does not exceed 4°C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Angiotensin | generation
Angiotensin | generation at pH 6.0 is performed under optimal conditions with subsequent better sensitivity for low renin activity samples and
possible use of shorter generation times. The chosen generation conditions allow working with the lowest sample dilution possible thus
reducing the effect of dilution on angiotensin | generation kinetics.
- Add the following reagents into non-coated generation tubes kept in an ice bath, strictly respecting this order:
500 pL sample
10 uL PMSF
50 pL generation buffer.
- Mix the contents of tubes with a Vortex and transfer 200 uL of each sample into a second series of non-coated tubes.
- Incubate the second series of tubes for 90 min at 37°C in a thermostatically-controlled water bath, while keeping in an ice bath the first
series of samples (sample blanks).
The suggested generation time is the average time that allows PRA determination in many physiopathological conditions. When either
higher or lower PRA values are expected, this time should be either reduced or prolonged (Fig. 1).

- After the 37°C incubation, the generation tubes must be immediately placed in an ice bath.

6. ASSAY PROCEDURE

Perform the assay at room temperature (20-25°C) at least in duplicate. Calibrators must be tested directly in the RIA procedure with coated
tubes, without previously generating angiotensin | and must be run with each series of patient specimens. Calibrators and samples should be
subjected to the same process and incubation time.



Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispensing each calibrator and sample.

- Dispense reagents in the bottom of coated tubes. Operate according to the following scheme:

Calibrators Samples
0-5 & blanks
Calibrators 50 pL -
Samples - 50 pL
Tracer 500 pL 500 pL

- Mix the contents of tubes with a Vortex and incubate for a time ranging from 3 to 24 hours at room temperature.

- Carefully aspirate the incubation mixture. Be sure that the aspirator tip touches the bottom of the coated tube so that all the liquid is

removed. Failure to remove adhering solution adequately may result in poor reproducibility and spurious results. No trace of dye should still
be visible.

- Measure the radioactivity of tubes.

7. CALCULATION OF RESULTS

Compute the mean net counts for each group of tubes. Compute the B/Bo ratio for each calibrator and unknown sample as follows:

calibrator or sample mean counts

B/Bo% = x 100

zero calibrator mean counts
Plot in semilog coordinates the mean percent value for each calibrator on the ordinate (y axis) as a function of angiotensin | concentration
expressed as ng/mL on the abscissa (x axis). A calibration curve is thus obtained (Fig. 2).
Plasma renin activity (PRA) is calculated as ng angiotensin | generated/mL/hour, following the procedure herebelow:

- directly from the calibration curve, read the angiotensin | concentration generated in each sample incubated at 37°C and in the respective
sample blank (kept in an ice bath)

- subtract the corresponding blank value from each sample value
- multiply the obtained value by 1.12 as samples are initially diluted 1:1.12
- divide the concentration obtained by the generation time (hours):

(ng 37°C-ng 4°C) x 1.12
hours of incubation

PRA =

= ng/mL/hour.

If generation time lasted 1.5 hours, equation (1) may be so simplified:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0.747 = ng/mL/hour.
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Fig. 1 - Check of the linearity of angiotensin | generation
with increasing incubation time at 37°C, pH 6.0.
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Calculation example
The following data must only be considered an example and should not be employed instead of the data obtained by the user.

Description cpm B/Bo x 100
Zero calibrator 19,230 100
0.3 ng/mL 17,692 92.0
1 ng/mL 14,519 75.5
3 ng/mL 9,807 51.0
10 ng/mL 5,000 26.0
50 ng/mL 2,115 11.0
Sample blank 17,499 91.0
Sample 9,038 47.0

By interpolation from the calibration curve and using equation (1), the sample is found to contain a plasma renin activity of 2.39 ng/mL/hour.

(3.5-0.3)x 1.12

PRA = 15 = 2.39 ng/mL/hour.

8. EXPECTED VALUES

The ranges given below are merely indicative for a sodium intake of 100-150 mEQq/24 hours; each laboratory should establish its own reference
ranges.

Generation at pH 6.0 Supine position Upright position
PRA, ng/mL/hour 02-28 15 57

9. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

9.1. Analytical specificity

Analytical specificity may be defined as the ability of the assay to accurately detect specific analyte in the presence of potentially interfering
factors in the sample matrix (e.g., haemolysis, effects of sample treatment), or cross-reactive analytes.

Since in this particular case the amount of substance to be assayed is generated in vitro and the sample blank is subtracted, the actual
specificity of angiotensin | antibody is not critical.

However, rather than cross-reactions with circulating angiotensin-related peptides, the interference of sample proteins (sample blank) can set
some limitations to the assay sensitivity. The overall sample blank includes the contributions of angiotensin-like proteins, circulating angiotensin
I and angiotensin | produced by the renin action at low temperature from the time of blood collection to the assay.

Interference. Controlled studies of potentially interfering substances or conditions showed that the assay performance was not affected by
lipaemia (up to 500 mg/dL triglycerides), bilirubinaemia (up to 20 mg/dL bilirubin). Angiotensin | values determined in samples containing
1000 mg/dL haemoglobin are about 10% lower than those determined in normal samples.

Cross-reactions. The percentage of cross-reactions by some angiotensin-related peptides, calculated according to Abraham, shows the
specificity of the antibody used.

- Angiotensin | 100%
- Angiotensin Il <0.1%
- Heptapeptide, hexapeptide << 0.02%

9.2. Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may also be expressed as the limit of detection, which is the minimal amount of specific analyte detectable by the assay.
The limit of detection is 0.20 ng/mL at 95% confidence limit. This was calculated as the apparent concentration of analyte which was
distinguishable from the zero calibrator, that is, two standard deviations below zero.

9.3. Precision

Different sample pools, at different PRA values, were assayed to determine repeatability and reproducibility of the assay (i.e., within- and
between-assay variability).

Repeatability A B C
Number of determinations 10 10 10
Mean (ng/mL/hour) 2.3 8.8 13.5
Standard deviation 0.17 0.48 1.34
Coefficient of variation (%) 7.5 5.4 9.9




Reproducibility A B C
Number of determinations 10 10 10
Mean (ng/mL/hour) 2.6 8.6 13.0
Standard deviation 0.20 0.70 1.50
Coefficient of variation (%) 7.7 8.1 11.5

9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution and recovery tests.

Dilution test. Two plasma samples with high angiotensin | concentration were tested after serially diluting with the zero calibrator.

10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Dilution Expected concentration, Measured concentration, % Recovery
ng/mL ng/mL
neat - 17.5 -
1:2 8.75 8.6 98.3
1:4 4.38 45 102.9
1:8 2.19 2.3 105.1
1:16 1.09 1.1 100.6
neat - 8.5 -
1:2 4.25 4.4 103.5
1:4 2.13 2.2 103.5
1:8 1.06 1.1 103.5
1:16 0.53 0.5 94.1
Recovery test. Two plasma samples with low angiotensin | concentration were tested as such and after mixing with increasing amounts of
angiotensin |.
Added concentration, Expected concentration, | Measured concentration, % Recovery
ng/mL ng/mL ng/mL
- - 11.2 -
1.5 71 7.0 98.6
5.0 10.6 10.7 100.9
25.0 30.6 30.0 98.0
- - 15.6 -
1.5 9.3 9.1 97.8
5.0 12.8 12.2 95.3
25.0 3238 30.7 93.6

The clinical significance of the PRA assay is unreliable, if performed on patients who are not kept under controlled conditions of sodium and
potassium intake and of posture, or have been administered with drugs such as diuretics, chlonidine, beta-blocking agents, estroprogestogens,
peripheral vasodilators which affect renin secretion.

Diagnosis should not be established on the basis of a single test result, but should be determined in conjunction with clinical findings and other
diagnostic procedures as well as in association with medical judgement.

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimens may affect the assay results.

A skillful technique and strict adherence to the instructions are necessary to obtain reliable results. In particular, precise pipetting and accurate
aspiration are essential.

Non-reproducible results may arise from methodological factors, such as:

- cross-exchange of vial caps

- use of the same tip when withdrawing from different vials or dispensing different samples

- leaving the vials open for long

- exposure of reagents or samples to intense heat or heavy sources of bacterial contamination

- inadequate aspiration of incubation mixture

- contamination of tube rims by tracer or samples

- casual oscillations or inadequate handling of the gamma counter

- use of reagents from different master batches.



11. WARNINGS AND PRECAUTIONS

Test components contain sodium azide as a preservative. Because sodium azide may form explosive lead or copper azide in plumbing, it is
recommended that drains be thoroughly flushed with water after disposal of solutions containing sodium azide (Council Directive 99/45/EC).
R22 -  Harmful if swallowed.

R31 - Contact with acids liberates toxic gas.

S28 -  After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

S45 - Incase of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).
PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 — Harmful if swallowed.

R 36/38 — lrritating to eyes and skin.

S 45 — In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).
Ethanol (Council Directive 99/45/EC):

R 11 —  Highly flammable.

S7 — Keep container tightly closed.

S16 — Keep away from sources of ignition. No smoking.

All serum and plasma units used to produce the components provided in this kit have been tested for the presence of HBsAg, anti-HCV, and
anti-HIV-1/2 and found to be non-reactive. As, however, no test method can offer absolute assurance that pathogens are absent, all specimens
of human origin should be considered potentially infectious and handled with care.

12. SAFETY PRECAUTIONS

- Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics in the assay laboratory.

- Do not pipette solutions by mouth.

- Avoid direct contact with all potentially infectious materials by using protective clothing such as lab coats, protective glasses and disposable
gloves. Wash hands thoroughly at the end of each assay.

- Avoid splashing or forming an aerosol. Any reagent spills should be washed with a 5% sodium hypochlorite solution and disposed of as
though potentially infectious.

- All samples, biological reagents and materials used in the assay must be considered potentially able to transmit infectious agents. They
should therefore be disposed of in accordance with the prevailing regulations and guidelines of the agencies holding jurisdiction over the
laboratory, and the regulations of each Country. Disposable materials must be incinerated; liquid waste must be decontaminated with
sodium hypochlorite at a final concentration of 5% for at least half an hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an overkill
approach (USP 24, 2000, p. 2143). A minimum of one hour at 121°C is usually considered adequate, though the users must check the
effectiveness of their decontamination cycle by initially validating it and routinely using biological indicators.

13. BASIC RULES OF RADIATION SAFETY

Reagents Containing lodine-125
This kit contains radioactive material that does not exceed 2.1 uCi (76 kBq) of iodine-125. Appropriate precautions and good laboratory
practices should be used in the storage, handling, and disposal of this material.
For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:
This radioactive material may be received, acquired, possessed, and used only by physicians, veterinarians in the practice of veterinary
medicine, clinical laboratories or hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal or external administration of the
material, or the radiation therefrom, to human beings or animals. Its receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the
regulations and the general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of the state with which the Commission has entered into an
agreement for the exercise of regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.

2. Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

3. Do not pipette radioactive material by mouth.

4. Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

5. Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali detergent or radiological decontamination solution. Any

glassware used must be rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:
The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the regulations and conditions of your specific license.
ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity printed on the box label and on the
tracer vial label. The box label and the tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date where the package
insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.



SCHEME OF THE ASSAY

1- RECONSTITUTE REAGENTS.
2- PERFORM ANGIOTENSIN | GENERATION FOR 90 MIN AT 37°C IN NON-COATED TUBES.
3 - IDENTIFY COATED TUBES FOR THE RIA ASSAY IN DUPLICATE.

4 - DISPENSE REAGENTS BY THE FOLLOWING SCHEME AND MIX THE INCUBATION MIXTURE:

TUBES
CAL 0-5 SAMPLES & BLANKS
REAGENTS
CALIBRATORS 50 L -
SAMPLES - 50 uL
TRACER 500 pL 500 ul

5- INCUBATE FOR A TIME RANGING FROM 3 TO 24 HOURS AT ROOM TEMPERATURE.
6 - CAREFULLY ASPIRATE THE INCUBATION MIXTURE.

7 - MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.



KIT PER IL DOSAGGIO RADIOIMMUNOLOGICO
DELL’ANGIOTENSINA |

Procedimento per la misura dell’attivita reninica plasmatica (PRA)
mediante dosaggio quantitativo della angiotensina |
in campioni di plasma umano

Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE

La renina € un enzima proteolitico con peso molecolare 40.000 dalton ca., prodotto dall'apparato juxtaglomerulare del rene. Quest'enzima
scinde il suo substrato, I'angiotensinogeno, formando un decapeptide, I'angiotensina I, di peso molecolare 1.300 dalton ca. Questo polipeptide
viene successivamente idrolizzato dall’enzima di conversione (ACE) nell’octapeptide biologicamente attivo, 'angiotensina Il.

Il prodotto ormonale del sistema renina-angiotensina, I'angiotensina Il, ha un’emivita biologica estremamente breve, ma & il piu potente
vasocostrittore conosciuto; i suoi effetti principali sono la vasocostrizione, la stimolazione del sistema nervoso simpatico e la stimolazione della
secrezione dell’aldosterone da parte del surrene.

Poiché i livelli di angiotensina | sono una diretta rappresentazione dell’attivita reninica plasmatica, la misura di quest’ultima & stata ampiamente
adottata per valutare il sistema renina-angiotensina in condizioni patologiche. La misura dell’attivita reninica plasmatica (PRA) negli ipertesi & di
importante aiuto nella diagnosi differenziale di aldosteronismo primario e secondario.

Diversi fattori influiscono sulla secrezione della renina, che viene inibita dai livelli plasmatici di angiotensina Il e di ADH, da una piu alta
ritenzione di sodio e potassio e da una maggiore pressione di perfusione renale. D’altra parte, una carenza di sodio e potassio, una ridotta
pressione di perfusione renale e I'attivita del sistema nervoso simpatico inducono una maggiore secrezione di renina.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

La misura dell’attivita reninica & basata sul dosaggio radioimmunologico dell’angiotensina I. Due sono le fasi essenziali del procedimento:

- generazione di angiotensina | in campioni di plasma mediante incubazione a 37°C in condizioni atte a prevenire la degradazione enzimatica
dell’'angiotensina | (presenza dell'inibitore enzimatico PMSF) e considerate le piu indicate per I'attivita reninica

- dosaggio radioimmunologico di angiotensina | in provette sensibilizzate su due aliquote dello stesso campione, una incubata a 37°C per la
generazione e una non incubata (bianco del campione).

Il principio del dosaggio radioimmunologico consiste nella competizione tra angiotensina | marcata e angiotensina | contenuta nei calibratori o

nei campioni per il numero fisso e limitato di siti anticorpali. Dopo I'incubazione RIA, la quantita di angiotensina | marcata legata all’anticorpo

fissato alle provette sensibilizzate &€ inversamente proporzionale alla concentrazione di angiotensina | non marcata presente nei calibratori o

nei campioni. Il metodo adottato per la separazione libero/legato & basato sull'impiego delle provette sensibilizzate, dove I'anticorpo ¢ fissato

alle pareti delle provette.

3. REATTIVI FORNITI NEL KIT

Provette sensibilizzate 100

Angiotensina | marcata con "%l 2 flaconi
Calibratori di angiotensina | 6 flaconi
Plasma di controllo 1 flacone
Tampone di generazione 1 flacone
Inibitore enzimatico (PMSF) 1 flacone
Numero di dosaggi 100

MODALITA DI CONSERVAZIONE: Al momento dell'arrivo, conservare il kit a 2-8°C. Non congelare. Dopo I'apertura, i reattivi di questo kit sono
stabili fino alla data di scadenza del kit se conservati in modo adeguato. Il kit € garantito per 3 serie analitiche se i reattivi sono conservati
secondo quanto raccomandato dal fabbricante.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. La data di scadenza del kit € indicata sull'etichetta esterna e corrisponde alla data di scadenza del
tracciante. La data di scadenza di ciascun componente é riportata sulle etichette dei rispettivi flaconi.

Nel ricostituire il contenuto dei flaconi, agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.

Non mescolare reattivi provenienti da lotti differenti.

3.1. Provette sensibilizzate

La superficie interna di ciascuna provetta € rivestita con IgG di coniglio anti-angiotensina | biotinilate.

Al momento dell’'uso, portare le provette sensibilizzate a temperatura ambiente prima di aprire il contenitore, per evitare condensazione
d'umidita.

Le provette non utilizzate vanno conservate nel contenitore ben chiuso. Non mescolare lotti differenti di provette sensibilizzate.

3.2. lleu-5-angiotensina | marcata con | (rossa): reattivo liofilo

Ogni flacone contiene ormone marcato con 125I, sieroalbumina bovina, tampone fosfato, stabilizzanti, conservanti e un colorante rosso inerte.
La radioattivita massima € 81 kBq (2,2 uCi) per flacone alla data di taratura. Ricostituire il contenuto di ciascun flacone con 26 mL di acqua
distillata. Conservare la soluzione risultante in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori.



3.3. Calibratori d’ileu-5-angiotensina I: reattivo liofilo
Ogni flacone contiene quantita crescenti di angiotensina |, sieroalbumina bovina, tampone fosfato e conservanti.
Ricostituire il contenuto di ogni flacone con 1 mL di acqua distillata. Le soluzioni risultanti contengono rispettivamente 0 - 0,3 -1 -3 - 10 - 50 ng/mL e

devono essere conservate in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori. | calibratori del kit sono commutabili con i campioni in esame quando
sono utilizzati con i reattivi e la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, secondo quanto raccomandato dal fabbricante.

3.4. Plasma di controllo: reattivo liofilo

Il flacone contiene plasma umano e conservanti. Il range delle concentrazioni di ogni controllo € riportato sul certificato di analisi ed indica i
limiti stabiliti da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di analisi affidabili.

Ricostituire il contenuto del flacone con 2 mL di acqua distillata fredda, evitando che la temperatura superi i 4°C. Conservare la soluzione
risultante in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori.

Il plasma di controllo deve essere trattato come un campione e I'angiotensina | generata per 90 min a 37°C prima del dosaggio.

3.5. Tampone di generazione (blu): reattivo pronto per 'uso
Il flacone contiene 4 mL di soluzione di tampone citrato, stabilizzanti, conservanti ed un colorante blu inerte.

3.6. Inibitore enzimatico (PMSF): reattivo pronto per 'uso
Il flacone contiene 1,0 mL di fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) al 5% (R 23/24/25, S 36, S 45) in soluzione di etanolo (R 11, S 7, S 16).
Se il prodotto a 2-8°C tende a cristallizzare, riscaldarlo a 37°C.

4. ATTREZZATURE E REATTIVI AUSILIARI

- Acqua distillata e deionizzata.

- Vetreria.

- Provette in plastica monouso.

- Portaprovette.

- Micropipette con puntali monouso da 10, 50 uL (esattezza + 3%, precisione 2%) e 200, 500 ulL (esattezza + 2%, precisione 1%).

- Agitatore Vortex.

- Bagno termostatico in grado di mantenere 37° + 1°C.

- Sistema per aspirare la miscela di incubazione.

- Contatore gamma per contare lo iodio "I (impostazione della finestra del contatore: 15-80 keV - efficienza del contatore: 70% -
tempo di conteggio: 1 min). Se I'efficienza del contatore & inferiore al 60%, si deve prolungare il tempo di conteggio a 2 min.

5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Prelievo dei campioni

Si raccomanda di standardizzare accuratamente la preparazione del paziente e le condizioni di prelievo del campione. Si consiglia di
raccogliere il sangue in provette prerefrigerate con EDTA sodico come anticoagulante. | campioni di sangue non devono essere prelevati
usando eparina come anticoagulante, dal momento che questa interferisce con la generazione di angiotensina I. Al contrario, 'lEDTA presenta
il vantaggio di essere un efficace anticoagulante e di contribuire nel contempo all'inibizione dell’enzima di conversione.

| campioni devono essere mantenuti a 2-8°C e quindi centrifugati a freddo a circa 2000 gravita per separare il plasma. Chiarificare per
filtrazione o centrifugazione prima del test i campioni che presentano materiale in sospensione, opalescenza, lipemia o residui eritrocitari. Non
usare campioni fortemente emolizzati o lipemici, né campioni che presentano materiale in sospensione o evidente contaminazione microbica.
Se il dosaggio non viene eseguito immediatamente, i campioni devono essere suddivisi in aliquote e congelati a —20°C o a temperature inferiori
fino al momento del dosaggio. Se i campioni sono stati scongelati, agitare con cura prima di dosarli, evitando che la temperatura superi i 4°C.
Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento.

Generazione di angiotensina |
La generazione di angiotensina | a pH 6,0 si svolge in condizioni ottimali per I'azione della renina con conseguente migliore sensibilita per i
campioni a bassa attivita reninica e possibile utilizzazione di tempi di generazione piu brevi. Le condizioni di generazione prescelte consentono
di operare con la minima diluizione possibile del campione, riducendo I'effetto della diluizione sulla cinetica di generazione di angiotensina I.
- Aggiungere i reattivi in provette di generazione non sensibilizzate tenute in bagno di ghiaccio, rispettando strettamente questo ordine:
500 pL di campione
10 pL di PMSF
50 pL di tampone di generazione.

- Agitare il contenuto delle provette su Vortex e trasferire 200 uL di ciascun campione in una seconda serie di provette non sensibilizzate.

- Incubare la seconda serie di provette in bagno termostatico a 37°C per 90 min e mantenere la prima serie di provette in bagno di ghiaccio
(bianchi dei campioni). Il tempo di generazione suggerito € un tempo medio che consente una generazione di angiotensina | sufficiente per
valutare la maggior parte delle condizioni fisiopatologiche. Quando si prevedono valori piu alti o pit bassi, il tempo di generazione puo
essere rispettivamente abbreviato oppure prolungato, dal momento che la quantita di angiotensina | generata € una funzione lineare del
tempo (Fig. 1).

- Dopo l'incubazione a 37°C le provette di generazione devono essere immediatamente trasferite in bagno di ghiaccio.



6. PROCEDIMENTO OPERATIVO

La distribuzione dei reattivi deve essere fatta a temperatura ambiente (20-25°C) prevedendo determinazioni almeno in duplicato. | calibratori
devono essere usati direttamente nel dosaggio RIA con provette sensibilizzate senza sottoporli preventivamente alla generazione di
angiotensina |. Eseguire la determinazione dei calibratori per ogni serie di campioni analizzati. Il procedimento operativo deve essere
rigorosamente identico per calibratori e campioni in esame.

Eseguire le fasi del dosaggio nell'ordine previsto, senza interruzioni.
Utilizzare un puntale monouso nuovo per dispensare calibratori e campioni.

- Distribuire i reattivi sul fondo delle provette sensibilizzate. Operare secondo lo schema seguente:

provette CALIBRATORI CAMPIONI E
reattivi 0-5 BIANCHI
CALIBRATORI 50 uL -
CAMPIONI - 50 uL
TRACCIANTE 500 pL 500 pL

- Agitare il contenuto delle provette su Vortex ed incubare da 3 a 24 ore a temperatura ambiente.

- Aspirare accuratamente la miscela di incubazione. Verificare che I'eliminazione del liquido sia completa, assicurandosi che il puntale della
pipetta di aspirazione tocchi il fondo delle provette sensibilizzate. La presenza di gocce aderenti alle pareti delle provette sensibilizzate puo
provocare scarsa riproducibilita o risultati non affidabili. Non deve restare traccia del colorante.

- Misurare la radioattivita delle provette.

7. CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media dei conteggi per ogni gruppo di provette, dopo aver sottratto il valore del fondo. Esprimere la media dei conteggi di
calibratori e campioni come percentuale rispetto al calibratore zero:

conteggio medio calibratori o campioni
B/Bo% = x 100
conteggio medio calibratore zero

Riportare su grafico semilog la percentuale media calcolata per ciascun calibratore sulle ordinate (asse delle y) in funzione della

concentrazione di angiotensina | espressa in ng/mL sulle ascisse (asse delle x). Si ottiene cosi una curva di taratura (Fig. 2).

L’attivita reninica plasmatica (PRA) & calcolata in ng di angiotensina | generati per mL per ora, con il procedimento indicato:

- leggere direttamente dalla curva di taratura la concentrazione di angiotensina | generata per ciascun campione incubato a 37°C e per il
rispettivo bianco del campione (mantenuto in bagno di ghiaccio)

- sottrarre dal valore di ciascun campione il valore del bianco corrispondente

- moltiplicare il valore ottenuto per 1,12 poiché il campione era stato inizialmente diluito 1:1,12

- dividere le concentrazioni ottenute per il tempo di generazione espresso in ore:

(ng 37°C - ng 4°C) x 1,12

PRA = = ng/mL/ora. (1)

ore di incubazione

Per un tempo di generazione di 1,5 ore la formula (1) puo essere cosi semplificata:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/ora.
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Esempio di calcolo

| dati seguenti devono essere considerati solo un esempio e non devono essere usati in luogo dei dati ottenuti dall’utilizzatore.

Descrizione cpm B/Bo x 100

Calibratore zero 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0

1 ng/mL 14.519 75,5

3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2.115 11,0
Bianco campione 17.499 91,0
Campione 9.038 47,0

Interpolando dalla curva di taratura e applicando la formula (1), il campione risulta avere un’attivita reninica (PRA) di 2,39 ng/mL/ora.

PRA= _ (3.5-03)x 1,12
1,5

= 2,39 ng/mL/ora.

8. DATI CLINICI

| valori riportati nella tabella seguente sono solamente indicativi per un apporto sodico di 100-150 mEq/24 ore. Si raccomanda a ciascun
laboratorio di stabilire i propri intervalli di riferimento.

Posizione supina Posizione eretta
Generazione a pH 6,0 PRA, ng/mL/ora

02-28 1,6-57

9. PRESTAZIONI METODOLOGICHE DEL KIT

9.1. Specificita analitica

La specificita analitica € definita come la capacita del test di rilevare esattamente I'analita in presenza di fattori potenzialmente interferenti nella
matrice del campione (per esempio, emolisi, effetti di trattamenti del campione) o di reazioni crociate con analiti potenzialmente interferenti.
Poiché in questo caso particolare la quantita di sostanza da dosare € generata in vitro ed il bianco del campione viene sottratto, la reale
specificita dell'anticorpo anti-angiotensina | non é critica.

Comunque, piuttosto che le interferenze con peptidi circolanti angiotensino-simili, sono le interferenze delle proteine del campione (bianco del
campione) a limitare la sensibilita del dosaggio. Il bianco del campione include gli apporti di proteine angiotensino-simili e dell'angiotensina |
circolante e prodotta dall’azione della renina anche a basse temperature dal momento del prelievo del sangue al momento del dosaggio.
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Interferenze. Studi controllati su fattori potenzialmente interferenti hanno dimostrato che le prestazioni del test non sono influenzate da lipemia
(fino a 500 mg/dL di trigliceridi), bilirubinemia (fino a 20 mg/dL di bilirubina). | valori di angiotensina | ottenuti con campioni contenenti
1000 mg/dL di emoglobina risultano circa del 10% inferiori a quelli ottenuti con campioni normali.

Reazioni crociate. Le percentuali di reazioni crociate di alcuni peptidi angiotensino-simili calcolate secondo Abraham, mostrano la specificita
dell’anticorpo usato.

- Angiotensina | 100%
- Angiotensina Il <0,1%
- Eptapeptide, esapeptide << 0,02%

9.2. Sensibilita analitica

La sensibilita analitica pud essere espressa anche come limite di rilevazione, ossia la quantita minima di analita rilevabile dal test. Il limite di
rilevazione & 0,20 ng/mL al 95% di confidenza. E stato calcolato come la concentrazione apparente di analita distinguibile dal calibratore zero,
ossia due deviazioni standard sotto lo zero.

9.3. Precisione

La ripetibilita e la riproducibilita del saggio (ossia la variabilita intra-saggio e inter-saggio) sono state determinate utilizzando dei campioni di
riferimento a diversi livelli di PRA.

Ripetibilita A B C

Numero di determinazioni 10 10 10
Media (ng/mL/ora) 2,3 8,8 13,5
Deviazione standard 0,17 0,48 1,34
Coefficiente di variazione (%) 7,5 54 9,9

Riproducibilita A B C
Numero di determinazioni 10 10 10
Media (ng/mL/ora) 2,6 8,6 13,0
Deviazione standard 0,20 0,70 1,50
Coefficiente di variazione (%) 7,7 8,1 11,5

9.4. Esattezza
L’esattezza del dosaggio € stata controllata mediante test di diluizione e di recupero.

Test di diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di due campioni di plasma a concentrazione elevata di angiotensina | effettuate nel
calibratore zero.

Diluizione Concentrazione attesa, Cpncentrazione % Recupero
ng/mL misurata, ng/mL

in toto - 17,5 -
1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6

in toto - 8,5 -
1:2 4,25 44 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 94,1
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Test di recupero. Sono stati dosati due campioni di plasma a bassa concentrazione di angiotensina | sia in toto sia dopo averli addizionati con
quantita crescenti di angiotensina I.

anpentrazione Concentrazione attesa, Cpncentrazione % Recupero
addizionata, ng/mL ng/mL misurata, ng/mL

- - 11,2 -

1,5 71 7,0 98,6

5,0 10,6 10,7 100,9

25,0 30,6 30,0 98,0
_ - 15,6 -

1,5 9,3 9,1 97,8

5,0 12,8 12,2 95,3

25,0 32,8 30,7 93,6

10. LIMITI DEL DOSAGGIO

I significato clinico della determinazione dell’attivita reninica plasmatica puo essere invalidato se eseguito su pazienti non tenuti in condizioni
controllate di postura, di apporto di sodio e potassio, o ai quali sono stati somministrati medicinali come diuretici, clonidina, agenti beta-
bloccanti, estroprogestinici, vasodilatatori periferici, che alterano la secrezione reninica.

La diagnosi non deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo dosaggio, ma questo deve essere valutato insieme ad altri riscontri
clinici, procedure diagnostiche e al giudizio del medico.

Contaminazione batterica o cicli ripetuti di congelamento/scongelamento dei campioni possono modificare i risultati del dosaggio.

Per ottenere risultati affidabili & necessario attenersi strettamente alle istruzioni per I'uso e possedere una adeguata manualita tecnica. In
particolare € essenziale una buona precisione nelle fasi di ricostituzione e distribuzione dei reattivi e in quelle di aspirazione.

Risultati non riproducibili sono dovuti principalmente a fattori metodologici, come ad esempio:

- scambio di capsule tra i flaconi

- uso dello stesso puntale per i prelievi da flaconi diversi o da campioni diversi

- flaconi lasciati aperti per lunghi periodi di tempo

- esposizione dei reattivi 0 campioni a calore intenso o a forti sorgenti di inquinamento batterico
- aspirazione non adeguata della miscela di incubazione

- contaminazione del bordo delle provette con il tracciante o con i campioni

- oscillazioni casuali o cattiva manutenzione del contatore gamma

- scambio di reattivi provenienti da lotti diversi.

11. AVWVERTENZE E PRECAUZIONI

| componenti del kit contengono sodio azide come conservante. Poiché la sodio azide pud formare azidi di piombo o di rame esplosive nelle
tubature, si raccomanda di far fluire acqua in abbondanza negli scarichi dopo I'eliminazione di soluzioni contenenti sodio azide (Council
Directive 99/45/EC).

R22 — Nocivo per ingestione.

R31 — A contatto con acidi libera gas tossico.

S28 - Incaso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.

S45 - Incaso diincidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli I'etichetta).
PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 — Nocivo per ingestione.

R 36/38 — lrritante per gli occhi e la pelle.

S 45 — In caso di incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli I'etichetta).
Etanolo (Council Directive 99/45/EC):

R11 -  Facilmente infammabile.

S7 —  Conservare il recipiente ben chiuso.

S 16 —  Conservare lontano da fiamme e scintille. Non fumare.

Tutte le unita di siero e plasma utilizzate per la fabbricazione dei componenti di questo kit sono state analizzate e trovate non reattive per
HBsAg, anti-HCV e per anti-HIV-1/2. Tuttavia, poiché nessun metodo pud dare assoluta certezza che siano assenti agenti patogeni, tutto il
materiale di origine umana dovrebbe essere considerato potenzialmente infettivo e manipolato come tale.
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12. REGOLE DI SICUREZZA

- Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici durante I'esecuzione del dosaggio.

- Non pipettare con la bocca.

- Evitare il contatto diretto con il materiale potenzialmente infetto indossando indumenti da laboratorio, occhiali protettivi e guanti monouso.
Lavare accuratamente le mani al termine del dosaggio.

- Evitare di provocare schizzi o aerosol. Ogni goccia di reattivo biologico deve essere rimossa con una soluzione di sodio ipoclorito al 5% ed il
mezzo utilizzato deve essere trattato come materiale di rifiuto infetto.

- Tutti i campioni, tutti i reattivi biologici del kit e tutti i materiali usati per effettuare il saggio devono essere considerati in grado di trasmettere
agenti infettivi; pertanto i rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese. Il
materiale monouso deve essere incenerito; i rifiuti liquidi devono essere decontaminati con sodio ipoclorito ad una concentrazione finale del
5% per almeno mezz'ora. Qualsiasi materiale che deve essere riutilizzato va trattato in autoclave con un approccio di overkill
(USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente si considera che un'ora a 121°C sia un tempo di sterilizzazione adeguato; tuttavia si raccomanda a
ciascun utilizzatore di verificare l'efficacia del ciclo di decontaminazione mediante una convalida iniziale e I'uso routinario di indicatori
biologici.

13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE

Reagenti contenenti iodio-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 2,1 uCi (76 kBq) di iodio-125. Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di
laboratorio per la conservazione, la manipolazione e lo smaltimento di questo materiale.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:

Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato unicamente da personale medico, veterinari abilitati alla
pratica di medicina veterinaria, laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non prevedano la
somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da esso derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la
conservazione, l'uso e il trasferimento sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory Commission statunitense dello
stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo per I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area specificatamente designata.

L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale autorizzato.

Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.

Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con detergente alcalino o soluzione per la
decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima di lavarli con
altri oggetti in vetro del laboratorio.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:

L'acquisto, l'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle norme e alle condizioni della licenza specifica.
ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata
sull'etichetta della scatola e sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante indicano la quantita effettiva
di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

U

SCHEMA DEL DOSAGGIO
1- RICOSTITUIRE | REATTIVI.

2- ESEGUIRE LA GENERAZIONE DI ANGIOTENSINA | PER 90 MIN A 37°C IN PROVETTE NON SENSIBILIZZATE.

3- CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO PER IL DOSAGGIO RIA.

4 - DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE ED AGITARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE:

PROVETTE CAL 0-5 CAMPIONI E BIANCHI
REATTIVI
CALIBRATORI 50 ul -
CAMPIONI - 50 ul
TRACCIANTE 500 pl 500 ul

5- INCUBARE DA 3 A 24 ORE A TEMPERATURA AMBIENTE.
6 - ASPIRARE ACCURATAMENTE LA MISCELA DI INCUBAZIONE.

7 - MISURARE LA RADIOATTIVITA DELLE PROVETTE.
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TROUSSE POUR LE DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE
DE L’ANGIOTENSINE |

Technique de mesure de I’activité rénine plasmatique (PRA)
au moyen du dosage quantitatif de I’angiotensine |
dans le plasma humain

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

La rénine est un enzyme protéolitique, d’'un poids moléculaire d’environ 40.000 daltons, sécrété par les cellules glomérulaires rénales.
Cet enzyme clive son substrat, I'angiotensinogene, et forme un décapeptide, I'angiotensine |, d’'un poids moléculaire d’environ 1.300 daltons.
Ce polypeptide est par la suite hydrolysé par 'enzyme de conversion (ACE) et I'on obtient un octapeptide biologiquement actif, 'angiotensine Il.
Le produit hormonal du systéme rénine-angiotensine, I'angiotensine Il, posseéde une demi-vie biologique extrémement courte, mais c’est I'agent
vaso-constricteur le plus puissant actuellement connu. Ses effets sont importants dans la vaso-constriction, la stimulation du systeme nerveux
sympathique et la stimulation de la sécrétion d’aldostérone par la corticosurrénale.

Etant donné que les niveaux d’angiotensine | représentent directement I'activité rénine plasmatique, la mesure de cette activité a été largement
adoptée pour évaluer le systéme rénine-angiotensine dans des conditions pathologiques. L’évaluation de I'activité rénine plasmatique (PRA)
chez les sujets hypertendus constitue une aide précieuse au diagnostic différentiel de I'aldostéronisme primaire et secondaire.

Divers facteurs agissent sur la sécrétion de la rénine, qui est inhibée par les niveaux plasmatiques d’angiotensine Il et d’ADH, par une rétention
du sodium et du potassium plus élevée et par une augmentation de la pression de perfusion du rein. Par contre, une perte de sodium et de
potassium, une diminution de la pression de perfusion rénale ainsi que I'activité du systéme nerveux sympathique entrainent une sécrétion de
rénine plus importante.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

La mesure de l'activité rénine est basée sur le dosage radioimmunologique de I'angiotensine |. Le procédé comprend deux phases

essentielles:

- la production d’angiotensine | dans des échantillons de plasma par incubation a 37°C, effectuée dans des conditions propres a prévenir la
rupture enzymatique de I'angiotensine | (présence de l'inhibiteur enzymatique PMSF) et dans celles considérées comme les plus indiquées
pour 'activité rénine

- le dosage radioimmunologique de I'angiotensine | dans des tubes revétus et sur deux parties aliquotes provenant du méme échantillon, une
incubée a 37°C pour la production d’angiotensine | et I'autre non incubée (échantillon blanc).

Le principe du dosage radioimmunologique repose sur la compétition entre, d’'une part, I'angiotensine | marquée et, de I'autre, I'angiotensine |

contenue dans les étalons ou les échantillons, vis-a-vis des sites d’anticorps, en nombre limité et fixe. Aprés l'incubation RIA, la quantité

d’angiotensine | marquée liée a I'anticorps fixé aux tubes revétus est inversement proportionnelle a la concentration d’angiotensine | non
marquée présente dans les étalons ou les échantillons. Le moyen de séparation lié/libre est basé sur I'emploi de tubes revétus sur les parois
desquels I'anticorps est fixé.

3. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes revétus 100
Angiotensine | marquée a I''®| 2 flacons
Etalons angiotensine | 6 flacons
Plasma de contrble 1 flacon
Tampon de production 1 flacon
Inhibiteur enzymatique (PMSF) 1 flacon
Nombre de dosages 100

STOCKAGE: Conserver la trousse a 2-8°C des réception. Ne pas congeler. Apres l'ouverture, les réactifs de cette trousse restent stables
jusqu’a la date de péremption de la trousse, s’ils sont conservés de maniere adéquate. La trousse est garantie pour réaliser 3 séries
analytiques si les réactifs sont utilisés d'apres les recommandations du fabricant.

Ne pas utiliser les réactifs ayant dépassé la date de péremption. La date de péremption de la trousse est indiquée sur I'étiquette extérieure et
correspond a la date de péremption du traceur. La date de péremption de chaque composant est reportée sur les étiquettes des flacons
respectifs.

Agiter doucement les flacons lors de la reconstitution de leur contenu, afin d’éviter la formation de mousse. Ne pas mélanger des réactifs
provenant de lots différents.

3.1. Tubes revétus

La surface interne de chaque tube est revétue d’lgG de lapin anti-angiotensine | biotinylées.

Au moment de 'emploi, amener les tubes revétus a température ambiante avant d’ouvrir leur boite, afin d'éviter tout phénoméne de
condensation.

Conserver les tubes non utilisés dans la boite en s'assurant que celle-ci est diment fermée. Ne pas mélanger des tubes revétus provenant de
lots différents.
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3.2. lleu-5-angiotensine | marquée a I'*®| (rouge): réactif lyophilisé
Chagque flacon contient de 'hormone marquée a I''*®|, de la sérumalbumine bovine, du tampon phosphaté, des stabilisants, des conservateurs
et un colorant rouge inerte. La radioactivité maximale est de 81 kBq (2,2 uCi) par flacon a la date d’étalonnage.

Reconstituer le contenu de chaque flacon avec 26 mL d’eau distillée. Congeler la solution ainsi obtenue divisée en parties aliquotes a —20°C
ou a des températures plus basses.

3.3. Etalons ileu-5-angiotensine I: réactif lyophilisé
Chaque flacon contient des quantités croissantes d’angiotensine |, de la sérumalbumine bovine, du tampon phosphaté et des conservateurs.

Reconstituer le contenu de chaque flacon avec 1 mL d’eau distillée. Les concentrations ainsi obtenues sont les suivantes: 0 - 0,3 -1 -3 - 10 -
50 ng/mL. Congeler les solutions divisées en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses. Les étalons de la trousse sont commutables
avec les échantillons examinés s'ils sont utilisés avec les réactifs et le mode opératoire de ce test diagnostique in vitro, d'aprés les recommandations du
fabricant.

3.4. Plasma de controle: réactif lyophilisé

Le flacon contient du plasma humain et des conservateurs. La plage de concentrations pour chaque contréle est indiquée dans le certificat
d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de contréle qui peuvent étre obtenues dans des séries analytiques
fiables.

Reconstituer le contenu du flacon avec 2 mL d’eau distillée froide en faisant en sorte que la température ne dépasse pas 4°C. Congeler la
solution ainsi obtenue divisée en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses. Le plasma de controle doit étre considéré
comme un échantillon et I'angiotensine | produite pendant 90 min a 37°C avant le dosage.

3.5. Tampon de production (bleu): réactif prét a 'emploi
Le flacon contient 4 mL de solution de tampon citraté, des stabilisants, des conservateurs et un colorant bleu inerte.
3.6. Inhibiteur enzymatique (PMSF): réactif prét a I'emploi

Le flacon contient 1,0 mL de solution éthanolique (R 11, S 7, S 16) de fluorure de phénylméthylsulphonyle (PMSF) a 5% (R 23/24/25,
S 36, S 45).

Si a 2-8°C le produit a tendance a cristalliser, le réchauffer a 37°C.

4. PRECAUTIONS D’UTILISATION

Certains réactifs contenus dans cette trousse renferment de I'azide de sodium. Ce sel peut réagir avec les installations sanitaires en plomb ou
cuivre et former des azides métalliques extrémement explosives. Pour évacuer ces réactifs, rincer a grande eau afin d’éviter les accumulations
d’azide (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Nocif en cas d’ingestion.

R31 -  Aucontact d'un acide, dégage un gaz toxique.

S28 - Apres contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de 'eau.

S45 - Encas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer I'étiquette).
PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 — Nocif en cas d’ingestion.

R 36/38 — Irritant pour les yeux et la peau.

S 45 — En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer I'étiquette).
Ethanol (Council Directive 99/45/EC):

R11 -  Facilement inflammable.

S7 — Conserver le récipient bien fermé.

S 16 — Conserver a |'écart de toute flamme ou source d’étincelles. Ne pas fumer.

Toutes les unités de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse ont été analysées et ont été trouvées
négatives en Ag HBs, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-HIV-1/2. Toutefois, puisqu’il n’existe aucune méthode garantissant I'absence
totale d’agents pathogénes, on doit considérer tout matériau d’origine humaine comme étant potentiellement infectieux. C’est pourquoi il faudra
le manipuler avec précaution.

5. REGLES DE SECURITE

- Ne pas manger, ni boire, ni fumer ou se maquiller pendant le dosage.

- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec le matériel potentiellement infectieux en portant des vétements de laboratoire, des lunettes de protection et des
gants a usage unique. Se laver soigneusement les mains a la fin du dosage.

- Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela arrivait, chaque goutte de réactif doit étre nettoyée avec une solution
d’hypochlorite de sodium a 5% et traitée comme du matériel infectieux.

- Tous les échantillons, tous les réactifs biologiques de la trousse et tout le matériel utilisés pour effectuer I'essai doivent étre considérés
comme capables de transmettre des agents étiologiques. Toute élimination de déchets se fera conformément aux réglementations en
vigueur. Le matériel a usage unique doit étre incinéré; les déchets liquides doivent étre décontaminés avec de I'hypochlorite de sodium a
concentration finale de 5% pendant au moins une demi-heure. Tout matériel réutilisable doit étre stérilisé en autoclave par un traitement a
I'excés (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). On considere qu'un temps de stérilisation d'une heure a 121°C est convenable. Nous conseillons
toutefois a chaque laboratoire de vérifier I'efficacité du cycle de décontamination en effectuant un contréle au début et en utilisant de fagon
réguliére les indicateurs biologiques.
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6. REGLES DE BASE DE RADIOPROTECTION

Réactifs contenant de I'lode 125
Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 2,1 uCi (76 kBq) d'iode-125. Les précautions appropriées et les bonnes
pratiques de laboratoire doivent étre utilisées pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence générale :
Ce produit radioactif peut étre regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des laboratoires cliniques, des hopitaux, des
vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de médecine vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hopitaux, et
uniqguement pour des analyses cliniques ou de laboratoire in vitro n'impliquant pas I'administration interne ou externe du produit, ni par
rayonnement, a I'homme ou a l'animal. Sa réception, son acquisition, sa détentjon, son utilisation et son transfert sont sujets aux
réglementations et a la licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un accord pour
I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé a un endroit désigné.
L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.
Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.
En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis la laver a I'aide d'une produit détergent a base
d'alcali ou d'une solution de décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entierement lavé a I'eau avant de laver
les autres articles de verre du laboratoire.
Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une licence spécifique :
La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets aux réglementations et conditions de votre licence
spécifique.
ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre Iégérement différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la
boite et sur I'étiquette du flacon du traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de radioactivité a la date
de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la radio-activité théorique de la trousse.

o obd

Déchets radioactifs

Tout utilisateur ou détenteur de radioéléments en sources scellées ou non scellées en est responsable et comptable devant les autorités de
Santé Publique et, de ce fait, n’est pas autorisé a s’en dessaisir par d’autres voies que celles définies par les procédures réglementaires. Les
modalités d’élimination des déchets radioactifs provenant de sources non scellées sont définies par I'avis aux utilisateurs paru au Journal
Officiel du 6 juin 1970. Conformément aux dispositions de cet avis et du décret N° 86-1103 du 2 octobre 1986 relatif a la protection des
travailleurs contre les dangers des rayonnements ionisants paru au Journal Officiel du 12 octobre 1986, 'OPR" et les organismes désignés
par lui sont seuls habilités a procéder a la prise en charge des déchets radioactifs correspondants. Les laboratoires de notre filiale en France
sont autorisés a céder les trousses conformément aux instructions de I'Arrété du 3 avril 2002 et dans le respect de la réglementation sur le
transport de matériel radioactif.

7. MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

- Eau distillée et déminéralisée.

- Béchers.

- Tubes en polystyréne a usage unique.

- Portoir pour tubes.

- Micropipettes avec embouts a usage unique de 10, 50 uL (justesse + 3%, fidélité 2%) et 200, 500 pL (justesse
+ 2%, fidélité 1%).

- Mélangeur Vortex.

- Bain-marie capable de maintenir 37° + 1°C.

- Systeme d’aspiration du mélange d’incubation.

- Compteur gamma pour compter l'iode '°| (définition de la fenétre du compteur: 15-80 keV - efficience du compteur: 70% - temps de
comptage: 1 min). Si I'efficience du compteur est inférieure a 60%, le temps de comptage doit étre prolongé a 2 min.

8. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Préléevement des échantillons

Il est fortement conseillé de standardiser scrupuleusement la préparation du patient et les conditions de prélevement de I'échantillon. Le sang
doit étre recueilli dans des tubes pré-réfrigérés contenant I'anticoagulant EDTA sodique.

Lors du prélevement des échantillons de sang, ne pas utiliser I'héparine comme substance anticoagulante car celle-ci interfere avec la
production d’angiotensine I. En revanche, 'EDTA offre I'avantage d’étre un anticoagulant efficace et de contribuer a l'inhibition de I'enzyme de
conversion.

MO.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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Les échantillons doivent étre conservés a 2-8°C puis centrifugés a froid a 2000 min pour séparer le plasma. Clarifier par filtration ou
centrifugation avant le test les échantillons troubles, lipémiques et ceux contenant du matériel en suspension ou des déchets érythrocytaires.
Ne pas utiliser des échantillons fortement hémolysés ou lipémiques, ni des échantillons contenant des particules en suspension ou une
contamination microbienne évidente. Si le dosage n’est pas exécuté immédiatement, les échantillons doivent étre divisés en parties aliquotes
et congelés a —20°C ou a des températures plus basses en attendant qu'ils soient dosés. Si les échantillons ont été congelés, attendre qu’ils
soient complétement décongelés et les homogénéiser avant le dosage en faisant en sorte que la température ne dépasse pas 4°C. |l faut éviter
les cycles de congélation/décongélation répétés.

Production d’angiotensine |
La production d’angiotensine | a pH 6,0 se déroule dans des conditions optimales, ce qui entraine une meilleure sensibilité sur les échantillons
ayant une activité rénine faible, et permet également d’appliquer des temps de production plus courts. Les conditions de production choisies
permettent de travailler avec I'échantillon le moins dilué possible et donc de réduire I'effet de la dilution sur la cinétique de production de
I'angiotensine I.
- Ajouter les réactifs dans des tubes de production non revétus, placés dans un bain de glace en respectant strictement cet ordre:
500 pL d’échantillon
10 pL de PMSF
50 puL de tampon de production.
- Agiter le contenu des tubes au Vortex et transférer 200 uL de chaque échantillon dans une seconde série de tubes non revétus.
- Incuber la deuxieme série de tubes dans un bain-marie a 37°C pendant 90 min et conserver la premiére série de tubes dans un bain de
glace (échantillons blancs).
Le temps de production suggéré correspond a une valeur moyenne qui permet la détermination de l'activité rénine plasmatique dans la
plupart des conditions physiopathologiques. Si I'on envisage de trouver des valeurs plus élevées ou plus basses que celles prévues, le
temps de production peut étre respectivement réduit ou augmenté dans la mesure ou la quantité d’angiotensine | produite est une fonction
linéaire du temps (Fig. 1).
- Apreés l'incubation a 37°C, les tubes de production doivent étre immédiatement plongés dans un bain de glace.

9. MODE OPERATOIRE

La distribution des réactifs doit étre effectuée a température ambiante (20-25°C). Effectuer le dosage au moins en doublets. Les étalons
doivent étre essayés directement dans le dosage RIA avec des tubes revétus sans effectuer auparavant la production d’angiotensine | et
doivent étre dosés avec chaque série d’échantillons examinés. Le mode opératoire doit étre rigoureusement identique pour les étalons et les
échantillons a tester.

Exécuter toutes les phases du dosage dans l'ordre prévu, sans interruption.
Utiliser un embout a usage unique neuf pour distribuer les étalons et les échantillons.
- Distribuer les réactifs au fond des tubes revétus. Procéder d’apres le schéma suivant:

tubes Etalons Echantillons et
L 0-5 échantillons blancs
réactifs
Etalons 50 pL -
Echantillons - 50 uL
Traceur 500 pL 500 pL

- Agiter le contenu des tubes au Vortex puis incuber de 3 a 24 heures a température ambiante.

- Aspirer soigneusement le mélange d’incubation. Vérifier que le liquide soit éliminé complétement: pour cela il faut s’assurer que I'embout de
la pipette d’aspiration touche le fond des tubes revétus. La présence de gouttes adhérant aux parois des tubes revétus peut entrainer une
mauvaise reproductibilité ou fausser les résultats. Le colorant doit disparaitre totalement.

- Mesurer la radioactivité des tubes.

10. CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne des coups par minute pour chaque groupe de tubes apres avoir soustrait la valeur du bruit de fond. Calculer la moyenne
des coups par minute des étalons et des échantillons en pourcentage par rapport a I'étalon zéro:

moyenne des coups par minute des étalons ou des échantillons

B/Bo% = x 100

moyenne des coups par minute de I'étalon zéro
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Reporter sur du papier semi-logarithmique le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur I'axe des ordonnées (y) en fonction de la

concentration d’angiotensine | exprimée en ng/mL sur I'axe des abscisses (x). La Fig. 2 présente un exemple de la courbe d’étalonnage ainsi

obtenue.

L’activité rénine plasmatique (PRA) est calculée en ng d’angiotensine | produits par mL par heure selon le procédé indiqué:

- lire directement de la courbe d’étalonnage la concentration d’angiotensine | produite pour chaque échantillon incubé a 37°C et pour
I’échantillon blanc respectif (conservé dans un bain de glace)

- soustraire a la valeur de chaque échantillon la valeur de I'échantillon blanc correspondant

- multiplier la valeur obtenue par 1,12 car la dilution de base de I'échantillon a été de 1,12

- diviser les niveaux obtenus par le temps de production exprimé en heures:

(ng 37°C-ng 4°C) x 1,12

PRA = = ng/mL/heure. 1)

heures d’incubation

Pour un temps de production d’'une heure et demie, la formule (1) peut étre simplifi€e comme suit:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/heure.

B/Bo
20 y = 9,78 x + 2,44 1,0
r=0,993
-}
[S
2
= 10 051
3 -
5 o
—~
€ 1 1 1
(9]
= ‘/ " y=252x+048
s / r=0,994 )
2 ~ O
5 2
= [ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
= u u u u u u
< 0 1 2 3 0,3 1 3 10 50
Temps d’incubation a 37°C (heures) Angiotensine |, ng/mL
Fig. 1 - Contréle de la linéarité de la production Fig. 2

d’angiotensine | en augmentant le temps d’incu-
bation a 37°C, pH 6,0.

Exemple de calcul
Les valeurs suivantes ne constituent qu'un exemple et ne doivent pas étre employées a la place des données obtenues par I'utilisateur.

Description cpm B/Bo x 100

Etalon zéro 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0

1 ng/mL 14.519 75,5

3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2.115 11,0
Echantillon blanc 17.499 91,0
Echantillon 9.038 47,0

En effectuant linterpolation de la courbe d’étalonnage, et en appliquant la formule (1), I'échantilon a une activité rénine (PRA) de
2,39 ng/mL/heure.

(3,5-0,3)x 1,12
1,5

PRA = = 2,39 ng/mL/heure.
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11. VALEURS DE REFERENCE

Les valeurs du tableau ci-dessous ne sont données qu’'a titre indicatif pour un apport de sodium de 100-150 mEq/24 heures.
Chaque laboratoire doit établir ses propres intervalles des valeurs de référence.

L Position sur le dos Position debout
Production a pH 6,0

PRA, ng/mL/heure

02-28 1,5-57

12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement I'analyte en présence de facteurs pouvant interférer dans
la matrice de I'échantillon (par exemple hémolyse, effets de traitement de I'échantillon) ou d’autres analytes pouvant provoquer des réactions
croisées.

Puisque, dans ce cas particulier, la quantité de substance a doser est produite in vitro et que I'échantillon blanc est soustrait, la spécificité
réelle de I'anticorps anti-angiotensine | n'est pas décisive.

Cependant, ce sont plutdt les interférences des protéines de I'échantillon (échantillon blanc) qui limitent la sensibilité du dosage et non les
réactions croisées avec les peptides circulants, chimiquement trés proches de I'angiotensine. L’échantillon blanc contient les apports de
protéines chimiquement trés proches de I'angiotensine ainsi que de I'angiotensine | circulante et produite sous I'action de la rénine méme a de
basses températures, depuis le prélévement du sang jusqu’au dosage.

Interférences. Des études contrdlées sur des facteurs potentiellement interférents ont démontré que les caractéristiques du test ne sont pas modifiées
par une lipémie (jusqu’a 500 mg/dL de triglycérides), une bilirubinémie (jusqu’a 20 mg/dL de bilirubine) ou une congélation des échantillons. Les valeurs
d’angiotensine | obtenues avec des échantillons contenant 1000 mg/dL d’hémoglobine sont inférieures d’environ 10% aux valeurs obtenues avec des
échantillons normaux.

Réactions croisées. Les pourcentages de réactions croisées de certains peptides proches de I'angiotensine, calculés selon la méthode
d’Abraham, montrent la spécificité de I'anticorps utilisé dans cette trousse.

- Angiotensine | 100%
- Angiotensine Il <0,1%
- Heptapeptide, hexapeptide << 0,02%

12.2. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique peut étre exprimée aussi comme la limite de détection, c’est-a-dire la quantité d’analyte minimum que le test peut
détecter. La limite de détection est de 0,20 ng/mL avec des limites de confiance a 95%, calculée comme étant la concentration apparente
d’analyte qui peut étre différenciée de I'étalon zéro, c’est-a-dire deux écarts type au-dessous de zéro.

12.3. Fidélité

Plusieurs pools de référence a différentes valeurs de PRA ont été testés pour déterminer la répétabilité et la reproductibilité du dosage (c’est-a-
dire, la variabilité intra-essai et inter-essais).

Répétabilité A B C
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (ng/mL/heure) 2,3 8,8 13,5
Ecart type 0,17 0,48 1,34
% de coefficient de variation 7,5 5,4 9,9
Reproductibilité A B C
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (ng/mL/heure) 2,6 8,6 13,0
Ecart type 0,20 0,70 1,50
% de coefficient de variation 7,7 8,1 11,5

20



12.4. Justesse
La justesse du dosage a été vérifiée a I'aide des tests de dilution et de surcharge.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur deux échantillons de plasma de concentration élevée en angiotensine | dilués en série a
I'aide de I'étalon zéro.

Dilution Concentration attendue,| Concentration mesurée, % Récupération
ng/mL ng/mL

pur - 17,5 -

1/2 8,75 8,6 98,3
1/4 4,38 4,5 102,9
1/8 2,19 2,3 105,1
1/16 1,09 1,1 100,6
pur - 8,5 —

1/2 4,25 44 103,5
1/4 2,13 2,2 103,5
1/8 1,06 1,1 103,5
1/16 0,53 0,5 94,1

Test de surcharge. Le test de surcharge a été réalisé sur deux échantillons de plasma de faible concentration en angiotensine | soit purs soit
par ajouts de quantités croissantes d’angiotensine I.

Concentration ajoutée, [ Concentration attendue, | Concentration mesurée, i L
% Récupération

ng/mL ng/mL ng/mL

- - 11,2 -

1,5 71 7,0 98,6

5,0 10,6 10,7 100,9
25,0 30,6 30,0 98,0

- - 15,6 -

1,5 9,3 9,1 97,8

5,0 12,8 12,2 95,3
25,0 32,8 30,7 93,6

13. LIMITES DU DOSAGE

La valeur clinique de la détermination de I'activité rénine plasmatique peut étre invalidée si elle est effectuée chez des patients dont les
conditions de posture, I'apport de sodium et de potassium ne sont pas contrdlés et respectés, ou bien en cas d’administration de médicaments
tels que des diurétiques, la clonidine, les béta-bloquants, les oestroprogestatifs, les vaso-dilatateurs périphériques altérant la sécrétion de la
rénine.

Le diagnostic ne doit pas étre établi d'aprés le résultat d'un seul dosage, mais il faut prendre en considération les investigations cliniques, les
autres procédures diagnostiques et I'avis d’'un médecin.

La contamination bactérienne des échantillons ou leurs cycles répétés de congélation/ décongélation peuvent modifier les résultats du dosage.
Afin d’obtenir des résultats fiables, il faut suivre strictement le mode opératoire et effectuer les manipulations de fagon appropriée. En
particulier, la précision et le soin apportés durant les phases de reconstitution et de distribution des réactifs ainsi que d’aspiration sont
indispensables a la fiabilité du test.

Des résultats qui ne sont pas reproductibles sont dus principalement a des erreurs de manipulation comme par exemple:

- échange de bouchons entre les flacons

- utilisation du méme embout pour prélever dans différents flacons ou distribuer les différents échantillons

- flacons restés trop longtemps ouverts

- exposition des réactifs ou des échantillons a une température élevée ou a de fortes sources de contamination bactérienne

- aspiration inadéquate du mélange d'incubation

- contamination du bord des tubes avec le traceur ou avec les échantillons

- oscillations accidentelles ou mauvais entretien du compteur gamma

- mélange de réactifs provenant de lots différents.
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1- RECONSTITUER LES REACTIFS.

2- EFFECTUER LA PRODUCTION D’ANGIOTENSINE | PENDANT 90 MIN A 37°C DANS DES TUBES NON REVETUS.
3- IDENTIFIER AU MOYEN D’UN REPERE LES TUBES REVETUS EN DOUBLETS POUR LE DOSAGE RIA.

4 - DISTRIBUER LES REACTIFS EN FONCTION DU SCHEMA SUIVANT PUIS AGITER LE MELANGE D’INCUBATION:

SCHEMA DU DOSAGE

TUBES . ECHANTILLONS, ECH.
] ETALONS 0-5
REACTIFS BLANCS
ETALONS 50 ul -
ECHANTILLONS - 50 L
TRACEUR 500 pL 500 pL

5- INCUBER DE 3 A 24 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE.

6- ASPIRER SOIGNEUSEMENT LE MELANGE D'INCUBATION.

7 - MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.
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ANGIOTENSIN I RIA

Methode zur Messung der Plasma-Renin-Aktivitidt (PRA)
durch quantitative radioimmunologische Angiotensin I-Bestimmung
in Humanplasma

Nur fiir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Renin ist ein proteolytisches Enzym mit einem Molekulargewicht von etwa 40.000 Daltons, das in den juxtaglomerularen Zellen der Niere
gebildet wird. Durch seine Wirkung entsteht aus Angiotensinogen das Dekapeptid Angiotensin | mit einem Molekulargewicht von etwa 1.300
Daltons. Angiotensin | wird durch Einwirkung des Converting Enzyms (ACE) in das biologisch aktive Oktapeptid Angiotensin Il umgewandelt.
Angiotensin |l besitzt eine sehr kurze Halbwertzeit, hat aber die starkste uns bekannte vasopressorische Wirkung. Hauptwirkungen sind:
Vasokonstriktion, Stimulation des sympathischen Nervensystems und Anregung der Aldosteronausscheidung.

Da jedoch die Angiotensin |-Konzentration in direkter Beziehung zur Plasma-Renin-Aktivitat steht, hat die Plasma-Reninbestimmung bei der
Bewertung des Renin-Angiotensin-Systems grofle Wichtigkeit erlangt. Die Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitdit (PRA) bei
Hochdruckpatienten ist von besonderer Wichtigkeit bei der Differentialdiagnostik von primarem und sekundarem Aldosteronismus.

Die Reninsekretion wird durch Angiotensin Il und ADH, Natrium- und Kalium-Retention und erhéhten Niereninnendruck gehemmt. Natrium- und
Kalium-Mangel, erniedrigter Niereninnendruck und Sympathikuseinflisse steigern die Reninsekretion.

2. TESTPRINZIP

Die Renin-Aktivitat wird mittels eines Angiotensin I-Radioimmunoassays ermittelt. Die wesentlichen Schritte der Testdurchflihrung sind:

- Bildung von Angiotensin | unter optimalen Bedingungen (Vorhandensein von PMSF-Enzymhemmer) wahrend der ersten Inkubation bei
37°C.

- Angiotensin I-Radioimmunoassay (Coated Tubes) mit einem bei 37°C inkubierten und einem nichtinkubierten Ansatz als Probenleerwert.

Das Prinzip dieses Radioimmunoassays basiert auf der Kompetition zwischen markiertem Angiotensin | und Angiotensin | in den Kalibratoren

oder Proben um eine begrenzte Zahl an die Réhrchenwand gebundener Antikérperbindungsstellen. Nach der RIA-Inkubation ist die Menge des

wandgebundenen markierten Angiotensins | umgekehrt proportional zur Konzentration des freien Angiotensins in den Kalibratoren oder

Proben. Als Trennmethode wird die Coated Tube-Technik verwendet, bei der die Antikdrper an der R6hrcheninnenflache fixiert sind.

3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Réhrchen 100

"2 J-markiertes Angiotensin | 2 Flaschchen
Angiotensin |-Kalibratoren 6 Flaschchen
Kontrollplasma 1 Flaschchen
Reaktionspuffer 1 Flaschchen
Enzymhemmer (PMSF) 1 Flaschchen
Anzahl der Bestimmungen 100

LAGERUNG: Die Testpackung bei 2-8°C lagern! Nicht einfrieren. Nach dem Offnen sind alle Reagenzien des Kits bei entsprechender
Lagerung bis zum Verfalldatum des Kits stabil. Der Kit wurde fiir die Durchfiihrung von 3 analytischen Testserien entworfen, wenn die
Reagenzien gemél3 den Anweisungen des Herstellers aufbewahrt werden.

Die Reagenzien sind nicht nach dem Verfalldatum zu benutzen. Das Verfalldatum des Kits befindet sich auf der Verpackung und ist identisch
mit dem Verfalldatum des Tracers. Die Verfalldaten der einzelnen Reagenzien sind jeweils auf den Flaschenetiketten angegeben.

Die Reagenzien unter Vermeidung von Schaum auflésen. Nie unterschiedliche Reagenzienchargen miteinander mischen!

3.1. Beschichtete Réhrchen

Die Innenflache der Roéhrchen ist mit biotinyliertem 1gG (Kaninchen) gegen Angiotensin I-Konjugat beschichtet. Vor Gebrauch die Réhrchen in
der ungedffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von Kondenswasser auf der Oberfldche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte Réhrchen in der Dose lagern. Die Dose gut verschlieen. Nie verschiedene Chargen beschichteter R6hrchen miteinander
mischen.

3.2. ' J-markiertes lleu-5-Angiotensin | (rot) (lyophilisiert)

Jedes Flaschchen enthalt das mit '2°J markierte Hormon, Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Stabilisatoren, Konservierungsmittel und einen
inerten roten Farbstoff. Die Radioaktivitat betragt max. 81 kBq (2,2 uCi) pro Flaschchen am Tag der Kalibration. Den Inhalt jedes Flaschchens
in 26 mL Aqua dest. aufldsen und portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter).

3.3. lleu-5-Angiotensin I-Kalibratoren (lyophilisiert)

Die Flaschchen enthalten Rinderserumalbumin, Phosphatpuffer, Konservierungsmittel und Angiotensin | mit den folgenden Konzentrationen: 0
-0,3-1-3-10-50 ng/mL. Den Inhalt der Flaschchen in 1 mL Aqua dest. auflésen und portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter). Die
Kalibratoren des Kits sind mit den untersuchten Proben umschaltbar, wenn sie mit den Reagenzien und der Testdurchfiihrung dieses In-vitro
diagnostischen Tests verwendet werden, gemél den Anweisungen des Herstellers.
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3.4. Kontrollplasma (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthadlt Humanplasma und Konservierungsmittel. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem Analysenzertifikat
angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fur Kontrollwerte festgelegt wurden, die in zuverlassigen Testdurchgangen erhalten werden
koénnen.

Den Inhalt des Flaschchens in 2 mL gekihltem Aqua dest. auflésen. Es ist darauf zu achten, dass die Temperatur von 4°C nicht Uberschritten
wird. Zur Lagerung portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter). Das Kontrollplasma muss wie eine Probe behandelt werden und Angiotensin |
muss vor der Bestimmung 90 Min. bei 37°C freigesetzt werden.

3.5. Reaktionspuffer (blau) (gebrauchsfertige Losung)
Das Flaschchen enthalt 4 mL Zitratpuffer-Losung, Stabilisatoren, Konservierungsmittel und einen inerten blauen Farbstoff.

3.6. Enzymhemmer (PMSF) (gebrauchsfertige Losung)
Das Flaschchen enthélt 1,0 mL &thanolische (R 11, S 7, S 16) PhenylmethylsulfonylFluorid-5%-L6sung (PMSF) (R 23/24/25, S 36, S 45).
Tritt bei 2-8°C Kiristallisierung auf, ist die Losung auf 37°C zu erwarmen.

4. ERFORDERLICHE GERATE UND MATERIALIEN (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

- Agqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Glasbehalter.

- Plastikrohrchen fiir den einmaligen Gebrauch.

- Rohrchen-Stander.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 50, 200, 500 uL) (10, 50 pL: Richtigkeit + 3%, Prazision 2%; 200, 500 pL: Richtigkeit + 2%, Prazision
1%).

- Vortex-Mischer.

- Wasserbad mit Thermostat (37° + 1°C).

- Absaugvorrichtung zum Absaugen der Inkubationsmischung.

- Gammacounter um das '?®J-Jod zu zahlen (Anlegen der Counter-Offnung: 15-80 keV - Counter-Leistungsfahigkeit: 70% - Zahlungszeit:
1 Min.). Wenn die Counter-Leistungsfahigkeit kleiner als 60% ist, muss die Zahlungszeit verlangert werden (2 Min.).

5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Probengewinnung

Die Vorschriften zur Vorbereitung der Patienten und der Blutentnahme sollten genauestens eingehalten werden. Das Blut wird in vorgekuhlten
Roéhrchen mit Natrium-EDTA als Antikoagulanz gesammelt.

Heparin als Antikoagulanz darf nicht benutzt werden, da es die Angiotensin-I-Erzeugung hemmt. EDTA hingegen ist auch wegen seiner
unterstiitzenden Wirkung auf die Hemmung des Converting Enzyms sehr geeignet.

Zur Gewinnung des Plasmas mussen die Proben (bei ca. 2000 g)kalt zentrifugiert werden. Die Proben, die Teilchen in Suspension aufweisen,
triib oder lipamisch sind, oder Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren klaren. Weder stark hamolytische oder lipamische
Proben, noch Proben mit Teilchen in Suspension oder eindeutiger Mikrobenkontamination verwenden! Werden die Bestimmungen nicht sofort
durchgefiihrt, kénnen die Proben portioniert tiefgefroren werden (—20°C oder kalter). Sind die Proben aufgetaut worden, vor der Bestimmung
vorsichtig schutteln. Beim Auftauen ist darauf zu achten, dass die Temperatur von 4°C nicht Uberschritten wird. Wiederholtes Tiefgefrieren und
Auftauen vermeiden!

Angiotensin I-Erzeugung
Die Erzeugung von Angiotensin | wird bei pH 6,0 unter optimalen Bedingungen durchgefiihrt. Die Vorteile der Inkubation bei pH 6,0 sind eine
bessere Empfindlichkeit fiir Proben mit niedriger Renin-Aktivitdt und die mogliche Reduzierung der Inkubationszeit. Diese ausgewahlten
Bedingungen erlauben es, mit minimaler Probenverdinnung zu arbeiten und somit den Verdiunnungseffekt auf die Angiotensin |-
Erzeugungskinetik zu reduzieren.
- Die folgenden Reagenzien in ein gekuhltes unbeschichtetes Rohrchen bei strengster Einhaltung der angegebenen Reihenfolge
pipettieren:
500 uL Probe
10 uL PMSF
50 pL Reaktionspuffer.
- Mit einem Vortex-Mischer mischen. Jede Probe wird in zwei 200 plL-Ansatze aufgeteilt. Die erste wird in ein Eisbad gestellt
(Probenleerwert), wahrend die zweite bei 37°C 90 Min. im Wasserbad inkubiert wird.

Die vorgeschlagene Angiotensin I-Erzeugungszeit ermdglicht die Messung der Plasma-Renin-Aktivitét bei vielen pathologischen Zusténden.
Sollten héhere oder niedrigere Werte erwartet werden, so ist die Erzeugungszeit entsprechend zu erniedrigen oder zu erhéhen (Abb. 1).

- Nach der 37°C-Inkubation missen die Réhrchen sofort in ein Eisbad gestellt werden.
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6. TESTDURCHFUHRUNG

Den Test auf Raumtemperatur (20-25°C) in Doppelbestimmungen durchfiihren. Die Kalibratoren missen direkt im Radioimmunoassay mit
beschichteten Réhrchen getestet werden, ohne Angiotensin | zuerst freizusetzen. Die Bestimmung der Kalibratoren ist fur jede Proben-Serie
durchzufiihren. Kalibratoren und Proben unter den gleichen Bedingungen testen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzogerungen zwischen den einzelnen Versuchsschritten durchfiihren.
Fir jede Pipettierung der Kalibratoren und der Proben saubere Einmalspitzen benutzen.

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten R6hrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach folgendem Schema:

Rohrchen Kalibratoren Proben +
Reagenzien 0-5 Leerwerte
Kalibratoren 50 uL -
Proben — 50 ul
Tracer 500 puL 500 pL

- Den Inhalt der Réhrchen vorsichtig mit einem Vortex-Mischer mischen und 3-24 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren.

- Inkubationsmischung vorsichtig absaugen. Es ist zu (iberpriifen, ob die Fliissigkeit vollstdndig eliminiert ist, indem man sich versichert, dass
die Absaug-Pipettenspitze den Boden der beschichteten R6hrchen beriihrt. Das Vorhandensein von Trépfchen, die an die Wénde der
beschichteten R6hrchen heften, kann schwer reproduzierbare oder unglaubhafte Ergebnisse verursachen. Kein Farbstoff soll sichtbar sein.

- Die Radioaktivitat der Rohrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
Die mittlere Nettozahlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/Bo%-Quotienten nach folgender Formel ausrechnen:

B/Bo% = Mittlere Zahlrate von Proben oder Kalibratoren %100

Mittlere Zahlrate des Nullkalibrators

Auf halblogarithmischem Papier die mittlere Prozentwerte jedes Kalibrators auf der Ordinate (y-Achse) in Funktion zur Angiotensin I-
Konzentration ausgedriickt in ng/mL auf der Abszisse (x-Achse) auftragen. Durch Verbinden der Punkte wird eine Kalibrationskurve erstellt
(Abb. 2).

Um die Angiotensin |-Konzentrationen zu ermitteln, wird die Konzentration des entsprechenden im Eisbad aufbewahrten Probenleerwertes von
jedem Wert der bei 37°C inkubierten Proben subtrahiert.

Da die Proben mit dem Reaktionspuffer 1:1,12 verdiinnt wurden, werden die erreichten Angiotensin I-Konzentrationen mit dem Faktor 1,12
multipliziert.

Die Plasma-Renin-Aktivitat wird als ng freigesetztes Angiotensin I/mL/Stunde berechnet.

(ng 37°C ng—-4°C)x 1,12

PRA = = ng/mL/Stunde. (1)

Inkubationsstunden

Bei 1,5 Std. Angiotensin |-Erzeugungszeit vereinfacht sich die Formel (1) wie folgt:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/Stunde.
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Den Angiotensin I-Wert jeder unbekannten Probe direkt aus der Kalibrationskurve ablesen.
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Abb. 1 - Uberpriifung der Linearitit der Angio- Abb.2

tensinerzeugung in Abhangigkeit von der Zeit
bei 37°C, pH 6,0.

Berechnungsbeispiel
Nachfolgende Daten gelten lediglich als Beispiel und diirfen nicht zur Ermittlung der tatsdchlichen Ergebnisse benutzt werden.

Bezeichnung cpm B/Bo x 100

Nullkalibrator 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0
1 ng/mL 14.519 75,5
3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2115 11,0
Probenleerwert 17.499 91,0
Probe 9.038 47,0

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fir die bei 37°C inkubierte Probe eine Konzentration von 3,5 ng/mL ermittelt; der dazugehdrige
Leerwert betragt 0,3 ng/mL. Da die Inkubationszeit 1,5 Stunden betrug, stellt sich die Berechnungsformel der PRA folgendermafien dar (1):

(3,5-0,3)x 1,12
1,5

PRA = = 2,39 ng/mL/Stunde.

8. ERWARTETE WERTE

Die nachfolgenden Werte sind lediglich als Anhaltswerte bei einer Natrium-Aufnahme von 100-150 mEqg/24 Stunden zu verstehen; jedes Labor
sollte eigene Referenzbereiche ermitteln.

Erzeugung bei pH 6,0 Liegend Stehend

PRA, ng/mL/Stunde 02-28 15-57

9. TESTMERKMALE

9.1. Analytische Spezifitait

Die analytische Spezifitat wird definiert als die Kapazitat des Tests, den Analyten genau zu bestimmen bei Vorhandensein von potentiellen
Interferenz-Faktoren in der Proben-Matrix (z.B. Hamolyse, Effekte der Proben-Behandlung), oder Kreuzreaktionen mit potentiell
interferierenden Analyten.
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Da in diesem Fall die Konzentration der zu untersuchenden Substanz in vitro freigesetzt und davon der Leerwert subtrahiert wird, ist die
Spezifitdt des verwendeten Antikdrpers nicht entscheidend.

Starker als die Kreuzreaktionen mit zirkulierenden angiotensindhnlichen Peptiden kdnnen Plasmaproteine des Probenleerwertes die
Sensitivitat des Tests vermindern. Der Probenleerwert ist die Summe der Teilwerte aus angiotensinahnlichen Proteinen und zirkulierendem
Angiotensin | und des durch die Erzeugung von Renin in der Zeit von der Probengewinnung bis zum Test entstandenen Angiotensins I.
Interferenzen. Kontrollstudien Uber potentiell interferierende Faktoren haben gezeigt, dass die Leistungen des Tests nicht durch Lipamie (bis
500 mg/dL Triglyzeride), Bilirubinamie (bis 20 mg/dL Bilirubin). Angiotensin I-Werte in Proben, die 1000 mg/dL Hamoglobin enthalten, sind etwa
10% niedriger als Angiotensin I-Werte in normalen Proben.

Kreuzreaktionen. Die nach Abraham berechneten Kreuzreaktionswerte in Prozent einiger angiotensinahnlichen Peptiden geben die Spezifitat
des verwendeten Antikorpers an.

- Angiotensin | 100%
- Angiotensin Il <0,1%
- Hepta- und Hexapeptide << 0,02%

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat kann auch als Nachweisgrenze ausgedriickt werden, d.h. die minimale Quantitat des Analyten, die durch den Test
bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 0,20 ng/mL bei einer Konfidenz-Grenze von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-
Konzentration berechnet, die man vom Nullkalibrator unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen unter dem Nullkalibrator.

9.3. Prazision

Zur Ermittlung der Wiederholprazision und der Vergleichprazision des Tests (d.h. Intra- und Inter-Assay) wurden verschiedene Probenpools
unterschiedlicher PRA-Werten untersucht.

Wiederholprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (ng/mL/Stunde) 2,3 8,8 13,5
Standardabweichung 0,17 0,48 1,34
Variationskoeffizient (%) 7,5 54 9,9

Vergleichprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (ng/mL/Stunde) 2,6 8,6 13,0
Standardabweichung 0,20 0,70 1,50
Variationskoeffizient (%) 7,7 8,1 11,5

9.4. Richtigkeit
Die Richtigkeit der Bestimmung wurde mit Verdliinnungs- und Wiederfindungstests gepriift.

Verdiinnungstest. Es wurden zwei Plasmaproben mit hohen Angiotensin I-Konzentrationen nach serieller Verdiinnung mit dem Nullkalibrator
getestet.

Verdinnung Erwa.rtete Erhal.tene % Wiederfindung
Konzentration, ng/mL Konzentration, ng/mL

leer - 17,5 -

1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6
leer - 8,5 -

1:2 4,25 4,4 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 94,1
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Wiederfindungstest. Zwei Plasmaproben mit einer niedrigen Angiotensin |-Konzentration wurden als solche und nach Zugabe bekannter

Mengen an Angiotensin | getestet.

Konz%eunﬂfe?t?obn?nneg/mL Konzei?r’\;ati:t)it,eng/mL Konzeirt?:tlitgr?,eng/mL % Wiederfindung

- - 11,2 -
1,5 7.1 7,0 98,6
5,0 10,6 10,7 100,9

25,0 30,6 30,0 98,0
- - 15,6 -
1,5 9,3 9,1 97,8
5,0 12,8 12,2 95,3

25,0 32,8 30,7 93,6

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Der PRA-Test ist nur diagnostisch wertvoll, wenn er unter Kontrolle der Natrium- und Kaliumzufuhr und Bericksichtigung der Kérperstellung bei
qer Probengewinnung durchgefiihrt wird. Die Reninsekretion beeinflussende Medikamente und Diuretika, Clonidin, Betarezeptorenblocker,
Ostroprogesterone und peripher wirksame Vasodilatatoren beeintrachtigen den Aussagewert des Tests.

Die Diagnose darf nicht auf der Basis des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden, sondern muss zusammen mit anderen klinischen
Untersuchungen, Diagnoseverfahren und nach dem Urteil des Arztes erfolgen.

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholte Tiefgefrieren- und Auftauen-Zyklen kénnen die Ergebnisse der Bestimmung
andern.

Die einwandfreie Beherrschung der Arbeitstechnik und die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung sind Vorraussetzung fiir die Erzielung
zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der Reagenzien und gutes Pipettieren und griindliches Absaugen ist zu
achten.

Nicht wiederholbare Proben kdnnen folgende Ursachen haben:

- Vertauschen der Flaschchenverschlisse.

- Verwendung derselben Pipettenspitze beim Pipettieren aus verschiedenen Reagenzflaschchen oder beim Pipettieren unterschiedlicher
Proben.

- Aufbewahren der Reagenzien oder Proben bei hohen Temperaturen (> 25°C) und bakterielle Kontamination.

- Bakterielle Kontamination durch zu langes Offenlassen der Flaschchen.

- Unzureichendes Absaugen der Réhrchen.

- Kontamination der Réhrchenrander durch Tracer oder Proben.

- Schlechte Detektorstandardisierung und fehlerhafte Bedienung des Counters.

- Verwendung von Reagenzien aus verschiedenen Chargen.

11. WARNUNGEN

Die Testkomponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Weil Natriumazid explosives Blei oder Kupferazid in Rohrleitungen
bilden kann, wird empfohlen, den Abfluss, nach dem Wegschitten von Substanzen, die Natriumazid enthalten, vollstandig mit Wasser
durchzuspulen (Council Directive 99/45/EC).

R22 -  Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R 31 -  Entwickelt bei Berlihrung mit Saure giftige Gase.

S28 — BeiBerlhrung mit der Haut sofort abwaschen mit vielem Wasser.

S45 —  Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich, dieses Etikett vorzeigen).

PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 — Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R 36/38 — Reizt die Augen und die Haut.

S 45 — Bei Unfall oder Unwohisein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, dieses Etikett vorzeigen).

Athylalkohol (Council Directive 99/45/EC):

R11 -  Leichtentzindlich.
S7 - Behalter dicht geschlossen halten.
S16 - Von Zindquellen fernhalten. Nicht rauchen.

Alle fir die Herstellung der Kit-Komponenten benutzten Serum- und Plasmaproben wurden analysiert und als nichtreaktiv fir HBsAg, Anti-HCV
und Anti-HIV-1/2 befunden. Da jedoch kein Prifverfahren Keimfreiheit wirklich garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft
als potentiell infektiés angesehen und dementsprechend vorsichtig behandelt werden.
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12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

- Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind im Labor verboten.

- Lésungen durfen nicht mit dem Mund pipettiert werden.

- Der direkte Kontakt mit potentiell infiziertem Material ist durch das Tragen von Laborkitteln, Schutzbrille und Einweghandschuhen zu
vermeiden. Nach Beendigung des Tests sollten die Hande grindlich gewaschen werden.

- Verspritzen oder Bildung von Aerosol sind zu vermeiden. Verschittete Reagenzien sollten mit 5%iger Natriumhypochlorit-Lésung entfernt
werden. Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um potentiell infektioses Material handeln kann.

- Alle Proben, biologischen Reagenzien und fiir die Testdurchfiihrung verwendeten Materialien miissen als potentiell infektiés angesehen
werden. Die Beseitigung des Abfalls ist nach den Vorschriften der zustdndigen Aufsichtsbehdrde sowie nach den Anweisungen des
verantwortlichen Amtes durchzufiihren. Abfall sollte verbrannt werden. Flissigkeiten missen mit Natriumhypochlorit dekontaminiert werden.
Dabei sollte das Natriumhypochlorit in einer Konzentration von 5% im Endgemisch vorliegen und mindestens 30 Minuten auf die zu
beseitigenden Materialien einwirken. Alle Materialien, die wieder verwendet werden sollen, missen mit einer Ubertriebenen (overkill)
Methode (USP 24, 2000, S. 2143) autoklaviert werden. Im Allgemeinen wird eine Stunde bei 121°C als angebrachte Sterilisationszeit
angesehen, dennoch wird jedem Benutzer empfohlen, die Wirksamkeit des Dekontaminationszyklus anfangs zu Uberprifen und
routinemagig biologische Indikatoren einzusetzen.

13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES

Reagenzien mit Jod-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hdchstens 2,1 uCi (76 kBq) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses
Materials sind entsprechende VorsichtsmaRBnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:

Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten, veterindrmedizinisch tatigen Tierarzten,
klinischen Labors oder Krankenhausern und nur fur klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests gestattet, bei denen kein interner oder
externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit Menschen oder Tieren stattfindet. Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und
Weitergabe des Materials unterliegen den Vorschriften und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory Commission bzw. des Staates, mit
dem diese Behdrde ein Abkommen zur Ausiibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir bestimmten Bereich zu beschranken.

Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.

Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.

Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

Verschlttetes Material aufwischen und den Bereich anschlieRend mit alkalischem Reinigungsmittel oder radiologischer
Dekontaminationslésung wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser spllen, bevor sie zusammen mit anderen
_ Laborbehéltern aus Glas ausgewaschen werden.

Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen
Sondergenehmigung.

WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann von der auf dem Etikett des Kartons und des Tracer-
Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-Flaschchens geben den
tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an, wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

aproODbd=
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RENCTK
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

1. PROBENLEERWERT IM EISBAD

ROHRCHEN |
| PROBEN 500 pL |_
{
| ENZYMHEMMER (PMSF) 10 uL |—
{
| REAKTIONSPUFFER 50 pL |_
\

INKUBATION: IM EISBAD.

2. ANGIOTENSIN I-ERZEUGUNG

ROHRCHEN I

PROBEN
PMSF 200 pL
REAKTIONSPUFFER

INKUBATION: 90 MIN. BEI 37°C.

\

EISBAD.

A

3. TESTANSATZ AUS R 1 UND R Il IM EISBAD IN BESCHICHTETEN ROHRCHEN

KALIBRATOREN, PROBENLEERWERTE (ANSATZ 1)
UND PROBEN (ANSATZ 2)

TRACER 500 pL

\

MISCHEN.

\

INKUBATION: 3-24 Std. BEl RAUMTEMPERATUR.

\

ABSAUGEN.
\

RADIOAKTIVITAT MESSEN.

50 pL
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KIT PARA LA DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA
DE LA ANGIOTENSINA|

Procedimiento para la medicion de
la actividad de la renina plasmatica (PRA)
mediante el ensayo cuantitativo de la angiotensina |
en muestras de plasma humano

Solo para uso in vitro

1. INTRODUCCION

La renina es una enzima proteolitica con un peso molecular de unos 40.000 daltons, producida por el aparato yuxtaglomerular del rifién. Esta
enzima divide su sustrato, el angiotensindgeno, formando un decapéptido, la angiotensina |, con un peso molecular de unos 1.300 daltons.
Después, este polipéptido es hidrolizado por la enzima de conversion (ACE) en el octapéptido biolégicamente activo, la angiotensina Il

El producto hormonal del sistema renina-angiotensina, la angiotensina Il, tiene una vida media biol6gica sumamente breve, pero es el agente
vasopresor conocido mas potente; sus efectos principales son la vasoconstriccion, la estimulacion del sistema nervioso simpatico y la
estimulacion de la secrecion de la aldosterona por parte de la glandula suprarrenal.

Dado que los niveles de angiotensina | son una representacion directa de la actividad de la renina plasmatica, la mediciéon de ésta ultima ha
sido adoptada ampliamente para evaluar el sistema renina-angiotensina en condiciones patoldgicas. La medicién de la actividad de la renina
plasmatica (PRA) en los hipertensos es de ayuda importante en el diagnostico diferencial de aldosteronismo primario y secundario.

Varios factores influyen en la secrecion de la renina plasmatica, que es inhibida por los niveles plasmaticos de angiotensina Il y de ADH, por
una retencion mas alta de sodio y potasio y por una mayor presion de perfusién renal. Por otra parte, una falta de sodio y potasio, una
reducida presién de perfusién renal y la actividad del sistema nervioso simpatico inducen una mayor secrecién de renina.

2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La medida de la actividad de la renina plasmatica esta basada en el ensayo radioinmunolégico de la angiotensina |. Dos son las fases

esenciales del procedimiento:

— formacion de angiotensina | en muestras de plasma mediante incubacion a 37°C en condiciones adecuadas para prevenir la degradacion
enzimatica de la angiotensina | (presencia del inhibidor enzimatico PMSF) y consideradas las mas indicadas para la actividad de la renina
plasmatica

- ensayo radioinmunolégico de angiotensina | en tubos recubiertos en dos alicuotas de la misma muestra, una incubada a 37°C para la
formacion de angiotensina | y una no incubada (blanco de la muestra).

El principio del ensayo radioinmunolégico consiste en la competicion entre angiotensina | marcada y angiotensina | contenida en los
calibradores o en las muestras para el nimero fijo y limitado de sitios anticorpales. Después de la incubacion RIA, la cantidad de angiotensina
| marcada enlazada al anticuerpo fijado en los tubos recubiertos es inversamente proporcional a la concentraciéon de angiotensina | no
marcada presente en los calibradores o en las muestras. El método adoptado para la separacién libre/enlazado esta basado en el empleo de
los tubos recubiertos, en donde el anticuerpo esta fijado a las paredes de los tubos.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Tubos recubiertos 100
Angiotensina | marcada con "I 2 viales
Calibradores de angiotensina | 6 viales
Plasma de control 1 vial
Tampédn de formacién 1 vial
Inhibidor enzimatico (PMSF) 1 vial
Numero de ensayos 100

MODO DE CONSERVACION: A su llegada conserve el kit a 2-8°C. No congele. Después de la apertura, los reactivos de este kit son estables
hasta la fecha de caducidad del kit si se conservan de manera adecuada. El kit esta garantizado para 3 sesiones analiticas si los reactivos se
conservan segun las recomendaciones del fabricante.

No use los reactivos pasada la fecha de caducidad. La fecha de caducidad del kit esta escrita en la etiqueta exterior y corresponde a la fecha
de caducidad del trazador. La fecha de caducidad de cada componente esta indicada en las etiquetas de los respectivos viales.

Al reconstituir el contenido de los viales, agite delicadamente para evitar la formacion de espuma. No mezcle los reactivos provenientes de
lotes diferentes.

3.1. Tubos recubiertos

La superficie interior de cada tubo esta recubierta con IgG de conejo anti-angiotensina | biotinilada. En el momento del uso, ponga los tubos
recubiertos a temperatura ambiente antes de abrir el contenedor, para evitar condensaciones de humedad.

Los tubos no utilizados pueden ser conservados controlando que el contenedor esté bien cerrado. No mezcle lotes diferentes de tubos
recubiertos.
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3.2. lleu-5-angiotensina | marcada con '?I (roja): reactivo liofilizado

Cada vial contiene hormona marcada con "I, albumina sérica bovina, tampoén fosfato, estabilizadores, conservantes y un colorante rojo
inactivo. La radioactividad maxima es de 81 kBq (2,2 nCi) por vial en la fecha de calibracién. Reconstituya el contenido de cada vial con 26 mL
de agua destilada. Conserve la solucion que resulta en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores.

3.3. Calibradores de ileu-5-angiotensina I: reactivo liofilizado

Cada vial contiene cantidades crecientes de angiotensina |, albimina sérica bovina, tampén fosfato y conservantes. Reconstituya el contenido
de cada vial con 1 mL de agua destilada. Las soluciones que resultan contendran respectivamente 0 - 0,3 -1 -3 - 10 - 50 ng/mL y se deben
conservar en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores. Los calibradores del kit son conmutables con las muestras en examen
cuando se utilizan con los reactivos y con el procedimiento operativo de este test diagnéstico in vitro, segun las recomendaciones del
fabricante.

3.4. Plasma de control: reactivo liofilizado

El vial contiene plasma humano y conservantes. El rango de concentraciones de cada control aparece en el certificado de analisis, e indica los
limites definidos por DiaSorin para los valores de control que se pueden obtener a partir de ensayos fiables.

Reconstituya el contenido del vial con 2 mL de agua destilada fria, evitando que la temperatura supere los 4°C. Conserve la solucién que
resulta en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores.

El plasma de control se debe tratar como una muestra y la angiotensina | se debe formar durante 90 minutos a 37°C antes del ensayo.

3.5. Tampon de formacion (azul): reactivo listo para el uso
El vial contiene 4 mL de solucién de tampdn citrato, estabilizadores, conservantes y un colorante azul inactivo.

3.6. Inhibidor enzimatico (PMSF): reactivo listo para el uso
El vial contiene 1,0 mL de fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) al 5% (R 23/24/25, S 36, S 45) en solucion de etanol (R 11, S 7, S 16).
Si el producto a 2-8°C tiende a cristalizarse, caliéntelo a 37°C.

4. MATERIALES E INSTRUMENTOS REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

- Agua destilada y desionizada.

- Utiles de laboratorio de vidrio.

- Tubos de plastico desechables.

- Gradillas para tubos.

- Micropipetas con puntas desechables de 10, 50 pL (veracidad + 3%, precisién 2%) y 200, 500 uL (veracidad + 2%, precision 1%).

- Agitador Vortex.

- Bafo termostatico para mantener 37° + 1°C.

- Sistema para aspirar la mezcla de incubacion.

- Contador gamma para contar el iodo '?| (establecimiento de la ventana del contador: 15-80 keV - eficiencia del contador: 70% - tiempo de
cémputo: 1 min). Si la eficiencia del contador es inferior al 60%, el tiempo de codmputo debe ser prolongado a 2 min.

5. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Recogida de las muestras

Se recomienda estandarizar cuidadosamente la preparacion del paciente y las condiciones de recogida de la muestra. Se aconseja recoger la
sangre en tubos pre-refrigerados con EDTA sd6dico como anticoagulante. Las muestras de sangre no se deben recoger usando heparina como
anticoagulante, ya que ésta interfiere con la formacién de angiotensina I|. Por el contrario, el EDTA presenta la ventaja de ser un
anticoagulante eficaz y contribuir al mismo tiempo a la inhibicién de la enzima de conversion.

Las muestras se deben mantener a 2-8°C y centrifugar en frio a unas 2000 gravedades para separar el plasma. Clarifique por filtracion o
centrifugacion antes del ensayo las muestras que presenten material en suspension, opalescencia, lipemia o residuos eritrocitarios. No use
muestras fuertemente hemolizadas o lipémicas, ni muestras que presenten material suspendido o evidente contaminacion microbiana. Si el
ensayo no se lleva a cabo inmediatamente, las muestras se deben subdividir en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores
hasta el momento del ensayo. Si las muestras han sido descongeladas, agitelas con cuidado antes de realizar el ensayo, evitando que la
temperatura supere los 4°C. Evite repetidas congelaciones y descongelaciones.

Formacion de angiotensina |
La formacion de angiotensina | a pH 6,0 se desarrolla en condiciones optimales para la accidon de la renina plasmatica con la consiguiente
mejor sensibilidad para las muestras con baja actividad de la renina plasmatica y posible empleo de tiempo de formacién mas breve. Las
condiciones de formacion preelegidas permiten trabajar con la minima dilucion posible de la muestra, reduciendo el efecto de la dilucién en la
cinética de formacion de angiotensina I.
- Anfada los reactivos en tubos de formacion no recubiertos conservados en bafio de hielo, respetando estrictamente este orden:

500 pL de muestra

10 uL de PMSF

50 pL de tampon de formacion.
- Agite el contenido de los tubos en el Vortex y transfiera 200 uL de cada muestra a una segunda serie de tubos no recubiertos.
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- Incube la segunda serie de tubos en bafio termostatico a 37°C durante 90 minutos y mantenga la primera serie de tubos en bafio de hielo
(blancos de las muestras).
El tiempo de formacién sugerido es un tiempo medio que permite una formacion de angiotensina | suficiente para evaluar la mayor parte de
las condiciones fisiopatolégicas. Cuando se prevén valores mas altos o mas bajos, el tiempo de formacion puede ser respectivamente
abreviado o bien prolongado, ya que la cantidad de angiotensina | formada es una funcién lineal del tiempo (Fig. 1).

- Después de la incubacién a 37°C los tubos para la formacion de angiotensina | se deben transferir inmediatamente en bafio de hielo.

6. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Ponga los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes del ensayo. Prevea determinaciones por duplicado como minimo. Los
calibradores se deben usar directamente en el ensayo RIA con tubos recubiertos sin someterlos antes a la formacion de angiotensina I. Se
debe realizar la determinacién de los calibradores para cada serie de muestras analizadas. El procedimiento operativo debe ser exactamente
idéntico para los calibradores y para las muestras en examen.

Realice todas las fases del ensayo en el orden previsto, sin interrupcion.

Utilice puntas desechables nuevas para dispensar calibradores y muestras.

- Distribuya los reactivos en el fondo de los tubos recubiertos. Actie segun el siguiente esquema:

tubos
Calibradores 0-5 Muestras y blancos
reactivos
Calibradores 50 pL -
Muestras - 50 pL
Trazador 500 pL 500 pL

- Agite en el Vortex el contenido de los tubos e incube de 3 a 24 horas a temperatura ambiente.

- Aspire cuidadosamente la mezcla de incubacion. Verifique que el liquido sea eliminado completamente, controlando que la punta de la
pipeta de aspiracion toque el fondo de los tubos recubiertos. La presencia de gotas adherentes a las paredes de los tubos recubiertos
puede provocar baja reproducibilidad o resultados no fiables. No debe quedar traza del colorante.

- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcule la media de los computos para cada grupo de tubos después de haber substraido el valor del fondo. Exprese la media de los
cémputos de los calibradores y las muestras como porcentaje respecto al calibrador cero:

cémputo medio calibradores o muestras

B/Bo% = x 100

cémputo medio calibrador cero
Indique en un grafico semilog el porcentaje medio calculado para cada calibrador en la ordenada (eje de las y) en funcion de la concentracion
de angiotensina | expresada en ng/mL en la abscisa (eje de las x). De esta manera se obtiene una curva de calibracion (Fig. 2).
La actividad de la renina plasmatica (PRA) se calcula en ng de angiotensina | formados para mL por hora, con el procedimiento indicado:

- directamente de la curva de calibraciéon lea la concentracion de angiotensina | formada para cada muestra incubada a 37°C y para el
respectivo blanco de la muestra (conservado en bafio de hielo)

- reste del valor de cada muestra el valor del blanco correspondiente
- multiplique el valor obtenido por 1,12 ya que la muestra ha sido diluida inicialmente 1:1,12
- divida las concentraciones obtenidas por el tiempo de formacién expresado en horas:

PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 1,12

= ng/mL/hora. (1)
horas de incubacién

Para un tiempo de formacién de 1,5 horas la férmula (1) se puede simplificar asi:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/hora.
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Fig. 1 - Control de la linealidad de la formacién de

angiotensina | aumentando el tiempo de incu- Fig. 2

bacién a 37°C a pH 6,0. '
Ejemplo de calculo

Los siguientes datos deben ser considerados sélo un ejemplo y no deben usarse en lugar de los datos obtenidos por el utilizador.

Descripcion cpm B/Bo x 100

Calibrador cero 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0

1 ng/mL 14.519 75,5

3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2.115 11,0
Blanco de la muestra 17.499 91,0
Muestra 9.038 47,0

Interpolando de la curva de calibracion y aplicando la férmula (1), la muestra resulta contener una actividad de la renina plasmatica (PRA) de
2,39 ng/mL/hora.

(35-0,3)x 1,12
1,5

PRA =

= 2,39 ng/mL/hora.

8. DATOS CLINICOS

Los valores mostrados en la tabla siguiente son solamente indicativos para una aportacion de sodio de 100-150 mEq/24 horas. Se recomienda
a cada laboratorio que establezca sus propios intervalos de referencia.

Formacion a pH 6,0 Posicién supina Posicién erguida

PRA, ng/mL/hora 0,2-2,8 1,5-57
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9. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT

9.1. Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el analito ante la presencia de factores
potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, hemdlisis, efectos de tratamientos de la muestra) o de reacciones
cruzadas con analitos potencialmente interferentes.

Dado que, en este caso particular, la cantidad de sustancia que hay que ensayar se forma in vitro y el blanco de la muestra se resta, la
especificidad real del anticuerpo anti- angiotensina | no es critica.

En cualquier caso, mas que las interferencias con péptidos circulantes similes a la angiotensina, son las interferencias de las proteinas de la
muestra (blanco de la muestra) las que limitan la sensibilidad del ensayo. El blanco de la muestra incluye las aportaciones de proteinas similes
a la angiotensina y de la angiotensina | circulante y formada por la acciéon de la renina plasmatica incluso a bajas temperaturas desde el
momento de la recogida de la sangre hasta el momento del ensayo.

Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente interferentes han demostrado que las prestaciones del test no estan
influenciadas por lipemia (hasta 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta 20 mg/dL de bilirrubina). Los valores de angiotensina |
obtenidos con las muestras que contienen 1000 mg/dL de hemoglobina resultan aproximadamente del 10% inferiores a los valores obtenidos
con las muestras normales.

Reacciones cruzadas. Los porcentajes de reacciones cruzadas de algunos péptidos similes a la angiotensina, calculados segun Abraham,
muestran la especificidad del anticuerpo usado.

- Angiotensina | 100%
- Angiotensina Il <0,1%
- Eptapéptido, hexapéptido << 0,02%

9.2. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se puede expresar también como el limite de deteccion, es decir la cantidad minima de analito especifico que el test
puede detectar. El limite de deteccién es de 0,20 ng/mL al 95% de confianza. Ha sido calculado como la concentracién aparente de analito
distinguible del calibrador cero, es decir, dos desviaciones estandar por debajo de cero.

9.3. Precision

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido determinadas utilizando las
muestras de referencia en diferentes niveles de PRA.

Repetibilidad A B C
Numero de determinaciones 10 10 10
Media (ng/mL/hora) 2,3 8,8 13,5
Desviacion estandar 0,17 0,48 1,34
Coeficiente de variacion (%) 7,5 54 9,9
Reproducibilidad A B C
Numero de determinaciones 10 10 10
Media (ng/mL/hora) 2,6 8,6 13,0
Desviacion estandar 0,20 0,70 1,50
Coeficiente de variacion (%) 7,7 8,1 11,5
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9.4. Veracidad
La veracidad del ensayo ha sido controlada mediante los test de dilucién y recuperacion.

Test de dilucién. Se han determinado diluciones en serie de dos muestras de plasma de concentracion elevada de angiotensina | realizadas
en el calibrador cero.

Dilucion Concentracion Concentracion medida, % Recuperacion
esperada, ng/mL ng/mL

no diluido - 17,5 -
1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6

no diluido - 8,5 -
1:2 4,25 4,4 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 941

Test de recuperacion. Se han determinado dos muestras de plasma con baja concentracion de angiotensina | tanto no diluidas como
después de la adicion de cantidades crecientes de angiotensina I.

C_)qncentracién Concentracion Concentracion medida, % Recuperacion
adicionada, ng/mL esperada, ng/mL ng/mL

- - 11,2 -

1,5 7,1 7,0 98,6

5,0 10,6 10,7 100,9

5,0 30,6 30,0 98,0
- - 15,6 -

1,5 9,3 9,1 97,8

5,0 12,8 12,2 95,3

25,0 32,8 30,7 93,6

10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El significado clinico de la determinacién de la actividad de la renina plasmatica se puede invalidar si la aportacion diaria de sodio y potasio o
la postura del paciente no se tienen bajo control, o cuando se suministren farmacos como diuréticos, clonidina, agentes beta-bloqueantes,
estroprogestinicos, vasodilatadores periféricos, que alteran la secrecion de la renina plasmatica.

El diagnéstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar con otras pruebas clinicas,
procedimientos diagnosticos y con la opinién del médico.

La contaminacion bacteriana o las repetidas congelaciones/descongelaciones de las muestras pueden modificar los resultados del test.

Para obtener resultados fiables, es necesario respetar estrictamente las instrucciones de utilizacion y poseer una adecuada técnica manual.
En concreto, la precision y el cuidado en las fases de reconstitucion y distribucion de los reactivos y de aspiracion son indispensables para la
fiabilidad del ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodoldgicos, como por ejemplo:

- cambio de las tapas entre los viales

- uso de la misma punta para la recogida de diferentes viales o para dispensar diferentes muestras

- viales que se han dejado abiertos durante un largo periodo de tiempo

- exposicion de los reactivos o de las muestras a calor intenso o a fuertes fuentes de contaminacion bacteriana

- aspiracion inadecuada de la mezcla de incubacion

- contaminacion del borde de los tubos con el trazador o bien con las muestras

- oscilaciones casuales o mal mantenimiento del contador gamma

- intercambio de reactivos procedentes de diferentes lotes.
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11. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los componentes del kit contienen azida sédica como conservante. Ya que, la azida sédica puede formar azidas de plomo o de cobre
explosivas en las tuberias, se recomienda dejar fluir agua en abundancia en los desaglies después de la eliminacién de soluciones que
contengan azida sédica (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Nocivo por ingestion.

R 31 -  En contacto con acidos libera gases toxicos.

S28 - Encaso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.

S45 - En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).
PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 —  Nocivo por ingestion.

R 36/38 — Irrita los ojos y la piel.

S 45 — En caso de accidente o malestar, acudase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la etiqueta).
Etanol (Council Directive 99/45/EC):

R11 -  Facilmente inflamable.

S7 — Manténgase el recipiente bien cerrado.

S16 - Conservar alejado de toda llama o fuente de chispas. No fumar.

Todas las unidades de suero o plasma utilizadas para la fabricacion de los componentes de este kit se han analizado y se han determinado no
reactivas para HBsAg, para anti-HCV y para anti-HIV-1/2. Sin embargo, visto que ningun método puede asegurar que los agentes patdgenos
estén ausentes, todo el material de origen humano se deberia considerar potencialmente infeccioso y ser manipulado como tal.

12. NORMAS DE SEGURIDAD

- No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucion del ensayo.

- No pipetee las soluciones con la boca.

- Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de proteccion y guantes desechables.
Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

- Evite salpicaduras o formacién de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe eliminar con una solucién de
hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como material residuo potencialmente infeccioso.

- Todas las muestras, los reactivos bioldgicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben considerar capaces de
transmitir agentes infecciosos; por lo tanto, los residuos se deberan eliminar de acuerdo con las reglamentaciones de las agencias
autorizadas que tengan jurisdiccion sobre el laboratorio y con las normativas de cada pais. El material desechable debera ser incinerado;
los residuos liquidos deberan ser descontaminados con una solucién de hipoclorito sédico a una concentracion final del 5% durante media
hora como minimo. Cualquier material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un tratamiento de exceso (overkill)
(USP 24, 2000, p. 2143). Generalmente se considera que una hora a 121°C es un tiempo de esterilizaciéon adecuado; sin embargo se
recomienda a cada usuario que verifique la eficacia del ciclo de descontaminacion mediante una validacién inicial y el uso rutinario de
indicadores bioldgicos.

13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sédica
Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 2,1 puCi (76 kBq) de yodo-125. Para almacenar, manejar y desechar este material,
deben adoptarse las precauciones necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia genérica:
Este material radiactivo s6lo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos, veterinarios que practiquen la medicina veterinaria,
laboratorios clinicos u hospitales, y sélo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracion interna o externa del
material ni su radiacion a seres humanos ni animales. Su recepcioén, adquisicién, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la
licencia genérica de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comision haya llegado a un acuerdo para el ejercicio de su
autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada especificamente a tal efecto.
El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado Unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un detergente alcalino o una solucion
decontaminante radiolégica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua antes de lavarse con otros
recipientes de laboratorio.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia especifica:
La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y las condiciones de la licencia en
cuestion.
ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial
del trazador. La etiqueta de la caja y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha de la calibracion, mientras que el
impreso del interior del paquete indica la radiactividad tedrica del equipo.

o oD
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1- RECONSTITUYA LOS REACTIVOS.

2- REALICE LA FORMACION DE ANGIOTENSINA | DURANTE 90 MINUTOS A 37°C EN TUBOS NO RECUBIERTOS.

ESQUEMA DEL ENSAYO

3- MARQUE LOS TUBOS RECUBIERTOS POR DUPLICADO PARA EL ENSAYO RIA.

4 - DISTRIBUYA LOS REACTIVOS SEGUN EL SIGUIENTE ESQUEMA Y AGITE LA MEZCLA DE INCUBACION:

TUBOS MUESTRAS Y
CAL 0-5
REACTIVOS BLANCOS
CALIBRADORES 50 pL -
MUESTRAS - 50 pL
TRAZADOR 500 pL 500 pL

5- INCUBE DE 3 A 24 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE.

6- ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION.

7 - MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.

38




TESTE RADIOIMUNOLOGICO DA ANGIOTENSINA |

Procedimento para a medigdo da actividade da renina plasmatica (PRA)
mediante o teste quantitativo da angiotensina |
em amostras de plasma humano

S6 para uso in vitro

1. INTRODUGAO

A renina é uma enzima proteolitica com peso molecular de 40.000 daltons aproximadamente, produzida pela células do sistema
justaglomerular do rim. Esta enzima divide o seu substrato, o angiotensinogéneo, formando um decapéptido, a angiotensina |, de peso
molecular de 1.300 daltons aproximadamente. Este polipéptido €, em seguida, hidrolisado pela enzima de conversdo (ACE) no octopéptido
biologicamente activo, a angiotensina Il.

O produto hormonal do sistema renina-angiotensina, a angiotensina ll, tem uma meiovida biolégica extremamente curta, mas é o mais potente
vasoconstritor conhecido; os seus efeitos principais sdo a vasoconstricdo, a estimulagao do sistema nervoso simpatico e a estimulagdo da
secregao da aldosterona pelas glandulas supra-renais.

Dado que os niveis de angiotensina | sdo uma representagéo directa da actividade da renina plasmatica, a sua medicdo foi amplamente
adoptada para avaliar o sistema renina-angiotensina em condigdes patolégicas. A medigdo da actividade da renina plasmatica (PRA) nos
hipertensos é uma importante ajuda no diagndstico diferencial de aldosteronismo primario e secundario.

Diferentes factores influem na secregéo da renina, que € inibida pelos niveis plasmaticos de angiotensina Il e de ADH, pelo aumento da
retengao de sodio e potassio e pelo aumento da presséo de perfusado renal. Por outro lado, a deplegéo de sédio e potassio, uma baixa pressao
de perfuséo renal e a actividade do sistema nervoso simpatico induzem o aumento da secregao de renina.

2. PRINCiPIO DO ENSAIO

A medicao da actividade da renina baseia-se no teste radioimunolégico da angiotensina |. As fases essenciais do procedimento sdo duas:
- geragao de angiotensina | em amostras de plasma mediante incubagcdo a 37°C em condigbes capazes de prevenir a degradagao
enzimatica da angiotensina | (presenca do inibidor enzimatico PMSF) e consideradas as mais indicadas para a actividade da renina

- teste radioimunoldgico de angiotensina | em tubos revestidos em duas aliquotas da mesma amostra, uma incubada a 37°C para a geragao
e uma néo incubada (branco da amostra).

O principio do ensaio radioimunoldgico consiste na competicdo entre angiotensina | marcada e angiotensina | contida nos calibradores ou nas
amostras para o numero fixo e limitado de sitios de anticorpos. Apds a incubagdo RIA, a quantidade de angiotensina | marcada ligada ao
anticorpo fixado nos tubos revestidos é inversamente proporcional a concentragéo de angiotensina | ndo marcada presente nos calibradores
ou nas amostras. O método adoptado para a separagao livre/ligado baseia-se no uso de tubos revestidos, onde o anticorpo € ligado as
paredes dos tubos.

3. REAGENTES FORNECIDOS NO DISPOSITIVO

Tubos revestidos 100
Angiotensina | marcada com '*°| 2 frascos
Calibradores de angiotensina | 6 frascos
Plasma de controlo 1 frasco
Tampéo de geracao 1 frasco
Inibidor enzimatico (PMSF) 1 frasco
Numero de testes 100

ARMAZENAGEM: Depois da recepgdo, armazene o dispositivo a 2-8°C. N&o congele. Apoés a abertura, os reagentes deste dispositivo
permanecem estaveis até ao final do prazo de validade do dispositivo, se mantidos de modo adequado. O dispositivo foi projectado para
3 execugbes analiticas se os reagentes sdo mantidos consoante as recomendag6es do fabricante.

Néo utilize reagentes expirados. O prazo de validade do dispositivo esta descrito na etiqueta externa e corresponde ao prazo de validade do
marcador. O prazo de validade de cada reagente esta descrito na etiqueta de cada frasco.

Quando reconstituir o contetido dos frascos, agite devagarinho para evitar a formagédo de espuma. N&do misture reagentes de lotes diferentes.

3.1. Tubos revestidos

A superficie interna de cada tubo é revestida com IgG de coelho anti-angiotensina | biotinilada. Antes de usar, deixe os tubos revestidos a
temperatura ambiente antes de abrir a embalagem, para evitar condensagao de humidade.

Conserve os tubos néo utilizados certificando-se de que a embalagem esteja bem fechada. N&o misture lotes diferentes de tubos revestidos.

3.2. lleu-5-angiotensina | marcada com '?| (vermelho): reagente liofilizado

Cada frasco contém hormona marcada com '?°l, albumina sérica bovina, tampéo fosfato, estabilizadores, conservantes e um corante vermelho
inerte. A radioactividade maxima é 81 kBq (2,2 uCi) por frasco na data de calibragdo. Reconstitua o conteido de cada frasco com 26 mL de
agua destilada. Conserve a solugao resultante subdividida em aliquotas congeladas a —20°C ou a temperatura inferior.
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3.3. Calibradores de ileu-5-angiotensina I: reagente liofilizado
Os frascos contém quantidades crescentes de angiotensina |, albumina sérica bovina, tampdo fosfato e conservantes.
Reconstitua o conteudo de cada frasco com 1 mL de agua destilada. As solug¢des resultantes contém respectivamente 0 - 0,3-1-3 - 10 -
50 ng/mL e devem ser conservadas subdivididas em aliquotas congeladas a —20°C ou a temperatura inferior. Os calibradores do dispositivo
sdo comutaveis com as amostras em andlise quando foram utilizados com os reagentes e com o procedimento operativo deste teste de
diagnéstico in vitro, consoante as recomendagbes do fabricante.

3.4. Plasma de controlo: reagente liofilizado

O frasco contém plasma humano e conservantes. O intervalo de concentragbes de cada controlo é referido no certificado de analise e
indica os limites estabelecidos pela DiaSorin para os valores de controlo que podem ser obtidos em ensaios fidedignos.
Reconstitua o contetido do frasco com 2 mL de agua destilada fria, evitando que a temperatura ultrapasse 4°C. Conserve a solugao resultante
subdividida em aliquotas congeladas a —20°C ou a temperatura inferior.

O plasma de controlo deve ser tratado como uma amostra e a angiotensina | gerada por 90 min a 37°C antes do teste.

3.5. Tampao de geragao (azul): reagente pronto a usar
O frasco contém 4 mL de solugédo de tampéao citrato, estabilizadores, conservantes e um corante azul inerte.

3.6. Inibidor enzimatico (PMSF): reagente pronto a usar
O frasco contém 1,0 mL de fenilmetilsulfonil fluoreto a 5% (PMSF) (R 23/24/25, S 36, S 45) em solucéo de etanol (R 11, S 7, S 16).
Se o produto a 2-8°C tende a cristalizar, aquega-o a 37°C.

4. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

- Agua destilada e desmineralizada.

- Material de vidro.

- Tubos descartaveis de plastico.

- Suporte para tubos.

- Micropipetas com pontas descartaveis de 10, 50 pL (exactidao + 3%, precisao 2%) e 200, 500 pL (exactidao + 2%, precisao 1%).

- Agitador Vortex.

- Banho termostatico (37° + 1°C).

- Sistema para aspirar a mistura de incubacéo.

- Contador gama para contar o iodo '?| (definigéo da janela do contador: 15-80 keV - eficiéncia do contador: 70% - tempo de contagem:
1 min). Se a eficiéncia do contador é inferior a 60%, o tempo de contagem deve ser prolongado a 2 min.

5. COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Colheita das amostras

Recomenda-se a padronizagéo cuidadosa da preparagdo do doente e das condigdes de colheita das amostras. E aconselhavel recolher o
sangue em tubos pré-refrigerados com EDTA sédico como anticoagulante. As amostras de sangue ndo devem ser recolhidas usando heparina
como anticoagulante, ja que esta interfere na geragdo de angiotensina I. Ao contrario, o EDTA apresenta a vantagem de ser um eficaz
anticoagulante e de contribuir, ao mesmo tempo, para a inibigdo da enzima de conversao.

As amostras devem ser mantidas a 2-8°C e, depois, centrifugadas a frio a cerca de 2000 gravidades para separar o plasma. As amostras que
contém particulas solidas, turvas, lipémicas ou com fragmentos de eritrocitos podem necessitar de clarificagcao por filtragem ou centrifugagéo
antes de serem testadas. As amostras muito hemolisadas ou lipémicas, bem como as amostras que contém particulas sdlidas ou que exibem
evidente contaminagao bacteriana, ndo devem ser utilizadas. Se o teste nio for feito imediatamente, as amostras devem ser subdivididas em
aliquotas e congeladas a —20°C ou a temperatura inferior até ao momento do ensaio. Se as amostras estiverem congeladas, deixe-as
descongelar e misture bem antes de utilizar, evitando que a temperatura ultrapasse 4°C. Evite ciclos repetidos de congelagdo e
descongelagao.

Geragao de angiotensina |
A geragéo de angiotensina | com pH 6,0 ocorre em condigbes ideais pela ac¢do da renina, com consequente melhor sensibilidade para as
amostras de baixa actividade de renina e possivel utilizagdo de tempos de geragdo mais curtos. As condigbes de geragao escolhidas
permitem operar com a minima diluicdo da amostra possivel, reduzindo o efeito da diluicao sobre a cinética de geragéo de angiotensina .
- Adicione os reagentes em tubos de geragdo nao revestidos, mantidos em banho de gelo, respeitando rigorosamente esta ordem:
500 puL de amostra
10 pL de PMSF
50 uL de tampao de geragéo.
- Agite o conteudo dos tubos com um agitador Vortex e transfira 200 uL de cada amostra em uma segunda série de tubos nao revestidos.
- Incube a segunda série de tubos em banho termostatico a 37°C por 90 min e mantenha a primeira série de tubos em banho de gelo
(brancos das amostras).
O tempo de geragdo sugerido é um tempo médio que permite uma geragao de angiotensina | suficiente para avaliar a maior parte das
condigbes fisiopatolégicas. Quando estiverem previstos valores mais altos ou mais baixos, o tempo de geragdo pode ser respectivamente
abreviado ou prolongado, ja que a quantidade de angiotensina | gerada é uma fungéo linear do tempo (Fig. 1).
- Apos a incubagao a 37°C, os tubos de geragdo devem ser imediatamente transferidos em banho de gelo.
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6. PROCEDIMENTO DO TESTE

A distribuicdo dos reagentes deve ser feita a temperatura ambiente (20-25°C), efectuando determinagdes ao menos em duplicado. Os
calibradores devem ser usados directamente no teste RIA com tubos revestidos sem submeté-los a geracdo prévia de angiotensina | e devem
ser testados em cada série de amostras de doentes. Os calibradores e as amostras devem ser submetidos ao mesmo processo e tempo de
incubacao. Execute todas as etapas do teste na ordem apresentada, sem muita demora entre cada etapa.

Utilize uma ponta descartavel para dispensar cada calibrador e amostra.

- Distribua os reagentes no fundo dos tubos revestidos segundo o esquema abaixo:

tubos Calibradores Amostras
reagentes 0-5 e brancos
Calibradores 50 pL -
Amostras - 50 pL
Marcador 500 pL 500 pL

- Agite o conteudo dos tubos com um agitador Vortex e incube de 3 a 24 horas a temperatura ambiente.
- Aspire com cuidado a mistura de incubagdo. Verifique se o liquido foi eliminado completamente, controlando se a ponta da pipeta de
aspiragdo toca o fundo dos tubos revestidos. A presencga de gotas aderentes nas paredes dos tubos revestidos pode provocar baixa

reprodutibilidade ou resultados néo fiaveis. Nao devem permanecer residuos do corante.
- Meca a radioactividade dos tubos.

7. CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das contagens para cada grupo de tubos, apds ter subtraido o valor do fundo. Calcule a média das contagens de calibradores
e amostras como percentagem em relag@o ao calibrador zero:

B/Bo% =

contagem média de calibradores ou amostras

contagem média do calibrador zero

x 100

Coloque as coordenadas em papel semi-logaritmico e faga a curva utilizando a ordenada (eixo dos y) para o valor médio da percentagem
calculada para cada calibrador em fungéo da concentragéo de angiotensina | expressa em ng/mL na abscissa (eixo dos x). Desta forma
obtém-se uma curva de calibragao (Fig. 2).
A actividade da renina plasmatica (PRA) é calculada em ng de angiotensina | gerados por mL por hora, com o procedimento indicado:

- leia directamente da curva de calibragdo a concentragdo de angiotensina | gerada para cada amostra incubada a 37°C e para o respectivo

branco da amostra (mantido em banho de gelo)
- subtraia do valor de cada amostra o valor do branco correspondente
- multiplique o valor obtido por 1,12, pois as amostras tinham sido inicialmente diluidas 1:1,12
- divida as concentragdes obtidas pelo tempo de geragao expresso em horas:

(ng 37°C —ng 4°C) x 1,12

horas de incubagéao

= ng/mL/hora.

Para um tempo de geragdo de 1,5 horas, a equagéo (1) pode ser assim simplificada:

PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/hora.
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de angiotensina | aumentando o tempo de
incubacéo a 37°C com pH 6,0.

Exemplo de calculo
Os seguintes dados devem ser considerados apenas como um exemplo e ndo devem ser usados no lugar de dados obtidos pelo utilizador.

Descrigao Contagens B/Bo x 100

Calibrador zero 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0

1 ng/mL 14.519 75,5

3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2.115 11,0
Branco da amostra 17.499 91,0
Amostra 9.038 47,0

Interpolando da curva de calibragdo e aplicando a equagdo (1), a amostra resulta ter uma actividade da renina plasmatica (PRA) de
2,39 ng/mL/hora.

PRA = (3,5—0,3)X1,12
1,5

= 2,39 ng/mL/hora.

8. VALORES ESPERADOS

Os valores indicados na tabela abaixo sdo apenas indicativos para uma introdugéo de sodio de 100-150 mEq/24 horas. Recomenda-se que
cada laboratdrio estabelega seus proprios intervalos de referéncia clinicamente relevantes.

Geragao com pH 6,0 Posicao supina Posicao erecta

PRA, ng/mL/hora 0,2-2,8 1,5-57

9. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

9.1. Especificidade analitica

A especificidade analitica pode ser definida como a capacidade do teste de detectar com cuidado o analito especifico na presenga de factores
potencialmente interferentes na matriz da amostra (ex. hemdlise, efeitos de tratamentos da amostra) ou de reacgbes cruzadas com analitos
potencialmente interferentes.

Dado que, neste caso particular, a quantidade de substancia a testar é gerada in vitro e o branco da amostra é subtraido, a especificidade real
do anticorpo anti-angiotensina | ndo é critica.
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Entretanto, mais do que as reac¢des cruzadas por péptidos circulantes similes a angiotensina, séo as interferéncias das proteinas da amostra
(branco da amostra) a limitar a sensibilidade do teste. O branco da amostra inclui as contribuigdes de proteinas similes a angiotensina e da
angiotensina | em circulagéo e produzida pela acgao da renina mesmo com baixas temperaturas, do momento da colheita do sangue ao
momento do ensaio.

Interferéncias. Estudos controlados de substancias ou condi¢cdes potencialmente interferentes demostraram que o desempenho do ensaio
nao é afectado por lipemia (até a 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (até a 20 mg/dL de bilirrubina). Os valores de angiotensina |
obtidos com as amostras que contém 1000 mg/dL de hemoglobina resultam cerca de 10% abaixo dos obtidos com as amostras normais.

Reacgodes cruzadas. As percentagens de reacgbes cruzadas por alguns péptidos similes a angiotensina, calculadas segundo Abraham,
mostram a especificidade do anticorpo usado.

- Angiotensina | 100%
- Angiotensina Il <0,1%
- Heptapéptido, hexapéptido << 0,02%

9.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica também pode ser expressa como o limite de deteccao, ou seja, a quantidade minima de analito especifico detectavel
pelo teste. O limite de detecgdo é de 0,20 ng/mL com um limite de confianga de 95%. Este foi calculado como a concentragdo aparente de
analito que pode ser distinguida do calibrador zero, isto &, dois desvios padr&do abaixo do zero.

9.3. Precisao

Diferentes grupos de amostras, que contém diferentes niveis de PRA, foram testados para determinar a repetibilidade e a reprodutibilidade do
teste (isto &, a variabilidade intra e inter-ensaio).

Repetibilidade A B C
Ndamero de determinagdes 10 10 10
Média (ng/mL/hora) 2,3 8,8 13,5
Desvio padrao 0,17 0,48 1,34
Coeficiente de variagéo (%) 7,5 54 9,9
Reprodutibilidade A B C

Numero de determinagdes 10 10 10
Média (ng/mL/hora) 2,6 8,6 13,0
Desvio padrao 0,20 0,70 1,50
Coeficiente de variagdo (%) 7,7 8,1 11,5

9.4. Exactidao
A exactidao do teste foi controlada mediante os testes de diluicdo e recuperagao.

Teste de diluicdo. Foram testadas diluigbes em série de duas amostras de plasma que contém uma concentragédo elevada de angiotensina |
efectuadas no calibrador zero.

Diluigao Concentrigz/?l:fsperada, Concent;zcj‘i?_medida, % Recuperagao

puro - 17,5 —

1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6
puro - 8,5 —

1:2 4,25 4,4 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 94,1

43




Teste de recuperagao. Foram testadas duas amostras de plasma que contém uma baixa concentracdo de angiotensina |, quer puras, quer
apos ter adicionado quantidades crescentes de angiotensina I.

Concentragao Concentragao esperada,| Concentragao medida, o -
adicionada, ng/mL ng/mL ng/mL 7 Recuperagéo

- - 11,2 -

1,5 7,1 7,0 98,6

5,0 10,6 10,7 100,9

25,0 30,6 30,0 98,0
_ - 15,6 -

1,5 9,3 9,1 97,8

5,0 12,8 12,2 95,3

25,0 32,8 30,7 93,6

10. LIMITAGOES DO TESTE

O significado clinico da determinagédo da actividade da renina plasmatica pode ser invalidado se efectuado em doentes ndo mantidos em
condigbes controladas de postura, de introdugdo de sodio e potassio ou aos quais foram subministrados medicamentos como diuréticos,
clonidina, agentes beta-bloqueadores, estroprogestinas, vasodilatadores periféricos, que alteram a secregdo da renina.

O diagndstico ndo deve basear-se no resultado dum unico teste, mas deve ser determinado conjuntamente com outros dados clinicos e meios
de diagndstico, bem como em associagao com o parecer do médico.

Contaminagbes bacterianas ou ciclos repetidos de congelagéo e descongelagdo das amostras podem afectar os resultados do teste.

Para obter resultados fiaveis, € necessario seguir de maneira correcta as instrugdes de uso e possuir uma adequada formagao técnica. Em
especial, é essencial uma boa precisao na preparacao e distribuicdo dos reagentes e na aspiragéo da mistura de incubagéo.

Resultados n&o reprodutiveis podem ser devidos a erros de execugéo, tais como:

- troca das tampas dos frascos

- uso da mesma ponta para distribuir solu¢gdes ou amostras diferentes

- frascos deixados abertos durante um longo periodo de tempo

- exposicao dos reagentes ou amostras ao calor intenso ou a fontes de contaminagéo bacteriana

- aspiragao inadequada da mistura de incubagao

- contaminagao dos rebordos dos tubos com o marcador ou com as amostras

- oscilagdes casuais ou manutengéo inadequada do contador gama

- troca de reagentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS E PRECAUGOES
Os componentes do dispositivo contém azida sdédica como conservante. Dado que a azida sédica pode formar azidas de chumbo ou de cobre

explosivas nos tubos, é aconselhavel deixar fluir agua com abundancia nas descargas apds a eliminagao de solugbes que contém azida
saédica (Directiva 99/45/EC).

R22 - Nocivo por ingestao.

R 31 - Em contacto com acidos liberta gases toxicos.

S28 -  Apds contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.

S45 - Em caso de acidente ou de indisposic¢éo, consultar imediatamente o médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).
PMSF (Directiva 99/45/EC):

R 22 — Nocivo por ingestéo.

R 36/38 — Irritante para os olhos e pele.

S 45 — Em caso de acidente ou de indisposigao, consultar imediatamente o médico (se possivel mostrar-lhe o rétulo).
Etanol (Directiva 99/45/EC):

R11 -  Facilmente inflamavel.

S7 — Manter o recipiente bem fechado.

S 16 - Manter afastado de qualquer chama ou fonte de ignigdo. N&o fumar.

Todas as unidades de soro e plasma utilizadas para produzir os componentes deste dispositivo foram testadas para a presenca de HBsAg,
anti-HCV e anti-HIV-1/2 e os resultados encontrados foram néo reactivos. Contudo, como nenhum método pode oferecer seguranga absoluta
de que agentes patogénicos estejam ausentes, todas as amostras de origem humana devem ser consideradas potencialmente infecciosas e
manuseadas com cuidado.

12. REGRAS DE SEGURANGCA

- Na&o coma, beba, fume ou aplique cosméticos durante a execugao do teste.

- Nao pipete as solugbes com a boca.

- Evite o contacto directo com todos os materiais potencialmente infecciosos usando equipamentos de protec¢cdo como luvas descartaveis,
Oculos e aventais. Lave bem as méos no final de cada teste.
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- Evite salpicos ou formagéo de aerossois. Qualquer reagente derramado deve ser lavado com uma solugdo de hipoclorito de sddio a 5% e
tratado como material residual potencialmente infeccioso.

- Todas as amostras, os reagentes bioldgicos e os materiais utilizados nos testes devem ser considerados potencialmente capazes de
transmitir agentes infecciosos. Por isso, os residuos devem ser eliminados conforme as regras emitidas pelos 6rgéos autorizados que
administram o laboratério e conforme o regulamento especifico de cada pais. O material descartavel deve ser incinerado, os residuos
liqguidos devem ser descontaminados com uma solugéo de hipoclorito de sédio a 5% no minimo durante meia hora. Qualquer material
reutilizado deve ser autoclavado usando a abordagem de sobredestruigéo (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). Em geral, uma hora a 121°C &
considerado um tempo de esterilizagdo adequado, mas os utilizadores devem verificar a eficiéncia do seu sistema de descontaminacéo
através de validagao e utilizacao rotineira de indicadores bioldgicos.

13. REGRAS BASICAS DE SEGURANGA CONTRA RADIAGAO

Reagentes com lodo-125

Este kit contém material radioactivo que ndo excede 2,1 uCi (76 kBq) de iodo-125. Devem ser tomadas todas as precaugdes apropriadas e
usadas boas praticas laboratoriais no armazenamento, manuseamento e eliminagdo deste material.

Para médicos ou instituicdes que recebam radio-is6topos sob uma licenga geral:

Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria,
laboratorios clinicos e hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que ndo envolvam administragao interna ou
externa do material, ou a radiagao deste para seres humanos ou animais. A sua recepg¢ado, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia estéo sujeitos
aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do estado com o qual a Comisséo chegou a acordo
para o exercicio da autoridade reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area especificamente designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.

Nao pipete material radioactivo por via oral.

N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e em seguidas lavadas com detergente alcali ou solugdo de
descontaminagéo radiologica. Qualquer vidro usado deve ser enxaguado completamente em agua antes de lavar qualquer outro
material de vidro do laboratdrio.

Para médicos ou instituigbes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepgéo, uso, transferéncia e eliminagao de materiais radioactivos estao sujeitos aos regulamentos e condi¢gdes de sua licenga especifica.
ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e
no rétulo do frasco do tragador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de radioactividade na data de calibragem
enquanto a embalagem indica a radioactividade tedrica no kit.

o oD

ESQUEMA DO TESTE

1- RECONSTITUA OS REAGENTES.
2- EXECUTE A GERAGAO DE ANGIOTENSINA | POR 90 MIN A 37°C EM TUBOS NAO REVESTIDOS.

3 - IDENTIFIQUE OS TUBOS REVESTIDOS EM DUPLICADO PARA O TESTE RIA.

4 - DISTRIBUA OS REAGENTES DE ACORDO COM O ESQUEMA ABAIXO E AGITE A MISTURA DE INCUBAGAO:

TUBOS AMOSTRAS E
CAL 0-5
REAGENTES BRANCOS
CALIBRADORES 50 puL -
AMOSTRAS - 50 pL
MARCADOR 500 uL 500 uL

5- INCUBE DE 3 A 24 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE.

6- ASPIRE COM CUIDADO A MISTURA DE INCUBAGAO.
7 - MECA A RADIOACTIVIDADE DOS TUBOS.

45



ANGIOTENSIN | RADIOIMMUNASSAY KESZLET

Eljaras plazma renin aktivitas (PRA) mérésére
kvantitativ angiotensin | meghatarozassal
human plazmabal

Csak in vitro alkalmazasra

1. BEVEZETES

A renin, egy megkdzelitbleg 40,000 dalton molekulatdbmegil proteolitikus enzim, amely a vese juxtaglomerularis sejtjeib6l szabadul fel.
Egy enzim, az angiotensinogén egy megkézelitéleg 1,300 dalton molekula tomegl dekapeptid format, az angiotensin I-et hasitja le bel6le.
Ez a polipeptid egy Ujabb atalakité enzim (ACE) éltal iranyitott hidrolizis soran alakul at biolégiailag aktiv oktapeptid angiotensin Il-vé II.

Az antiotensin-renin rendszer hormonalis produktumanak, az angiotensin ll-nak, rendkivil rovid az in vivo felezési ideje, de ez a leghatasosabb
ismert vazopresszor; legfébb feladatai a vazokonstrikcio, a szimpatikus idegrendszer stimulalasa és a mellékvese aldoszteron szekrécidjanak
stimulalasa.

Mivel az angiotensin | szintje kdzvetlenll reprezentalja a plazma renin aktivitasat, a plazma renin aktivitds meghatarozasa széles korben
alkalmas a renin-angiotensin rendszer betegségeinek feltérképezésére. A plazma renin aktivitas mérése (PRA) magas vérnyomasban
szenvedd betegek esetén rendkivil fontos az elsédleges és masodlagos aldoszteronizmus differencial diagnosztikajaban.

A renin szekréciot kulénb6z6 fatorok befolyasoljak, melyek kodzil gatldo hatasuak a plazma angiotensin Il és ADH szintje, a megndvekedett
natrium- és kalium visszatartds és a megndvekedett renalis perfluziés nyomas. Ellentétben a natrium- és kalium kilrilése, csékkent renalis
perfuziés nyomas, a szimpatikus idegrendszer aktivitdsa mind-mind a renin szekréciét fokozza.

2. MEGHATAROZAS ELVE

Az angiotensin | radioimmunassay a renin aktivitds meghatarozasabdl all. Az eljaras f6 1épései a kdvetkezbk:

- angiotensin | generalasa plazmaban 37°C-os inkubaciéval olyan feltételek k6zott, melyek meggatoljak az angiotensin | degradaciéjat (jelen
Iévé PMSF enzim inhibitor) és alkalmasak a renin aktvitas szemiléltetésére

- angiotensin | bevonatos cséves radioimmunoassay két aliquot-tal ugyanazon mintabdl: egy 37°C-on inkubalt, generalt és egy nem inkubalt
(minta vak)

A radioimmunassay alapjat a jelolt angiotensin | és a kalibratorkban, illetve mintakban Iév6é angiotensin | fix és limitalt szamu antitest

kotéhelyért folytatott versengése képezi. A RIA inkubaciojat kdvetéen a megkdtédott jeldlt angiotensin | mennyisége forditottan aranyos a

kalibratorok és mintak jel6letlen angiotensin | koncentracidjaval. A metodika B/F szeparaciot alkalmaz, melynek alapjat az antitest-bevonatos
csovek képezik, amelyekben az antitest a cs6 falahoz van kotve.

3. AKESZLET TARTALMA

Bevonatos csdvek 100

12|l jelolt angiotensin | 2 lveg
Angiotensin | kalibratorok 6 Uveg
Kontroll plazma 1 lveg
Generalé puffer 1 lveg
Enzimatikus inhibitor (PMSF) 1 Giveg
Csovek szama 100

TAROLAS: Kézhez vétel utan 2-8°C-on tarolandé. Tilos lefagyasztani. A felbontatlan készlet reagensei megfelel6 térolas mellett lejarati ideig
eltarthaté. A készlet harom assay futtatasara alkalmas a gyarté altal ajanlott kériilmények k6zétt tarolva.

A reagensek lejarati id6 utan nem hasznalhatéak. A készlet kiils6 cimkéjén feltiintetett lejarati idé a tracer lejarati idejével egyezik meg.
Valamennyi komponens lejarati ideje a megfeleld liveg cimkéjén van feltiintetve.

Az liveg tartalméanak feloldasakor kertiilje a habképz&dést.
Kiilbnbbzé sorozatokbdl szarmazé reagensek 6sszekeverése tilos.

3.1. Bevonatos csovek

Valamennyi csé belsd felszine nyulban termeltetett biotinilalt angiotensin | IgG-vel van bevonva.

Hasznalat el6tt a felbontatlan dobozokban hozza szobahémeérsékletre a bevonatos cséveket, hogy elkeriilje a nedvességgel térténé
kondenzaciot.

Zarja le a tokéletesen a fel nem hasznalt cséveket a dobozban. Kiilbnb6z6 sorozatokbdl szarmazé bevonatos csévek nem keverhetéek.

3.2. "®|tel jelolt ileu-5-angiotensin I (piros): liofilizalt reagens

Valamennyi tiveg '®| —tel jeldlt hormont, BSA-t, foszfat puffert, stabilizatort, tartositot és semleges piros szinezéket tartalmaz. Radioaktivitasa
81 kBq (2.2 uCi), vagy ennél kisebb a kalibracio idején.

Oldja fel valamennyi Uveg tartalmat 26 mL desztillalt vizben. A kapott oldat kisebb részekre osztva, fagyasztva (—20°C vagy az alatt) tarolhato.
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3.3. lleu-5-angiotensin | kalibratorok: liofilizalt reagens

Valamennyi tiveg emelkedd mennyiségi, angiotensin I-t, BSA-t, foszfat puffert és tartdsitot tartalmaz. Oldja fel valamennyi tiveg tartalmat 1 mL
desztillalt vizben. A kapott oldatok 0 - 0.3 - 1 - 3 - 10 - 50 ng/mL koncentracidjuak és aliquotok-ra fagyasztva tarolhatéak (—20°C, vagy az alatt).
A készlet kalibratorai felcserélhet6ek paciens mintakkal az in vitro diagnosztikai teszt reagenseinek és a gyarto altal el6irt felhasznalé utasitas
felhasznalasaval.

3.4. Kontroll plazma: liofilizalt reagens

Az lGveg human plazma-t és tartositét tartalmaz. Minden egyes kontroll koncentraciétartomanya jelentésre keriil az elemzési igazolason, és jelzi
azokat a DiaSorin altal a kontrollértékek szamara megallapitott hatarértékeket, amelyek megbizhat6 assay-futtatasok soran szerezheték meg.
Oldja fel az Uveg tartalmat 2 mL leh(tétt desztillalt vizben, vigyazva arra, hogy annak a hémérséklete ne haladja meg a 4°C-ot.

A kapott oldat kisebb részekre osztva, fagyasztva (—20°C vagy az alatt) tarolhato.

A kontroll mintaként kezelendd, a meghatarozas elétt az angiotensin I-et generalni kell 90 percig 37°C-on.

3.5. Generalé puffer (kék): felhasznalasra kész
Az uveg 4 mL citrat puffert, stabilizatort, tartésitot és semleges kék szinezéket tartalmaz.

3.6. Enzimatikus inhibitor (PMSF): felhasznalasra kész
Az liveg 1.0 mL 5%-os fenil-metil-szulfonil fluorid (PMSF) (R 23/24/25, S 36, S 45) etanol oldatot tartalmaz (R 11, S 7, S 16).
Ha 2-8°C-on kristalyok jelennek meg, melegitse a PMSF oldatot 37°C —ra.

4. SZUKSEGES ESZKOZOK ES ANYAGOK, MELYEKET A KESZLET NEM TARTALMAZ

- Destztillalt, vagy deionizalt viz.

- Uvegeszkdzok.

- Egyszer hasznalatos polisztirén csovek.

- Teszt csé tarto.

- Mikropipetta eldobhaté hegyekkel (10, 50, 200, 500 uL) (10, 50 pL: pontossag + 3%, precizitas 2%; 200, 500 pL: pontossag + 2%, precizitas
1%).

- Vortex mixer.

- Termosztalhatéo hémérséklet szabalyozos vizflird6é 37° + 1°C valasztasi lehetéséggel.

- Az inkubalé keverék leszivasara alkalmas eszkoz.

- " mérésére alkalmas gamma szamlalo (szamlalé ablak beallitasa: 15-80 keV — szamlalé teljesitménye: 70% - mérés ideje: 1 perc). Ha a
szamlalo teljesitménye 60% alatt van, a mérési id6t 2 percre kell névelni.

5. MINTAVETEL ES ELOKESZITES
Mintavétel

A koriltekintés a beteg el6készitésénél és a minta kezelésénél hangsulyozottan ajanlott. A vér vételére el6hiitdtt csdévek alkalmasak,
antikoagulasként natrium-EDTA alkalmazhaté

A vér minta nem vehetd heparint, mint antikoagulast tartalmazé csébe, mert az interferenciat okoz az angiotensin | generaciénal. Ellenben az
EDTA ajanlott, mint elbnybs hasznalhaté antikoagulans, mert egyidejlileg részt vesz az atalakito enzim gatlasaban.

A plazma nyeréshez a mintakat hidegen kell tartani és hidegen kell centrifugalni 2000 X g*-on. A partikulumokat, turbid részeket, lipémiat, vagy
vorosveértest tdrmelékeket tartalmazo részeket szlréssel, vagy centrifugalassal el kell tavolitani. Nagy mértékii hemolizist, vagy lipémiat
tartalmazé mintakat, valamint kivilrél mikrobioldgiai fert6zésnek kitett mintakat tilos feldolgozni. Ha az assay végrehajtasa nem torténik meg
azonnal, a mintakat aliquotokra kell osztani és azokat felhasznalasig fagyasztoban kell tarolni (—20°C, vagy az alatt). Ha a minta fagyasztva
volt, a felolvasztott mintat alaposan keverje 0ssze, miel6tt mérné, vigyazva arra, hogy azok hémérséklete ne haladja meg a 4°C-ot. Kerilje az
ismételt fagyasztas-olvasztast.

Angiotensin | generalas
Angiotensin | generaciot pH 6.0 alatt kell elvégezni optimalt feltételek mellet az alacsony aktivitasi mintakra nézve elvart jobb szenzitivitas,
valamint a legrévidebb generalasi id6t kell alkalmazni. A generalasi tényez6k kivalasztasanal a legkisebb minta higitast valassza, hogy a
higitasi effektust a lehetd leginkabb redukalja az angiotensin | kinetikajaban.
- Mérje a kdvetkezd reagenseket jégfurddn tartott nem-bevonatos csévekbe, pontosan betartva az idevonatkozé utasitasokat:
500 pL minta
10 uL PMSF
50 uL generalé puffer.
- A csoOvek tartalmat Vortex-el keverje 6ssze és mérjen 200 pL-t minden mintabdl egy masik sorozat nem bevonatos csébe.
- Inkubdlja a masodik sorozat csdvet 90 percig 37°C-os hémérsékletszabalyozds vizflirdén, mikdzben az els6 sorozatot a jégfirddn tartja
minta vak).
/(42 aja’nlott)generélési id6 egy éatlagos id6é, amely a PRA meghatarozashoz fiziopatolégias kérilmények kbtott elegends. Az ennél magasabb,
vagy alacsonyabb PRA ertékekhez az id6t nyujtani, vagy csGkkenteni kell
(Abra. 1).
- A 37°C-os inkubaciot kovetden a generalt csdveket azonnal helyezze jégfirdére.
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6. MEGHATAROZAS FOLYAMATA

Hozza valamennyi reagenst szobahémérsékletre (20-25°C) mérés el6tt. Végezze a méréseket duplikdtumban A kalibratorokat kozvetlenil kell
mérni a RIA mérés soran, nem szilkséges az angiotensin | generalas és valamennyi minta futtatasnal futtatni. A kalibratorok és mintak
kezelése és inkubacioja teljes mértékben megegyezik.

Minden assay-ben leirt |épés betartando6 és késedelem nélkul elvégzendd.

Tiszta, egyszer hasznalatos hegyet hasznaljon mind a kalibratorok, mind a mintak beméréséhez.

- Areagenseket a bevonatos csovek aljara mérje be. Dolgozzon a kdvetkez6 terv alapjan:

Csovek Kalibratorok Mintak
Reagensek 0-5 & vakok
Kalibratorok 50 uL -
Mintak - 50 pL
Tracer 500 pL 500 pL

- Keverje 6ssze a csovek tartalmat Vortex-el és inkubalja 3-24 éran keresztiil szobah&mérsékleten.

- Alaposan szivja le az inkubalt elegyet. Gy6z6djén meg rola, hogy a leszivé hegy érinti a csé aljat és valamennyi folyadék leszivasra kertilt.
Az el nem tavolitott oldat rontja a reprodukalhatésagot és hamis eredményhez vezethet. Nem szabad szinezéket latni a csében.

- Mérje a radioaktivitast a csdvekben.

7. EREDMENYEK SZAMITASA
Szamolja ki valamennyi cs6-par atlag beltésszamat. Szamolja ki a B/ Bo hanyados értékét valamennyi kalibratorra és ismeretlen mintara
vonatkozoéan a kovetkezd képlet alapjan:
Kalibrator, vagy minta atlag
B/Bo% = beltésszama x 100

Nulla kalibrator atlag beltésszama

Abrazolja semi-log milliméterpapiron a kalibratorokhoz tartozé atlagos szazalékértéket az ordinata-(y) tengelyen a hozza tartozé ng/mL-ben

megadott angiotensin | koncentracio fliggvényében (abszcissza, x- tengely). A kalibracios goérbe meghatarozasra kertlt (Abra. 2). A plazma

renin aktivitas (PRA) szamitasa ng generalt angiotensin I/mL/6ra mértékegységben a kdvetkezd séma alapjan torténik:

- kozvetlenil olvassa le a kalibracios gorbérdl a generalt angiotensin | koncentracidkat valamennyi minta esetén, mind a 37°C-on inkubalt
mintakra, mind a minta vakokra (jégfiirddn tartott) nézve.

- vonja ki a mintavak értékét a minta értékébdl.

- szorozza meg az értéket 1.12, mely az 1:1.12 minta higitast korrigalja.

- ossza el a kapott koncentraciét a generalasi idével (¢ra:

(ng 37°C - ng 4°C) x 1.12
Inkubacié ideje

PRA = = ng/mL/éra. (1)

g= 8 x 10™)(sugéar cm-ben megadva)(rpm
*g=(1118x 10" : ?
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A generalasi id6t 1,5 oranak valasztva a képlet egyszerisodik (1):
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0.747 = ng/mL/6ra.

y =978 x + 244 B/Bo
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- }/ o
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s r=0.994
L : ; . ; ; ;
0 1 2 3 0.3 1 3 10 50
Inkubacids id6é 37°C-on (6ra) Angiotensin I, ng/mL
Abra 1 - Az angiotensin | linearitasanak
ellendrzése megndvelt generacios idével 37°C-on, Abra 2
pH 6.0.

Szamitasi példa

A kévetkez6 adatok csak példaként szolgalnak és nem helyettesithetbek a felhasznald altal mért adatokba.

Megnevezés cpm B/Bo x 100
Nulla kalibrator 19,230 100
0.3 ng/mL 17,692 92.0
1 ng/mL 14,519 75.5
3 ng/mL 9,807 51.0
10 ng/mL 5,000 26.0
50 ng/mL 2,115 11.0
Minta vak 17,499 91.0
Minta 9,038 47.0

A kalibraciés gorbe interpolaciojabol és az egyenletbdl (1) a vizsgalt minta plazma renin aktivitasa 2.39 ng/mL/6ra.

(3.5-0.3)x1.12

PRA = 15 = 2.39 ng/mL/6ra.

8. VART ERTEKEK

Az alabb feltlintetett referencia tartomany csupan 100-150 mEqg/24 éra Na bevitelre vonatkozik; minden laboratérium szamara ajanlott sajat
referencia tartomany felallitasa.

Generalas pH 6.0 Gyenge pozitiv Erésen pozitiv
PRA, ng/mL/éra 02-28 15.57

9. SPECIFIKUS ANALITIKAI JELLEMZOK

9.1. Analitikai specificitas

Az analitikai specificitas az assay azon jellemzéje, hogy hitelesen képes a specifikus analit jelenlétét kimutatni a potencialis interferald
faktortényezok (pl. antikoagulans, hemolizis, gyégyszeres kezelés hatasa), valamint keresztreagald analitek k6zott a minta matrix-bol.

Minthogy az assay-ben in vitro sajatsagos kortilmények kézott kerliinek meghatarozasra az anyagok és a minta vak levonasra kerll az aktualis
angiotensin | antitest nem kritikus.

Mindamellett, hogy a peptidhez kotott keringd antitest keresztreakcidja nem jellemzd, a minta proteinek (minta vak) interferenciaja az assay
szenzitivitasban korlatokat jelenthet.
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Interferencia. Az ellen6rz6 mérés soran potencialis intreferdlé6 anyagok és interferencia tényezdk keriltek vizsgalatra és az assay-re nem
mutatott hatast a lipémia (500 mg/dL triglicerid koncentracioig), és a bilirubinémia (20 mg/dL bilirubin koncentracidig).

1000 mg/dL haemoglobint tartalmazé minta Angiotensin | koncentraciéja 10 %-al alacsonyabb a haemoglobint nem tartalmazé minta
Angiotensin | koncentraciojanal.

Keresztreakciok. A peptidhez kotott angiotensin szazalékos keresztreakcidja, Abraham szerint mutatja a hasznalt antitest specificitasat.

- Angiotensin | 100%

- Angiotensin Il <0.1%

- Heptapeptid, hexapeptid << 0.02%

9.2. Analitikai szenzitivitas

Az analitikai szenzitivitas a detektalas hataraként fejezhet6 ki, mely nem mas mint a specifikus analit minimalis mennyisége, amely az assay-
val kimutathatd. A detektalas hatara 0.20 ng/mL 95%-os konfidencia értéknél. Ez az analit koncentracié kiszamithaté, mint a nulla kalibratortol
két standard devianciaval eltérd érték.

9.3. Precizitas
Kulénb6z6 minta pool-ok, kilonbdzé PRA értékei kerlltek mérésre az assay ismételhet6ségének és reprodukalhatésaganak vizsgalatara
(sorozaton beliili és sorozatok kdzétti variabilitas).

Ismételhetdség A B C
Meghatarozasok szama 10 10 10
Atlag (ng/mL/éra) 2.3 8.8 13.5
Standard deviancia 0.17 0.48 1.34
Variacios koefficiens (%) 7.5 5.4 9.9
Reprodukalhatésag A B C
Meghatarozasok szama 10 10 10
Atlag (ng/mL/éra) 2.6 8.6 13.0
Standard deviancia 0.20 0.70 1.50
Variacios koefficiens (%) 7.7 8.1 11.5

9.4. Megbizhatosag
Az assay megbizhatosaga higitasi és visszanyerési teszttel ellendrizheté.

Higitasi teszt. Két magas angiotensin | koncentracioju plazma minta kerllt mérésre nulla kalibratorral térténé sorozathigitast kévetéen.

Higitas Vart koncentracio, Mért koncentracio, % Visszanyerés
ng/mL ng/mL

higitatlan - 17.5 -
1:2 8.75 8.6 98.3
1:4 4.38 4.5 102.9
1:8 2.19 23 105.1
1:16 1.09 1.1 100.6

higitatlan - 8.5 -
1:2 4.25 44 103.5
1:4 213 22 103.5
1:8 1.06 1.1 103.5
1:16 0.53 0.5 94.1
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Visszanyerési teszt. Két alacsony angiotensin | koncentracioju plazma kerilt mérésre névekvd mennyiségli angiotensin | hozzaadasat
kovetben.

koncggfrZi?go;:; /mL | Vart koncentracio, ng/mL Mért krc:g/crﬁﬂtrécié, % Visszanyerés

- - 1.2 —

1.5 71 7.0 98.6

5.0 10.6 10.7 100.9

25.0 30.6 30.0 98.0
- - 15.6 -

1.5 9.3 9.1 97.8

5.0 12.8 12.2 95.3

25.0 32.8 30.7 93.6

10. A MEGHATAROZAS KORLATAI

Klinikailag nem szignifikans, hibas eredményt kaphatunk PRA assay-val, amennyiben a beteg nem tartja kontroll alatt a natrium és kalium
bevitelt, vagy diuretikus, chlonidin, béta-blokkolé agenst tartalmazd, estroprogestogén-t, periférias értagitét szed, amely befolyasolja a renin
szekréciot.

A diagnozis felallitdasahoz nem elegend6 egyetlen teszt eredménye, figyelembe kell venni a klinikai leleteket és mas diagnosztikai vizsgalatokat
a klinikai déntéshozatal soran.

A bakterialis kontaminacid, vagy a minta tébbszori olvasztas-fagyasztasa befolyasolja az eredményeket.

Szakképzet személyzet és az utasitasok teljes korli betartasa sziikséges a megbizhatd eredmények eléréséhez. Kilondsen fontos a pontos
pipettazas és a tokéletes leszivas és mosas.

Nem reprodukalhat6é eredmények eredhetnek a kdvetkezd hibaforrasokbdl:

- az Uvegek kupakjainak 0sszecserélése

- ugyanazon hegy hasznalata kiilénb6z6 tvegekbdl, vagy mintakbdl torténd beméréskor

- hosszan nyitva tartott Gvegek

- magas hémérsékletnek, vagy bakterialis kontaminacionak kitett reagensek, vagy mintak

- inkubaciot kovetéen nem megfelel6 a csdvek leszivasa és mosasa

- acs6 peremének mintaval, vagy tracer-el tortén6 beszennyezése

- agamma szamlalé nem megfeleld kezelése

- nem azonos sorozatbdl szarmazé reagensek keverése.

11. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

A készlet néhany reagense sodium-azid-ot tartalmaz tartositoként. A sodium-azid 6lom és réz tartalmu vizvezetékekkel reakcioba lépve
robbanasveszélyes fém-azidokat képez, ezért a hulladékot b6 vizzel eressze le a felszabadulé azidok kitapadasanak megakadalyozasara
(Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Lenyelése karos.

R 31 — Savakkal kapcsolatba Iépve toxikus gazok szabadulnak fel.

S 28 — Borrel torténd érintkezését kdvetéen azonnal bé vizzel mossa le.

S 45 — Baleset, vagy rosszullét esetén azonnal forduljon orvoshoz.

PMSF (Council Directive 99/45/EC):

R 22 — Lenyelése karos.

R 36/38 — Irritdlja a szemet és a bért.

S 45 — Baleset, vagy rosszullét esetén azonnal forduljon orvoshoz.
Etanol (Council Directive 99/45/EC):

R 11 — Nagyon tlizveszélyes!

S7 - Tartsa szorosan zarédo konténerben.

S 16 — Tartsa tavol mindennemdi tizforrastdl. Tilos a dohanyzas.

Minden szérum és plazma donor egység, amelyet a készlet tartalmaz, ki lett vizsgalva és negativ eredményt adott HBsAg-re, HCV antitestre és
HIV %2 antitestre nézve. Bar az ellendrzés nagy pontossaggal térténik nem garantalhato, hogy valamennyi fert6z6 tényezé kimutatasra kerdl.
A készlet tartalmaz olyan human eredetli anyagokat is amelyek nem esnek tesztelés ala, a human eredetli anyagokat a potencialis infekciok
figyelembevételével, megfelel6 elévigyazatossaggal kell kezelni.

12. BIZTONSAGI ELOIRASOK

- Tilos a laboratériumban enni, inni, dohanyozni és kozmetikai szereket hasznalni.

- Tilos az oldatok szajjal torténd pipettazasa.

- Az anyagokat potencialis infektologiai forrasként kell kezelni, megfelelé véd6ruhazat, példaul laboratériumi kdpeny, védészemuveg, kesztyl
segitségével kerilni kell vellik a direkt kontaktust. Minden munkafolyamat végén alaposan mosson kezet.

- Kerilje a kicsapddast és az aeroszol képz6édést. Valamennyi kilottyent reagenst 5%-os Na-hipoklorittal mossa fel és kezelje potencialis
fert6z6forrasként.
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- Az assayben hasznalt valamennyi mintat, biolégiai reagenst és anyagokat potencialis infektoldgiai agensként kell kezelni. Ezért ezeket az
anyagokat a mindenkori szabalyoknak és iranyelveknek megfeleléen kell kezelni a laboratérium illetékesek és az orszagos szabalyok altal
el6irtak szerint. Az egyszer hasznalatos anyagokat el kell égetni, a folyékony hulladékot pedig dekontaminalni kell 5%-os végkoncentracioju
Na-hipoklorittal legalabb fél 6ran keresztil. Minden Gjrahasznalhaté targyat autoklavozni kell ,mindent el6l6” beallitassal (USP 24, 2000,
p. 2143). Minimum 1 éra 121°C rendszerint elegendd, de a felhasznalénak gondoskodnia kell a dekontamindlasi ciklus hatékonysag

ellenérzésérdl rutinban is hasznalt, érvényes bioldgiai indikatorral.

13. ALAPSZABALYOK RADIAKTiIV ANYAGOK KEZELESERE

I-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmi anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitdisa nem haladja meg a 2.1 pCi (76 kBq) értéket. Helyes el6készités
és megfeleld laboratoriumi gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és a hulladékkezelésnél.

Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez:

Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be, birtokolhatjak és hasznalhatjak human és allat gyogyaszatban, klinikai
laboratériumokban, vagy kérhazakban kizarélag in vitro klinikai, vagy laboratériumi tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati
szervezet kiilsé, vagy bels6 kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa, hasznalata, szallitdsa a U.S. Nuclear Regulatory

Commission szabalyozasa ala esik.

o eN=

A radioaktiv anyagokat korllhatarolt, specialisan jelolt tertileten kell tarolni.
A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.
Tilos a radioaktiv anyagok szajjal térténd pipettazasa.

A radioaktiv munkahoz kijelolt tertileten enni és inni tilos.

A terlletet, ahova radioaktiv anyag I6ttyen ki, fel kell t6rélni, majd alkali detergenssel, vagy radioaktivitast dekontaminalé oldattal kell felmosni.
Az Uvegedényeket alaposan ki kell dbliteni vizzel mielétt mas laboratériumi edénnyel egyitt keriilne mosasra.

A radioaktiv anyagok kezelésénél a kbvetkez6 specialis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitasanak és hulladékkezelésének szabalyozasa sajat szabalyozas ala esik.

FIGYELMEZTETES: A csomagolason feltiintetett radioaktivitds némileg eltérhet a doboz és a tracer cimkéjén feltiintetett értéktsl. A
dobozon és a tracer cimkéjén feltlintetett érték a csomag kalibraciojanak napjan aktualisan mért értéket mutatja, mig a csomagolas leirasa

a készlet teoretikus radioaktivitasat tartalmazza.

1-  REAGENSEK FELOLDASA.

A MERES SEMAJA

2- ANGIOTENSIN | GENERALAS 90 PERCIG, 37°C-ON NEM-BEVONATOS CSOVEKBEN.

3- RIA ASSAY BEVONATOS CSOVEK JELOLESE DUPLIKATUMBAN.

4 - REAGENSEK BEMERESE A KOVETKEZO SEMA SZERINT, MAJD AZ INKUBALANDO ELEGY KEVERESE:

CSOVEK o
KAL 0-5 MINTAK ES VAKOK
REAGENSEK
KALIBRATOROK 50 uL -
MINTAK - 50 uL
TRACER 500 pl 500 pl

5- INKUBACIO 3-24 ORAN KERESZTUL SZOBAHOMERSEKLETEN.

6- AZ INKUBACIOS ELEGY OVATOS LESUIVASA.

7 - A CSOVEK RADIOAKTIVITASANAK MERESE.
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RADIOIMUNOANALYTICKA SOUPRAVA ANGIOTENSIN |
Postup méreni aktivity reninu v plazmé (PRA)

kvantitativnim stanovenim angiotensinu |
ve vzorcich lidské plazmy

Urceno pouze pro diagnostické pouziti in vitro

1. UVOD

Renin, proteolyticky enzym s molekularni hmotnosti cca 40000 daltond, je uvolfiovan juxtaglomerularnimi burikami ledvin. Tento enzym se vaze
na svlj substrat angiotensinogen za vytvoreni dekapeptidu angiotensinu s molekularni hmotnosti cca 1300 daltond. Tento polypeptid je dale
hydrolyzovan konvertujicim enzymem (ACE) na biologicky aktivni oktapeptid angiotensin II.

Angiotensin Il, hormonalni produkt systému renin-angiotensin, ma extrémné kratky eliminacni polo€as in vivo, ale je to nejsilngjSi znamy
vazopresor; jeho hlavnimi G¢inky jsou vazokonstrikce, stimulace sympatického nervového systému a stimulace vyluCovani aldosteronu
nadledvinkami.

ProtoZe hodnoty angiotensinu | jsou pfimym dlsledkem aktivity reninu v plazmé, stanoveni aktivity reninu v plazmé bylo vSeobecné pfijato k
vyhodnocovani systému renin-angiotensin pfi chorobnych stavech. Méfeni aktivity reninu v plazmé (PRA) u hypertoniku je dllezita pomucka v
diferenéni diagnostice primarniho a sekundarniho aldosteronismu.

Vylu€ovani reninu je ovliviiovano riiznymi faktory; je potlaovano zvySenou hladinou angiotensinu Il a ADH v plazmé, zvySenou hladinou
sodiku a retenci drasliku a zvySenym perfuznim tlakem ledvinného obé&hu. Naopak nedostatek sodiku a drasliku, snizeny perfuzni tlak
ledvinného obéhu a aktivita sympatického nervového systému ma za nasledek zvysené vylu€ovani reninu.

2. PRINCIP ANALYZY

Mé&reni aktivity reninu sestava z radioimunoanalyzy angiotensinu I. Hlavni kroky této analyzy jsou:

- generovani angiotensinu | ve vzorcich plazmy b&hem inkubace pfi 37°C pfi podminkach, které zabranuji degradaci angiotensinu |
(pfitomnost enzymatického inhibitoru PMSF) a jsou povazovany za nejvhodnéjsi pro aktivitu reninu;

- radioimunoanalyza zkumavky s povlakem angiotensinu | ve dvou pomérnych dilech stejného vzorku, z nichz jeden je inkubovan pfi 37°C pro
generovani a druhy inkubovan neni (blank vzorek).

Princip imunoanalyzy je zaloZzen na kompetici mezi znaenym angiotensinem | a angiotensinem | obsazenym v kalibratorech nebo ve vzorcich,

které se maji analyzovat, o obsazeni pevného a omezeného poctu vazebnych mist protilatek. Po inkubaci RIA je mnozZstvi oznaéeného

angiotensinu | navazaného na protilatky nanesené na sténach zkumavky nepfimo umérné koncentraci neoznaceného angiotensinu |

pfitomného v kalibratorech nebo ve vzorcich. Pfijatd metoda separace B/F je zaloZzena na zkumavkach s nanesenymi protilatkami, kde
protilatka je nanesena na sténach zkumavky.

3. REAGENS DODANA V SOUPRAVE

Zkumavky s nanesenou vrstvou 100

Angiotensin znageny | 2 lahvigky
Kalibratory s angiotensinem | 6 lahvicek
Kontrolni plazma 1 lahvicka
Vyvijeci pufr 1 lahvicka
Enzymaticky inhibitor (PMSF) 1 lahvicka
Pocet lahvicek 100

UCHOVAVANI: Po piijeti je nutno soupravu uchovévat pfi teploté 2-8°C. Nezmrazujte. Po otevFeni jsou reagens v této soupravé pfi sprévném
skladovani stabilni, dokud neuplyne datum jejich exspirace. Tato souprava je uréena k provedeni 3 analyz za pfedpokladu, Ze jsou reagens
skladovana podle pokynt vyrobce.

Reagens nelze pouzit po uplynuti data exspirace. Datum exspirace soupravy je uvedeno na vnéjS§im oznaceni a odpovida datu exspirace
izotopového indikatoru. Datum exspirace jednotlivych komponent je uvedeno na oznaceni pfislusné lahvicky.

Pri rekonstituci obsahu lahvi¢ek michejte Setrné, aby nedochéazelo k napénéni.
Reagens z rtiznych Sarzi se nesmi navzajem kombinovat.
3.1. Zkumavky s nanesenou vrstvou

Na vnitini povrch jednotlivych zkumavek je nanesena vrstva biotinylovaného krali¢iho 1gG proti angiotensinu I.
Pred pouzitim zkumavky s nanesenou vrstvou nechejte temperovat pfi pokojové teploté, abyste eliminovali kondenzaci vihkosti. Krabici s
nepouZzitymi zkumavkami peclivé uzaviete. Nekombinujte navzajem zkumavky s nanesenou vrstvou rtiznych Sarzi.

3.2. lleu-5-angiotensin znaéeny %I (erveny): lyofilizované reagens

Kazda lahvicka obsahuje hormon znadeny '2°I, BSA, fosfatovy pufr, stabilizatory, konzervadni latky a inertni éervené barvivo. Radioaktivita je
81 kBq (2,2 pCi) nebo méné na jednu lahvicku k datu kalibrace. Rekonstituujte obsah kazdé lahvicky pfidanim 26 ml destilované vody.
Vysledny roztok rozdélte na pomérné dily a skladujte v mrazni¢ce (-20°C nebo méné).
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3.3. Kalibratory s ileu-5-angiotensinem | lyofilizované reagens

Lahvi¢ky obsahuji zvySujici se mnozstvi angiotensinu I, BSA, fosfatového pufru a konzervacnich latek.

Rekonstituujte obsah kazdé lahvicky pfidanim 1 ml destilované vody. Vysledné roztoky obsahuji 0 - 0,3 - 1 - 3 - 10 - 50 ng/ml a maji se rozdélit
na pomérné dily a skladovat v mrazni¢ce (—20°C nebo méné). Kalibratory soupravy demonstruji komutativnost pacientskych vzorkt pri pouZiti
reagencii a operacnich postupt v téchto diagnostickych testech in vitro podle doporuéeni vyrobce.

3.4. Kontrolni plazma: lyofilizované reagens

Lahvi¢ka obsahuje lidskou plazmu a konzervacni latky. Rozmezi koncentraci kazdého kontrolniho séra je uvedeno na osvédceni o analyze a
predstavuje limity stanovené spole¢nosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich sér, které Ize ziskat pomoci spolehlivych stanoveni.

Obsah lahvicky rekonstituujte za pouziti 2 ml zchlazené destilované vody a pfitom dbejte, aby teplota nepfekrocila 4°C. Vysledny roztok
rozdélte na pomérné dily a skladujte v mrazni¢ce (-20°C nebo méné).

S kontrolni plazmou se musi zachazet stejné jako se vzorkem; angiotensin | je tfeba vyvijet pfed analyzou po dobu 90 minut pfi 37°C.

3.5. Vyvijeci pufr (modry): reagens pfipravené k pouziti
Lahvi¢ka obsahuje 4 ml pufrového roztoku citratu, stabilizatory, konzervacéni latky a inertni modré barvivo.

3.6. Enzymaticky inhibitor (PMSF): reagens pfipravené k pouziti
Lahvi¢ka obsahuje 1,0 ml 5 % roztoku fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) (R 23/24/25, S 36, S 45) v etanolu (R 11, S 7, S 16).
Pokud dojde pfi teploté 2-8°C ke krystalizaci, zahfejte roztok PMSF na 37°C.

4. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY

- Destilovana nebo deionizovana voda

- Laboratorni sklo

- Polystyrénové zkumavky na jedno pouziti

- Stojan na zkumavky

- Mikropipety se Spi¢kami na jedno pouziti (10, 50, 200, 500 uL) (10, 50 pL: spravnost + 3 %, pfesnost 2 %; 200, 500 uL: spravnost £ 2 %,
presnost 1.

- Trepacka ,vortex".

- Termostaticka vodni lazen schopna udrzet teplotu 37° + 1°C.

- Zafizeni k aspiraci inkubaéniho roztoku.

- Detektor gama zafeni, citlivy na '?°| (nastaveni detekéniho okna: 15-80 keV — i&innost detektoru: 70% — detekéni &as: 1 min). Je-li Géinnost
detektoru niz8i nez 60 %, detekéni €as je nutno prodlouzit na 2 min.

5. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Odbér vzorku

Dlrazné se doporucuje pecliva standardizace pfipravy pacienta a podminek odbéru. Krev je nutno odebrat do zchlazenych zkumavek s
pridavkem EDTA jako antikoagulantu.

U vzorku krve se jako antikoagulant nesmi pouZzit heparin, protoZe ten narusuje vyvijeni angiotensinu I. Naopak EDTA poskytuje tu vyhodu,
Ze je nejen vhodnym antikoagulantem, ale sou¢asné napomaha potlaceni konvertujiciho enzymu.

Vzorky je nutno uchovat v chladu a odstredit, také v chladu, pfi 2000 X g*, aby se izolovala plazma. U vzorku, které obsahuji pevné ¢astice,
jsou zakalené, lipemické nebo obsahuji zbytky erytrocytl, mize byt pfed provedenim testu nutné cisténi filtraci nebo centrifugaci. Vysoce
hemolyzované nebo lipemické vzorky a vzorky, které obsahuji pevné €astice nebo zjevnou mikrobialni kontaminaci, nelze pro stanoveni pouZit.
Pokud se analyza nebude provadét okamzité, vzorky je nutno rozdélit na pomérné dily a skladovat v mrazni¢ce (-20°C nebo méné) az do
analyzy. Pokud jsou vzorky uchovavany zmrazené, rozmrazené vzorky pfed provedenim testu dobfe promichejte a dbejte, aby teplota
nepresahla 4°C.Zabrarite opakovanému zmrazovani a rozmrazovani vzorka.

Vyvijeni angiotensinu |
Angiotensin | se vyviji pfi pH 6,0 a optimalnich podminkach, aby bylo nasledné dosazeno vyssi citlivosti u vzork(l s nizkou aktivitou reninu a

fedéni na kinetiku vyvijeni angiotensinu I.
- Do vyvijecich zkumavek bez nanesené vrstvy, ulozenych v ledové lazni, pfidejte nasledujici reagens; presné dodrzujte uvedené poradi:
500 pL vzorku
10 uL PMSF
50 pL vyvijeciho pufru.
- Obsah zkumavek promichejte na tfepacce vortex a 200 pL kazdého vzorku pfeneste do druhé série zkumavek bez nanesené vrstvy

- Druhou sérii zkumavek inkubujte po dobu 90 minut pfi 37°C v termostatické vodni lazni, pfi€emz prvni sérii zkumavek (blank vzorky)
uchovaveijte v ledové lazni.
Doporucena doba vyvijeni je prumérna doba umozriujici stanoveni PRA u mnoha patofyziologickych stavi. Pokud se prepokladaji vy$Si
nebo nizsi hodnoty PRA, je tfeba tuto dobu zkratit nebo prodlouzit (Obr. 1).

- Poinkubaci pfi 37°C se vyvijeci zkumavky musi okamzité ulozit do ledové lazné.
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6. POSTUP STANOVENI

Stanoveni provedte pfi pokojové teploté (20-25°C) nejméné s jednou duplicitou. Kalibratory je nutno testovat pfimo v procedufe RIA se
zkumavkami s nanesenou vrstvou, bez pfedchoziho vyvijeni angiotensinu |, a musi se provést s kazdou sérii pacientskych vzorku. Kalibratory
a vzorky se musi zpracovat stejnym postupem a se stejnou dobou vyvijeni.

Provedte vSechny kroky analyzy v uvedeném pofadi bez podstatnych prodlev mezi jednotlivymi kroky.

K davkovani kazdého kalibratoru a vzorku se musi pouzit Cista pipetova Spi¢ka na jedno pouziti.

- Reagens davkujte na dno zkumavek s nanesenou vrstvou. Pracujte podle nasledujiciho schématu:

Zkumavky Kalibratory Vzorky
Reagens 0-5 a blank vzorky
Kalibratory 50 pl -
Vzorky - 50 pL
Izotopovy indikator 500 500 pl

- Obsah zkumavek promichejte na tfepacce vortex a inkubujte po dobu 3 az 24 hodin pri pokojové teploté.

- Petlivé aspirujte inkubadni roztok. Spicka aspiratoru se musi dotykat dna zkumavky s nanesenou vrstvou, aby se odséla veskeré kapalina.
Pokud neodsajete ulpély roztok, miZe se snizit reprodukovatelnost a vysledky mohou byt zkreslené. Nesmi byt viditelna Zadna stopa
barviva.

- Zmérte radioaktivitu zkumavek.

7. VYPOCET VYSLEDKU

Vypocitejte stfedni Cisty poCet pro kazdou skupinu zkumavek. Vypocitejte pomér B/Bo pro kazdy kalibrator a pro kazdy neznamy vzorek podle
néasledujiciho vzorce:

stfedni pocet pro kalibrator nebo vzorek

B/Bo% = X100

stfedni pocty pro nulovy kalibrator
Stfedni procentualni hodnotu pro kazdy kalibrator zakreslete do semilogaritmické soufadnicové sité na osu y jako funkci koncentrace
angiotensinu | vyjadfené v ng/ml na ose x. Tim ziskate kalibraéni kfivku (Obr. 2).
Aktivita reninu v plazmé (PRA) se vypocita jako poc€et ng vyvinutého angiotensinu | za hodinu v 1 ml, a to pomoci nize uvedeného postupu:
- pfimo z kalibra¢ni kfivky odectéte koncentraci vyvinutého angiotensinu | v kazdém vzorku inkubovaném pfi 37°C a v pfislusném blank
vzorku (v ledové lazni);
- od kazdé hodnoty vzorku odectéte prisluSnou hodnotu blanku;
- ziskanou hodnotu vynasobte 1,12, protoZze vzorky jsou zpocatku fedény 1:1,12;
- ziskanou koncentraci podélte dobou vyvijeni (v hodinach):

PRA = (ng 37°C - ng 4°C) x 1,12 = ng/mi/h ™)
pocet hodin inkubace

Pokud vyvijeni trvalo 1,5 hodiny, rovnici (1) Ize zjednodusit takto:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/ml/h

*g = (1118 x 10°®)(polomér v cm)(ot/min)?
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Obr. 1 — Kontrola linearity vyvijeni angiotensinu | s
prodluzujici se dobou inkubace pfi 37°C a pH 6,0. Obr. 2

Priklad vypoctu
Nésledujici data je nutno povaZovat pouze za pfiklad a nesmi se pouzit nahradou za data ziskana uzivatelem.

Popis cpm B/Bo x 100
Kalibrator nuly 19230 100
0,3 ng/ml 17692 92,0
1 ng/ml 14519 75,5
3 ng/ml 9807 51,0
10 ng/ml 5000 26,0
50 ng/ml 2115 11,0
Blank vzorek 17499 91,0
Vzorek 9038 47,0

Interpolaci z kalibra¢ni kfivky a pomoci rovnice (1) bylo zjiSténo, ze aktivita reninu v plazmé daného vzorku je 2,39 ng/ml/h.

(3,5-0,3)x 1,12
PRA = e = 2,39 ng/ml/h.

8. PREDPOKLADANE HODNOTY
Nize uvedené rozsahy jsou indikativni pouze pro pfijem sodiku 100-150 mEQq/24 h; kazda laboratof si musi stanovit vlastni referenéni rozsahy.

Vyvijeni pfi pH 6,0 Vleze na zadech Vestoje
PRA, ng/ml/h 02-28 15-57

9. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY UCINNOSTI

9.1. Analyticka specificita

Analytickou specificitu Ize definovat jako schopnost testu presné detekovat konkrétni analyzovanou latku v pfitomnosti potencialné
interferujicich faktor( ve stejné matrici (napf. hemolyzy, vliva pfipravy vzorku) nebo zkfiZzené reagujicich analyta.

Jelikoz v tomto konkrétnim pfipadé se mnozstvi analyzované latky vyviji in vitro a odecte se blank vzorek, skute¢na specificita na protilatky
proti angiotensinu | neni kriticka.
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Nicméné spiSe nez zkfizené reakce s cirkulujicimi peptidy souvisejicimi s angiotensinem muze urcité omezeni citlivosti testu zpusobovat
interference s proteiny ve vzorku (blank vzorek). Celkovy blank vzorek zahrnuje prispévky proteind podobnych angiotensinu, cirkulujiciho
angiotensinu | a angiotensinu | produkovaného plsobenim reninu pfi nizké teploté od doby odbéru krve do provedeni testu.

Interference. Kontrolované studie potencialné interferujicich latek nebo podminek ukazaly, Ze provedeni testu neovliviiuje vliv lipémie (az do
500 mg/dl triglycerid(l) a bilirubinémie (az do 20 mg/dl bilirubinu). Hodnoty angiotensinu | stanovené ve vzorcich obsahujicich 1000 mg/dl
hemoglobinu jsou o cca 10 % niz8i nez hodnoty stanovené u normalnich vzorka.

Zkiizené reakce Procento zkfizenych reakci u nékterych peptidi souvisejicich s angiotensinem, vypocitané podle Abrahama, ukazuje
specificitu pouzité protilatky.

- Angiotensin | 100 %
- Angiotensin Il <0,1%
- Heptapeptid, hexapeptid << 0,02 %

9.2 Analyticka citlivost

Analyticka citlivost muze byt také vyjadiena jako detekéni limit, coZz je minimalni mnozZstvi specifického analytu detekovatelného testem.
Detekéni limit je 0,20 ng/ml pfi 95% spolehlivosti. Tato hodnota byla vypocitana jako zjevna koncentrace analytu rozliitelna od nulového
kalibratoru, tj. dvojnasobek standardni odchylky od nuly.

9.3 Presnost

Byly analyzovany rtizné skupiny vzork( s rliznymi hodnotami PRA s cilem stanovit opakovatelnost a reprodukovatelnost testu (tj. variabilitu v
ramci testu a mezi testy).

Opakovatelnost A B C
Pocet stanoveni 10 10 10
Stfedni hodnota (ng/h) 2,3 8,8 13,5
Standardni odchylka 0,17 0,48 1,34
Variaéni koeficient (%) 7,5 54 9,9
Reprodukovatelnost A B C
Pocet stanoveni 10 10 10
Stfedni hodnota (ng/ml/h) 2,6 8,6 13,0
Standardni odchylka 0,20 0,70 1,50
Varia¢ni koeficient (%) 7,7 8,1 11,5

9.4. Spolehlivost
Spolehlivost stanoveni byla ovéfena pomoci diluéniho testu a testu vytéznosti.

Diluéni test. Byly testovany dva vzorky s vysokou koncentraci angiotensinu | po sériovém fedéni nulovym kalibratorem.

Redéni Predpokladana Namérena koncentrace % vytéznost
koncentrace (ng/ml) (ng/ml) (recovery)
Nefedéné - 17,5 -
1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6
Nefedéné - 8,5 -
1:2 4,25 4,4 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 94,1
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Test vytéznosti. Byly testovany dva vzorky s nizkou koncentraci angiotensinu | pfimo a po smichani se zvySujicim se mnozstvim
angiotensinu .

PFidana koncentrace Pfedpokladana Naméiena koncentrace % vytéznost
(ng/ml) koncentrace (ng/ml) (ng/ml) (recovery)
- - 11.2 -
1,5 71 7,0 98,6
5,0 10,6 10,7 100,9
25,0 30,6 30,0 98,0
- - 15,6 -
1,5 9,3 9,1 97,8
5,0 12,8 12,2 95,3
25,0 32,8 30,7 93,6

10. OMEZENi POSTUPU

Klinicka vyznamnost testu PRA je nespolehliva, je-li test proveden na pacientech, ktefi nejsou v kontrolovanych podminkach, co se ty¢e pfijmu
sodiku a drasliku, a ktefi nezaujimaji stanovenou polohu, nebo jimz byly podany Iéky, jako napfiklad diuretika, chlonidin, betablokatory,
estroprogestogeny nebo periferni vazodilatatory, které ovliviuji vylu¢ovani reninu.

Diagnostika musi byt zalozena na zakladé vysledku jednoho testu, ale musi byt stanovena v soucinnosti s klinickym nalezem a dalSimi
klinickymi postupy a také podle Iékafského usudku.

Na vysledky testu mize mit vliv bakterialni kontaminace nebo opakované zmrazeni a rozmrazeni vzorka.

Pro ziskani spolehlivych vysledkud je nutné zvladnuti techniky a pfisné dodrzovani navodu. Obzvlast dllezité je zejména presné pipetovani a
spravna aspirace.

Snizenou reprodukovatelnost vysledkd mohou zpUusobit metodologické faktory, zejména:

- zaména vitek zkumavek;

- pouziti stejné Spicky pfi odbérech z riznych zkumavek nebo pro davkovani riznych vzork;

- ponechani zkumavek dlouhodobé otevrenych;

- vystaveni reagencii nebo vzork( plsobeni intenzivniho tepla nebo zdrojiim silné bakterialni kontaminace;

- neadekvatni aspirace inkubaéniho roztoku;

- kontaminace okrajii zkumavek izotopovym indikatorem nebo vzorky;

- prilezitostna oscilace detektoru gama zafeni nebo nespravna manipulace s nim;

- pouziti reagencii z riznych Sarzi.

11. VAROVANI A ZVLASTNI OPATRENI

Komponenty testu obsahuji jako konzervaéni latku azid sodny. Vzhledem k tomu, Ze azid sodny muze v potrubi vytvaret vybusny azid olovnaty
nebo azid médnaty, doporucuje se dokonale proplachnout odpadni potrubi po likvidaci roztok obsahujicich azid sodny velkym mnozZstvim
vody (Smérnice Rady 99/45/EC).

R22 - Skodlivé pii polknuti.

R 31 - Uvolfiuje toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S 28 - Pfistyku s kazi okamzit& omyjte velkym mnozstvim vody.

S 45 - V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte toto oznaceni).
PMSF (Smérnice Rady 99/45/EC):

R 22 —  Skodlivé pii polknuti.

R 36/38 — Drazdi oci a kuzi.

S 45 — 'V prfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou pomoc (je-li mozno, ukazte toto oznaceni).

Ethanol (Smérnice Rady 99/45/EC):

R 11 — Vysoce hoflavy.

S7 — Nadobu uchovavejte dobfe uzavienou.

S 16 — Nevystavujte otevienému ohni. Nekurte.

VSechny jednotky séra a plazmy, pouzité k vyrobé komponent dodanych v této soupravé, byly testovany na HBsAg, anti-HCV a anti-HIV-1/2 a
shledany nereaktivnimi. Jelikoz v§ak zadna testovaci metoda nemuze poskytnout absolutni jistotu nepfitomnosti patogend, vSechny vzorky
lidského plvodu se musi povazovat za potencialné infekéni a musi se s nimi nakladat opatrné.
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. BEZPECNOSTNi OPATRENI

V laboratofi, kde probiha stanoveni, nejezte, nepijte, nekufte ani nenanasejte kosmetické prostredky.

Nepipetujte roztoky usty.

Zabrante kontaktu se vSemi potencialné infekénimi materialy pomoci ochranného obleceni, jako jsou laboratorni plasté, ochranné bryle a
rukavice na jedno pouziti. Po provedeni kazdého stanoveni si dukladné umyjte ruce.

Zabrarnite rozstfiknuti nebo vytvoreni aerosolu. Dojde-li k rozliti reagens, je nutné reagens vzdy oplachnout 5 % roztokem chlornanu sodného
a zlikvidovat je, jako by bylo potencialné infekéni.

V8echny vzorky, biologicka reagencia a materidly pouzité b&hem stanoveni museji byt povazovany za material, ktery mize potencialné
prenaset infekéni agens. Proto je nutné likvidovat je v souladu s platnymi pfedpisy a pokyny ufadu, do jejichz plsobnosti laboratof spada, a
pravnimi pfedpisy prislusné zemé. Material na jedno pouziti musi byt spalen;tekuty odpad musi byt dekontaminovan pomoci chlornanu
sodného v konecéné koncentraci 5 %, a to nejméné po dobu pal hodiny. Jakykoli material uréeny pro opakované pouziti musi byt sterilizovan
v autoklavu pfi vy8Sich parametrech, nez jsou nutné pro pinou sterilizaci (USP 24, 2000, str. 2143). Za postadujici se obvykle povazuje
sterilizace po dobu 1 hodiny pfi 121°C, i kdyz uzivatelé museji obvykle kontrolovat uc¢innost cyklu dekontaminace tak, Ze provedou pocatec¢ni
validaci a pravidelné budou pouzivat biologické ukazatele.

. ZAKLADNi PRAVIDLA RADIACNi BEZPEENOSTI

Reagens obsahujici jod-125

Tato souprava obsahuje radioaktivni material v davce nepfevySujici 2,1 uCi (76 kBq) jodu-125. Pfi uskladnéni tohoto materialu, manipulaci s
nim a jeho likvidaci se musi pouzivat pfislu§na opatfeni a zasady spravné laboratorni praxe.

Pro Iékare a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, vlastnit a pouzivat pouze Iékafi, veterinarni Iékafi v ramci veterinarni praxe, klinické laboratore nebo

ne

mochnice, a to vyhradné pro Ucely klinickych nebo laboratornich testa in vitro, které nezahrnuji vnitfni ani vnéjsi podani tohoto materialu ani

radiace z néj vychazejici lidskym pacientim ani zvifatim. Pfijeti, pofizeni, vlastnéni, pouZiti a transport tohoto materialu podléha predpisim a
v8eobecné licenci komise pro jadernou kontrolu (Nuclear Regulatory Commission) USA nebo statu, se kterym tato komise uzavfela dohodu o

up

lathovani regulacnich pfedpisu.

Skladovani radioaktivniho materialu se musi omezovat pouze na uréeny prostor.

PFistup k radioaktivnimu materidlu mize mit pouze opravnény personal.

Radioaktivni material nepipetujte Usty.

PFi praci v prostorech urcenych k praci s radioaktivnim materialem nejezte, nepijte ani nekufte.

V pfipadé rozliti je nutno material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo roztokem k radiologické dekontaminaci. Veskeré
pouzité sklo se musi Uplné umyt vodou pfed mytim s jinym laboratornim sklem.

apoObd=

Pro lékarfe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci specifické licence:
prijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich materialt podléha predpistiim a podminkam specifické licence.
POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci v baleni se mohou mirné liSit od hodnot uvedenych na oznaceni krabice a na

oz
ka

naceni lahvicky s izotopovym indikatorem. Oznaceni krabice a lahvicky s izotopovym indikatorem oznacuje mnozstvi radioaktivity k datu
librace; pfibalova informace v baleni oznacuje teoretickou radioaktivitu soupravy.

SCHEMA ANALYZY

REKONSTITUUJTE REAGENS.

2-  VYVIJEJTE ANGIOTENSIN | PO DOBU 90 MINUT PRI 37°C VE ZKUMAVKACH BEZ NANESENE VRSTVY.
3- OZNACTE DUPLICITNE ZKUMAVKY S NANESENOU VRSTVOU PRO TEST RIA.
4- NADAVKUJTE REAGENS V NASLEDUJICIM PORADI A PROMICHEJTE INKUBAGNI ROZTOK:
ZKUMAVKY
CAL 0-5 VZORKY A BLANKY

REAGENS

KALIBRATORY 50 ul -

VZORKY - 50 ul

IZOTOPOVY INDIKATOR 500 pl 500 pl

5- INKUBUJTE PO DOBU OD 3 DO 24 HODIN PRI POKOJOVE TEPLOTE.

6 - PECLIVE ASPIRUJTE INKUBACNI ROZTOK.

7 - ZMERTE RADIOAKTIVITU ZKUMAVEK.
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KIT A TH PAAIOANOZOAOrIKH AOXOMETPHZzH
THZ AITEIOTONINHZ |

Aiadikacia yia Tn HETPNON TNG TTAACUATIKAG VEQPIVIKAG dpacTnpidoTnTag (PRA)
HEOW TTOOOTIKAG SOooOUETPNONG TNG ayyeEloTovivng |
o¢ deiypara avBpwirivou TAdopaTog

Movo yia xpAon in vitro

1. EIZArQrH

H veppivn gival éva TpwTeoAuTIKO €vupo pe poplakd Bapog 40.000 dalton Trepitrou, Kal aTTOTEAEI TTPOIGV TOU TTOPACTIEIPAUATIKOU CUCTHPATOG

ToU ve@pou. Autd 10 £vCUUO BIOCTTA TO UTTOCTPWHA TOU, TO AYYEIOTEVOIOVOYOVO, SNUIOUPYWVTOG éva OEKATTETTTIO0, TNV ayyeloTovivn |, popiakou

Bapoug 1.300 dalton trepitrou. Autd TO TTOAUTTETTTIOIO KATOTTIV, UBPOAUETAI aTTO TO £vCUMO pETaTPOTIG (ACE) oTo okTatreTITidIo ayyeloTtovivn Il,

TO OTT0i0 €ival BIOAOYIKG eVEPYO.

To opuovikd TTPOIdV TOU CUGTAPATOG VEQPpPIvN-ayyeloTovivn, n ayyelotovivn I, éxer pia eEaipeTika Bpayeia BioAoyikA nuilwr], aAAd gival To o

IXUPO ayyeloouaTaATIKO TToU eival yvwaTd. Ta KUpla aTroTEAéOUOTA TOu €ival N ayyeloouoToAr, n dIEyepon TOUu CUMPTTABNTIKOU VEUPIKOU

OuoTAPOTOG Kal N d1Eyepan TNG £KKPIoNG aAd0oTEPOVNG EK HEPOUG TOU ETTIVEPPIDIOU.

Amé Tn oTiyu Tou Ta eTmiTeda ayyelotovivng | avTiTpoowTrelouv GUECA TNV TTAACUATIKA VEQPIVIKA dpaTnpidTnTa, N PETPNON QUTAG TNG

TEAEUTaIOG €XEI €EUPEWG UI0BETNBET yia TNV afloAdynon Tou CUCTAPOTOG VePpPivng-ayyeloTovivng o€ TTaBoAoyikég ouvBnkeg. H pétpnon Tng

TIAQOUATIKAG VEQPPIVIKNG dpacTnpidtnTag (PRA) otoug utreptacikoUg atroTteAei onuavTiki Bonbesia atn diagopikh didyvwan Tou TTPwToYyEVOUG

Kal OeuTEPOYEVOUG AADOOTEPOVIOHOU.

Aidpopol TTapdyovTeg ETTNPPEGCOUV TNV €KKPIOT TNG VEPPIVNG, N OTTOI ATTEVEPYOTTOIEITAl aTTd TO TTAACHATIKA eTTiTeda TnNG ayyelotovivng Il kai

ADH, a1mé pia uwnAdTEPN KATAKPATNON VATPIOU Kal KaAiou Kal oTTd pia ueyaAUTEPN Trieon VEQPIKAG TTapEyxuong. EE dAAou, pia EAAeiyn varpiou

KAl KOAioU, pIO PEIwPEVN TTIEDT VEPPIKAG TTAPEYXUONG Kal N dpacTnpidTnTa TOU GUUTTAONTIKOU VEUPIKOU CUCTAKATOG TTPOKAAOUV pia HEYAAUTEPN

€KKPION VEPPIVNG.

2. APXH THZ AOZOMETPHZHX

H pétpnon tng ve@pivikig dpactnpidtntag Bacifetalr otn padlioavoaoAoyikry dooouéTpnaon Tng ayyelotovivng |. Ao €ival ol onuavTikOTEPES

®aoeig TNG d1adIKACiag:

- dnuioupyia ayyelotovivng | oe deiypata TAGOPATOG PEOW eTwaong oToug 37°C oe ouvBnkeg o€ Béon va TPoAdfBouv Tnv ev{UUATIKA
utroBdaBuion Tng ayyeloTtovivng | (Trapoucia Tou evfupatikol avaatoAéa PMSF) kal TTou BewpolvTal o1 Mo evOEDEIYUEVEG YIO TN VEPPIVIKA
SpaaTtnpidéTNTA

- padioavoooAoyikr) doocopuéTpnaon ayyelotovivng | o€ SoKINaoTIKOUG CWANVEG euaioBnToTToiNuévoug o€ dUo kKAdouara Tou idlou deiyyaTtog, éva
eMwaopévo atoug 37°C yia Tn dnuioupyia Kal £va un TTwacpévo (Aeukd Tou SeiypaTog).

H apxn TG padioavoooAoyikAg O0COUETPNONG CUVIOTATAI GTOV QVTAYWVIGNO avAaueca OTnV IXvnBeTnuévn ayyelotovivn | kal aTnv ayyeloTovivn
TTOU TTEPIEXETAI OTOUG BabuovounTtég | oTa deiyyaTa yia 10 oTaBepd Kal TTEPIOPICPEVO apIBud Béocewv Twv avTiowudTwy. Emerra amd v
emwaon RIA, n moodtnta Tng IXvnOeTnuévng ayyeiotovivng | Tou €xel dnuioupynoel OeOud HPE TO OUVOEDEUEVO QVTICWHA OTOUG
guaioOnToTTOINUEVOUG BOKINAOTIKOUG CWAAVEG gival avTiIoTpOPwG avaAoyn Tng CUYKEVIPWONG TNG Wn IxvnBeTnuévng ayyelotovivng | Tmou
UTTAPXEl OTOUG BabuovounTég ) ota deiypata. H péBodog trou uloBeTeital yia 1o diaxwpiouo eAeUBepng/ouvdedepévng BaaieTal oTn XpHRon Twv
euaioOnTOTTOINUEVWY SOKIJACTIKWY CWANVWY, OTTOU TO QVTIOWUO €XEl CUVOEDEI OTA TOIXWHATA TWV OOKINACTIKWY CWAAVWV.

3. ANTIAPAZTHPIA MOY NMAPEXONTAI £TO KIT

EuaioBnrotroinpévol doKipyaoTikoi CwWARVEG 100

IxvnBeTnuévn ayyeiotovivn | pe 129) 2 @iaAidia
BaBuovountég ayyeiotovivng | 6 @laAidia
MAGopa eAéyyou 1 @iaAidio
PuBpioTiké dnpioupyiag 1 @iaAidio
EvqupaTtikég avaoTtoAéag (PMSF) 1 @iaAidio
Ap1Bu6G docouETPATEWY 100

TPOrOX SYNTHPHEHZS: Kara tn otiyun tng aeiéng, diatnpnote 1a kit atoug 2-8°C Mnv karawuxere. Emeira amd 1o avoiyua, 1a avridpacTipia
auTou Tou KIT gival ataBepd uéxpi Tnv nuepounvia Anéewg edv diarnpnBouv karaAAnAwg. To kit givar yyunuévo yia 3 avaAuTikES O€EIpéS eav Ta
avriépaarnpia diaTnEoUVTal CUNQWVA LIE 00 CUVIOTWVTAI ATTO TOV KATAOKEUADTH.

Mn xpnoiuotroicite Ta avnidpacThpia Tépav TN nuepounvias Anéews. H nuepounvia Anéewg tou KIT aiverar otnv €EWTEPIKN ETIKETA Kal
avrarmokpiverar arnv nuepounvia Anéswg tou Ixvnbérn. H nuepounvia Anéews KaBevos ouaTatikoU QEPETAI OTIC ETIKETEC TwWV QVTIOTOIXWV
@raAidiwv.

Kara v avacuoraon twv @iaAidiwv, avakiviioTe amaAd woTe va armmo@uyeTe Tn dnuioupyia agppoul. Mnv avauiyviere avridpaarripia 1mou
TPOEpxovTal ATTO OIQPOPETIKES TTAPTIOES.
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3.1. EvaicOnrotroinpévol SokipaoTikoi CwARveg

H eowTtepikA em@aveia KB dokinaoTIKoU cwArva €xel eTTevoubei pe IgG kouveAioU avTi-ayyeiotovivn | BIOBUVIAIWUEVEG.

Tn oniyun NS Xpnong, épare Tous euaiodnrorroinuévous OOKIUAaTIKOUS OwAnves ae Bepuokpaaia epidAAovrog mpiv va avoiéete 1o Ooxeio,
WaTe va amouUyeTe ouUTTUKVWON NS uypaciag. O axpnoiuotroinTol SoKIuaoTIKoi CwWANVES TTPETTEI va O1aTnPOUVTAl OTO KAAG KAEIoTé doxeio.
Mnv avapiyvieTe S1aQOPETIKES TTAPTIOES EUAIOONTOTTOINUEVWY OOKIUATTIKWY TWAAVWV.

3.2. Ixvn@eTnuévn IAeu-5-ayysiotovivn | pe %1 (KOKKIVN): AUSG@IAO avTISPACTHEIO

KaBe @IaAidIo Trepiéxel oppovn IxvnOeTnuévn pe 2°1, Boeia aABoupivn 0pol, PuWOQOPIKG PUBHICTIKG, GUVINENTIKG Kol HIa adpavi KOKKIVN
XPwaoTIKA. H péyiotn padievépyeia eival 81 kBq (2.2 uCi) ava @iaAidio katd tnv nuepopnvia tng fabuovounong.

MpayuartotroInoTe avacUoTacon Tou TTEPIEXOUEVOU KABE @laAidiou pe 26 mL atmeoTayuévou vepou. AlatnproTte To SIGAUNA TTOU TTPOKUTITEI O€
KaTewuypéva KAdopata otoug —20°C A o€ XaunAoTepeg BEPUOKPATIEG.

3.3. BaBpovountég IAeu-5-ayyeiotovivng I: Aud@iAo avTidpaoTrpio

KdaBe @iaAidio Trepiéxel augavopeveg TToooTNTEG ayyeloTovivng |, Bécia aABoupivn opol, Gwo@opIkd PUBUICTIKO KAl GUVTNPNTIKA.
MpayuartotroinoTe avacUaTacn Tou TrepIEXOMEVOU KABE @ialidiou pe 1 mL atmeoTaypévou vepol. Ta SIGAUUATA TTOU TTPOKUTITOUV TTEPIEXOUV
avtioToixa 0 - 0,3 -1 -3 - 10 - 50 ng/mL ka1 TTpéTrel va diatnpouvTal o€ KaTeWuypéva KAdopata otoug —20°C | o XaunAoTePEG BEPUOKPATiEG.
O1 BaBuovountég Tou KIT evaAAdoovral pe Ta deiyuara ummd eEETaan orav xpnoiuoIToiouvTal e Ta avTidpacTHpIa Kai TV ETTIXEIpnalakn diadikaaia
TOU QvTioTOoIXOU dIayVWOTIKOU TEDT in Vitro, oUu@wva ue 60Q GUVICTWVTAI ATTO TOV KATAOKEUAOTH).

3.4. MAdopa eAéyxou: Aud@IAo avTIdPacTAPIO

To @iaAidio TrepIEXEl avBpWTTIvo TTAGOPA Kal ouvTnpnTIKA. To €UPOG TwWV OUYKEVTPWOEWV KABE €AEyXOU QVOQEPETAl OTO TTICTOTTOINTIKO
ava@Auong kai deixvel Ta Opia TTou £Xouv KaBopioTei atd Tnv DiaSorin yia TINéG EAEyXwV TTOU PUTTOPOUV va eTTITEUXBOUV O€ agIOTTIOTOUG KUKAOUG
eCETATEWV.

MpaypatoTroioTe avacUoTaon Tou TTEPIEXOMEVOU Tou @IaAIdiou pe 2 mL kpUo atreoTayuEvo vePO, atropelyovTag n Beppokpacia va utrepPaivel
Toug 4°C. AiatnproTe 1o dIGAUpA TTou TTPOKUTITEI O€ KOTEWUYHEVA KAGopaTta oToug —20°C | o€ XaunAOTepES BEpUOKPATiEG.

To TAdopa eAéyxou TIpETTEl va peTaxelpideTal OTTwG Kal éva deiyya Kal n ayyeiotovivn | TTou dnuioupyeital yia 90 min atoug 37°C TIpIv Tn
dooopétpnaon.

3.5. PuBuioTiké dnuioupyiag (UTTAE): avTidpacTAPIO ETOIMO TTPOG XPAON

To @iaAidio Tepiéxel 4 mL SIoAUPATOG KITPIKOU pUBUIOTIKOU, GTABEPOTTOINTIKA, GUVTNPENTIKA KAl JIG adpavr] ITTAE XPWOTIK.

3.6. EvQupaTikog avaoToAéag (PMSF) : avTidpaoTrpio £TOINO TTPOG XPRoN

To @iaAidio Trepiéxel 1,0 mL @evulpeBuAoouApovul-@Bopiouxou (PMSF) ato 5% (R 23/ 24/25, S 36, S 45) oe didhupa aiBavoAing (R 11,
S7,S 16).

Edv 1o Trpoidv oTtoug 2-8°C Teivel va kpuoTaAAoTtroindei, {eaTaveTé To aToug 37°C.

4. BOHOHTIKOZ EZOMNAIZMOX KAl ANTIAPAXTHPIA

- ATTECTAYMEVO KAl ATTOIOVIOPEVO VEPO.

- TudAiva €idn epyacTnpiou.

- TAooTIKOI BOKIUOOTIKOI CWANVEG HiAg XPrOEWG.

- 'Edpava SoKIHaoTIKWY CWARVWY.

- MikpopeTpikég oUplyyeg pe akpa piag xpRoewg Twv 10, 50 pL (akpiBeia + 3%, emavaAnmmikotnTa 2%) Kai 200, 500 pL (akpiBeia + 2%,
emavaAnmTikéTnTa 1%).

- Avadeutipag Vortex.

- YdatoAouTpo oTabepng Beppokpaaiag e Béon va diatnpei 37° + 1°C.

- Z0oTnua yia TNV avappo@non Tou Piyhuarog mwacng.

- MeTpNnTAS yapua yia T pétpnon tou lwdiou 1 (pUBUIoN TTaPAPETPWY TOU TIAPABUPOU Tou PETENTH: 15-80 keV - améd00n Tou YeTpnTh:
70% - xpovog pétpnong: 1 min). EGv n ammédoon Tou HeTPNTA €ival KaTwTepn Tou 60%, TTPETTEl va TTapaTadei 0 XpOvog HETPNONG O€ 2 min.

5. EEArQrH KAI MPOETOIMAZIA TQN AEIFMATQN

AvAaAnyn Twv delypdTwyv

>uvioToTal VO TUTTOTTOINCETE ETTINEAWG TNV TTPOTTAPACKEUR TOUu acBevoug Kal TIG ouvlnkeg avadAnyng Tou OeiypaTog. £ag OuvioTOUME va
OUAAEYETE TO aipa O€ TTPOYUYUEVOUG BOKIPOOTIKOUG OWARVEG pe vaTpiouxo EDTA cav avTITinKTIKO.

Ta Ociyuara aijuaro¢ dev mPEMTEI va avaARTITovial XpnoIuoTToIVIAS NITApiv) oav QVTITINKTIKG, amrd T OTiyur) mou auth mapeuBdaAsrar otn
Onuioupyia ayyeiorovivng 1. AvriBétwg, 1o EDTA mapouoidlel 10 mAEoVEKTNUQ va egival éva arroTEAEOUATIKO QVTITINKTIKO Kal va OUuBAAAel
Tautoxpova oTnv avaoToAr Tou ev{UUouU LUETATPOTTHS.

Ta deiypata TpéTrel va diaTnpouvTal aToug 2-8°C Kal KatoTTiv va TiBevTtal uttd QuUYOKEVTPION v Wuxpd o€ Trepitrou 2000 g waTe va diayxwpileTal
10 TTAGopa. KaBapioTte e QIATPAPIOUA 1} QUYOKEVTPION TIPIV ATrd TO TEOT Ta OeiypaTta TToU TTapoucialouv UAIKO Ot aiwpnorn, Aeukaulyeia,
AiTTaiyia ) epuBpokuTTapIKG UTTOAOITTA. Mn XpnoipoTToiEiTe OeiyuaTa TTou €xouv UTTOOTEN IoXUpr aigdAuon ) AITTaiyikd, ouTe €TTiong Kal deiyuara
TTOU TTapouaidlouv UAIKO o€ aiwpnon A Tpogavh yéAuvon ammd pikpoBia. Edv n doocopéTpnon dev TrpaypatotroinBei apéowg, Ta deiypara Ba
TPETTEl va dlaipeBolv o€ katewuypéva kAaoparta otoug —20°C A o xaunAoTepeg Bepuokpaaieg péExpl TN OTIyun Tng dooopéTpnong. Edv Ta
Ociyparta éxouv amoyuyxBei, avadeloTe Pe TTPOCOXN TIPIV va Ta OOCOMETPNOETE, aTTOPEUyOVTag N Bepuokpaaia va utrepBaivel Toug 4°C.
ATtro@UyeTe eTTavaAauBavopevoug KUKAOUG WiEng Kal atmoywugng.
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Anpioupyia ayyeiotovivng |

H dnuioupyia ayyelotovivng | e pH 6,0 Trpayparotroieital utrd 10avIKEG OUVOAKES yia TN dpdon TnNG veepivng ME €TTakOAoudn KaAUTepn
euaigBnoia yia 1o deiypata XOUNAAG VEPPIVIKAG dpacTnpidTnTag Kal duvaTr xpnoigotroinon PBpaxutepwy Xpovwv dnuioupyiag. Ol
TIPOETTIAEYUEVEG GUVONKEG dnuIoupyiag ETITPETTOUV VO AEITOUPYEITE PE TN MIKPOTEPN duvaTr apaiwon Tou OgiyyaTog, YEIWVOVTAG TO aTToTEAEGUA
TNG apaiwong oTnVv KIvNTIKA TNG dnuioupyiag TnG ayyeioTovivng .

- TpooBéoTe Ta avmidpaoTrpia o€ SOKINOOTIKOUG CWAAVEG dnuioupyiag un euaiodnTotroinuévoug diatnpnuévoug og TTAyo, oKoAouBwvTag
TIOTA AUTH TN OEIPA:

500 pL deiyparog
10 uL PMSF
50 pL puBuioTIKOU dnuIoupyiag.

- AvadeloTe TO TIEPIEXOMEVO TWV OOKIPNACTIKWY CWANVwy oe Vortex kai peta@épte 200 pb kdBe deiypatog o€ pia deUTEPn OEIPA Wn
€UaIOONTOTTOINUEVWY SOKIMOCTIKWY CWANVWV.

- EmwdoTe Tn deuTepn o€1pd SOKIPACTIKWY CWARVWY o€ BeppoaTaTiké ptrdvio atoug 37°C yia 90 min kal SIOTNPEICTE TNV TTPWTN CEIPA TWV
OOKIMAOTIKWY CWAAVWY O€ PTTAVIO TTAyou (AEukd Twv BelypdTwy). O ouvioTWUEVOS XPpOVoS dnuioupyias eivai évag uéoog Xpovog TTou
EMTPETTEl pia dnuioupyia ayyeiotovivng, mapkous yia tnv aéloAdynaon tou ueyaAltepou uépous Twv @ualoraboAoyikwy ouvlnkwy. Orav
mpoBAEToVTal UWNABTEPES N XAUNABTEPES TILES, O XPOVOS OnuIoUPYIaS UTTOPEI va gival avTiaToixa PIKPOTEPOS N LUEYAAUTEPOG, amrd TN OTiyun
TOU 1 TO0OTNTA ayyeloTovivng TToU ONUIOUPYEITAI gival Lia ypauuIK) ouvapTtnan Tou xpovou (Eikéva 1).

- 'Emerra ammé tnv emwaacn otoug 37°C ol OOKIYAOTIKOi CWAAVEG BNUIOUPYIaG TTPETTEI va HETAPEPBOUV OUETWG GE UTTAVIO TTAYOU.

6. ENIXEIPHZIAKH MEGOAOZ

H diavour Twv avtidpacTnpiwv TPETTEN va yivel oe Beppokpaacia TepIBAAAovTog (20-25°C) TrpoBAETTOVTAG TTPOCdIOPICHOUG TOUAAXIOTOV €IG

OimmAolv. O1 BaBuovountég TpETTel va xpnoiyotroinBouv atreubeiag otn docouétpnon RIA pe euaioBnrotroinuévoug SoKIJAoTIKOUG OCWAAVES

Xwpig va utroBAnBolv TTponyoupévwg oTn dnuioupyia ayyelotovivng |. EkteAéoTte Tov TTpoadiopiopd Twv Babuovountwy yia KABe oeipd

Oelyydtwy Tou avaAvetal. H emiyeipnolak pébodog TpéTrel va eivar auotnpd Ouoia yia Toug Babuovountég kal yia Ta deiypara utd

e¢ETaon.

EkTeAéOTE TIG QAOEIG TNG OOCOUETPNONG KE TNV TTPORAETTOUEVN TEIPd, XWPIG DIOKOTTEG.

XpnolPoTroInoTe pia véa dkpn Piag XProewg yia va attaAdgeTe Toug BabuovounTég Kai Ta deiyuaTa.

- Alavpete 1O avTIdOPACTAPIO OTOV TTUBPEVA Twv guaiobnToTToINUEVWY OOKIMACTIKWY CWANvVwy. Evepyrore oUupwva ue 10 akoAoubo
oxediaypauua:

OOKINOOTIKOI CWARVEG BaBpovounTég Aciypara
avTIdPACTAPIa 0-5 Kol Aeukda
BaBuovountég 50 uL -
Aciyuata - 50 uL
Ixvneétng 500 pL 500 pL

AVaKIVAOTE TO TIEPIEXOPEVO TwV OOKIMAOTIKWY OwAAvwy o€ avadeutipa Vortex Kal a@AoTE yia emwaon yia 3-24 wpeg o€
Bepuokpacia epIBAAAOVTOG.

- Avappo@nRoTE €TMPEAWS TO piyya emmwaong. BeBaiwbeite 6n n amoBoAn tou uypoU eivar mARpng, ovrag aiyoupor o1 n Gkpn 1Ng
HIKpOOUPIYYyas avappo@nons akouutra orov mubBuéva Twvy euaiobntomoinuévwy OOKIUAOTIKWY owAnvwy. H mapoucia oraydvwy Tmou
EQATTTOVTIAI OTA TOIXWHATA TWV EUAIOONTOTTOINUEVWY OOKIUACTIKWY OWANVWY UTTOPEI va TTPOKAAEDE! UEIWUéEVn avaTTapaywyiuotnta n un
EutmioTa ammoreAéouara. Asv mPETTEl va UEIVEL [XVOS THS XPWOTIKAG.

- MeTpnoTe TN padievépyelia TwV JOKIPATTIKWY CWARVWY.

7. YIMIOAOTIZMOZ TQN ANOTEAEZMATQN

YTroAoyioTe TO JEGO OPO TWV PETPACEWV YIa KABE OPAda SOKINAOTIKWY CWARVWY, a®ou EXETE aQaIpédsl TNV TIUA Tou 1I{AuaTog. EKppdaoTe TO
MECO OPO TWV PETPAOEWY BaBuovounTwy Kal SEIYUATWY WG EKATOOTIOI0 08 OxEéon We To fabuovounTth undév:

péon pétpnon Babuovountwy Kail delyuaTwyv
B/Bo% = x 100
péon pétpnon BaBuovountr Pndév

départe oe ypagikd didypauua semilog Tov €KATooTIaio HECO GPO TTOU UTTOAOYIOTNKE yia kABe BaBuovounTt oTov Aova TwV TETAYMEVWV
(dCovag TWV Y) 0€ ouvapTNONn ME TN CUYKEVTPWON ayyelotovivng | ekppacpévn oe ng/mLoto dgova Twv TeTpunuévwy (dfovag Twv X).
Emituyxdvetal €101 pia KaptruAn Babuovounong (Eikéva 2).
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H mAaopaTikn veepiviki dpaaTtnpiotnta (PRA) utroAoyiletal o€ ng ayyeiotovivng | avd mL avd wpa, pe Tnv evoeikvuduevn S1adikaaia:

- dlafdote ameuBeiag ammd Tnv KaUTTUAN Baduovounong Tn cuykévipwaon Tng ayyeiotovivng | Tou dnuioupyndnke yia KGOe eTwacuévo deiyua
aToug 37°C Kkal yia To avTioToIXo AEUKO Tou deiypaTog (d1aTnpnuéVo O€ UTTAvIo TTdyou)

- 0QaIpEoTE ATTO TNV TIPA KABE SeiyuaTog TNV TIA TOu avTioTolxou AsukoU

- TTOAAATTAQCIAOTE TNV TIWNA TTOU eTITEUXONKE €TTi 1,12 a6 TN OTIYUN TToU To deiypa ATAV apxIKa apalwuévo Pe avaAoyia 1:1,12

- OlaIPEDTE TIG CUYKEVTPWOEIG TTOU ETTITEUXONKAV BIa TO XPOVO BNUIOUPYIOG EKPPACUEVO OE WPEG:

(ng 37°C —ng 4°C) x 1,12
PRA = = ng/mL/wpa. (1)

WPEG ETTWOONG

MNa éva xpovo dnuioupyiag 1,5 wpa o TUTTog (1) utTopei va atrAotroindei wg ENG:
PRA = (ng 37°C — ng 4°C) x 0,747 = ng/mL/wpa.

B/Bo
y=978x+244
20 | r=0,993 1,0}
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Xpoévog emwaong aToug 37°C (Wpeg) Ayyeiotovivn I, ng/mL
Eikéva 1 - ‘EAsyxog TNG YPOAUMIKOTNTAS TNG Eikéva 2

dnuioupyiag Tng ayyeioTtovivng | augdvovrag To
xpévo emwacng oTtoug 37°C, pH 6,0.

Napdadeiypa uTToAOYIOHOU

Ta akéAoubBa aroixeia mpémel va BewpnBouv poévo éva mapddelyua Kai OV TTPETTEI va XPNOILOTTOINGoUV avaueoa oTa oToixeia mou 6a
TTPOKUWOUV OTO XPHOTH.

Mepiypaon cpm B/Bo x 100

BaBuovopuntig undév 19.230 100

0,3 ng/mL 17.692 92,0

1 ng/mL 14.519 75,5

3 ng/mL 9.807 51,0
10 ng/mL 5.000 26,0
50 ng/mL 2.115 11,0
Neuko deiyparog 17.499 91,0
Agiypa 9.038 47,0
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MapeuPaAlovTag atmdé TNV KauTmUuAn Babuovounong kai e@apudlovtag Tov TUTTO (1), To Oeiypa TTPOKUTITEI va €XEl VEQPIVIKI dpaaTnpidTnTa
(PRA) 2,39 ng/mL/wpa.

(3,5-0,3)x1,12
PRA = = 2,39 ng/mL/wpa.

1,5

8. KAINIKA ZTOIXEIA

O1 miyég TTou epavifovtal oTov akOAouBo TTivaka eival aTTOKAEIOTIKA €VOEIKTIKEG yIa MIa €l0QOPA vaTpiou TNG Tagewg Twv 100-150 mEq/
24 wpeg. ZuviaToupe o€ KABE epyaoTrplo va TTPoadiopicel Ta OIKA Tou JIOCTANATA AvVaPOPAS.

Anuioupyia o€ pH 6,0 “Ytrmia 8éon OpBia Béon
PRA, ng/mL/wpa 0,2-28 1,5-57

9. MEOOAOAOTIIKEZ EMIAOZEIZX TOY KIT

9.1. EidiIk6TNTO avdAuong

H avaAuTikn €181KATNTa 0opileTal gav n IKAVOTNTA TOU TECT VA AVIXVEUEI aKPIBWG TOV avaAlTn TTapoudia TTapayovTwy duvnTIKA TTapeUBAAOVTWY
oT0 OTEAEXOG TOU deiypaTog (yia Trapddeiyua, aigdAucn, atmoteAéopata TnG emeéepyaaiag Tou deiydaTog) f dIaoTAUPOUNEVES AvTIOPATEIG PE
avaAUTEG duVNTIKWG TTAPEPPBAAAOVTEG.

A6 Tn OTIyUA TTOU O€ QUTAV TNV €IBIKA TIEPITITWON N TTOCATNTA TNG DOCOUETPOUNEVNG OUTiag £xel dnuioupynBei in vitro kal To Aeukd TOU
OeiyuaTog agalpeital, N TTPAYUATIKN €I8IKOTNTA TOU AVTICWHATOG avTI-ayyeloTovivng | 8ev gival kpioiun.

Map’6Aa autd, dev gival oI TTOPEPBOAEG uE KUKAOPOPOUVTA TTETITIOIO TTAPOUOIa YE ayyEIoToviv, AAAG oI TTapeUBOAEG pE TTPWTEIVEG TOU deiyuaTog
(Aeukd TOU O¢giypartog) Tou Treplopifouv TNV euaioBnaia TNG Sooop£TPNoNG. To AEUKO TOU OEiyUATOG EUTTEPIEXEI TIG EI0POPEG TTPWTEIVWV
TTApOUOIWV PE TNV QYYEIOTOViVN Kal TNG KUKAOQOopouaag ayyeloTovivng | kal Trapayuévng atré Tn dpaan TNG VEPPIVNG OKOUO KAl O€ XAUNAEG
Bepuokpaacieg atrd TN OTIyPA TNG AvAANYWNG TOU QiPaTOG PEXPI TN OTIYUN TNG SOCOPETPNONG.

NapepPoAég. MeAETeG TTOU £XOUV EAEYXOEI OXETIKA UE TTAPAYOVTEG BUVNTIKWG TTAPEPPRAAOVTEG, £XOUV ATTOdEIEEI TO OTI OI ETMIOOCEIG TOU TEDT OEV
emrnpealovtal amd Aimraiyia (MEXPr 500 mg/dL TpiyAukepidia), xoAepuBpivaipia (uExpr 20 mg/dL xoAepuBpivng). Or Tipég ayyeioTovivng | TTou
emTUyXavovTal ye deiypata mrou TepiExouv 1000 mg/dL aipoo@aipivng TTpokUTITouv TTEPiTToU 10% KOTWTEPEG aTTO EKEIVEG TTOU ETTITUYXAVOVTAI
ME @puoloAoyika deiypara.

AlaoTaupoupeveg avTidpdoelg. Ta €KATOOTIAIO TTOO0OOTA OIAOTAUPWHEVWY QVTIOPACEWY OPICPEVWY  TIETITIOIWY TTAPOUOIWY  PE TNV
ayyeloTovivn TTou £X0uv UTToAoyIoTel oUP@WVa he Abraham, emdeikviouv TNV €1I8IKOTNTA TOU XPNOIPOTTOIOUPUEVOU QVTICWHATOG.

- Ayyelotovivn | 100%
- Ayyeiotovivn Il <0,1%
- Emramemmidio, egamemTidio << 0,02%

9.2. EvaioBnoia avaAuong

H avaAuTikni euaioBnaoia putropei va ekppaaBei £TTiong oag 6pIo avixveuong, A N EAGXIOTN TTOGOTNTA avaAlTn TTOU €ival aviXveloiun atmd TO TEOT.
To épio avixveuang givai 0,20 ng/mL o1o 95% eumaoToouvng. ‘Exel uTtoAoyIoBei gav n @AIVOUEVIKI) CUYKEVTPWGN TOU avaAldTn TTou SIakpiveTal
atré Tov Babpovountr undév, r 000 TUTTIKEG ATTOKAICEIG KATW atrd 1o undEv.

9.3. EmavaAnmTikéTnTa

H emavaAnmmikdTNTa KOI N avaTTapaywyigétnTa Tou deiypatog (4 aAAIwg n S1a-OeyuaTikr Kal evdo-OelyuaTikr) JETaBANTOTNTA) £x0ouv KaBoploTei
XPNOIMOTTIOIVTAG deiypaTa avagopdg o€ dIapopeTikG eTTiTeda PRA.

EtmravaAnmmikotnTa A B C

ApiBu6G kabopiopwy 10 10 10
Méoog 6pog (ng/mL/wpa) 2,3 8,8 13,5
TutkA amékAion 0,17 0,48 1,34
Babuog petaBoAng (%) 7,5 54 9,9

Avatapaywyipuoétnra A B Cc
Ap1Bués kabopiopwv 10 10 10
Méoog 6pog (ng/mL/wpa) 2,6 8,6 13,0
TuTTiKr atrokAion 0,20 0,70 1,50
BaBuoég petaBoAng (%) 7,7 8,1 11,5
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9.4. AkpiBeia

H akpifela Tng dooouéTpnong £xel EAeyxOei pEow TETT apaiwong Kal avakTnong.

Teor apaiwong. Exouv doocopetpnbei povouetpeg apaiwoelg dUo delyudtwy TTAGOUOTOG O€ UWNnAr OUuykEVIpwWOn ayyelotovivng |

TTpAyPaToTroINUEVEG OTO BaBuovounTh undév.

Apaiwon ZUYII(E'VTp(,UOI'] Zust:Vpror] % AvaKTNONC
avapevéuevn, ng/mL peTpnuévn, ng/mL

aoikto - 17,5 -
1:2 8,75 8,6 98,3
1:4 4,38 4,5 102,9
1:8 2,19 2,3 105,1
1:16 1,09 1,1 100,6

aoikTo - 8,5 -
1:2 4,25 4,4 103,5
1:4 2,13 2,2 103,5
1:8 1,06 1,1 103,5
1:16 0,53 0,5 94,1

TeoT avakTnong. 'Exouv docouetpnBei duo deiypata TTAGopaTog e XaunAn cuykévipwon ayyeiotovivng |, T6c0 GBIkTo 600 Kal agoU £xouv
TpooTEBEl augavoueveg TTOOOTNTEG ayyeloTovivng .

ZUYKEVTPWON ZUYKEVTPWON ZUYKEVTPWON i
TpooTIBEuevn, ng/mL avapevoépevn, ng/mL peTPNUévN, ng/mL % Avakmnong

- - 11,2 -

1,5 7,1 7,0 98,6

5,0 10,6 10,7 100,9
25,0 30,6 30,0 98,0

- - 15,6 -

1,5 9,3 9,1 97,8

5,0 12,8 12,2 95,3
25,0 32,8 30,7 93,6

10. OPIA THZ AOZOMETPHZHZ

H kAIvikfh onuagia Tou TTpoadlopIouoU TNG TTAACHATIKAG VEPPIVIKAG dpacTnpIOTNTAG UTTOPE va aKupwBei edv ekTeAeaBei oe aoBeveig TTou dev
UTTOKEIVTQI O€ EAEYXOUEVEG TUVONKEG OTAONG, EICPOPAG VATPIou Kal KaAiou, | GTOUG OTToioug éxouv doBei apuaka OTTwg dioupnTikd, KAovidivn,
B-avaoTOAEiG, OIGTPOTIPOYECTEPOVIKA, TTEPIPEPIKG AYYEIODIAOTAATIKG, TTOU METABAAAOUV TNV VEQPIVIKI £KKPIOT.

H didyvwaon dev Ba mrpétrel va diatuttwveTal Pe BACN To ATTOTEAETHA MIOG KAl HOVO dooopEéTPNaNG, aAAG auTd Ba Trpétrel va aflohoyeital padi pe
GAAa KAIVIKG eupUpaTa, dlayvwaoTIKEG dIadIKaaieg Kal UTTd TNV Kpion Tou 1aTpou.

BakTnpiaky poAuvon n emavoAauBavouevor KUKAoI wogng/amowuéng Twv OelypudTtwy PTTopouv va HETATPEWOUV Ta aTToTEAEOMATA TG
dooopéTpnong.

MNa va emreuxBolv agidtoTa ammoteAéoparta xpeldleTal va akoAouBouvTal TOTE o1 00nyieg XPACEWS Kal va KATEXETAI MIa KATAAANAN TEXVIKN
Xelpoyvwaoia. EidIkoTEPQ, gival onuavtikhg pia KaAf akpifeia oTig @Aoelig avacuoTaong Kal dIavOuAg Twv avTidpacTnpiwy Kal O€ EKEIVEG TNG
avappoPnong.

AmroteAéopara tTou dev eTTavaAapBdavovTtal opeilovtal KUpiwg o€ HeBOBOAOYIKOUG TTaPAYOVTEG OTTWG YIA TTAPAdEIYUA:

- evaoAAayn OTIG KAWOUAEG avaueoa aTa QIaAidia

- XpAon Tou idiou dkpou PIKPOCUPIYYAS YIa TIG AVOAAWEIG aTTO SIaQOPETIKA @IaAidIa  atrd dIa@OopETIKA deiyuaTa.

- @IaAidIa TTOU £X0UV aQeBEi aVOIKTA YIO HOKPEG XPOVIKEG TTEPIOOOUG

- €kBeon Twv avTIdpaaTNPIwY f Twv dEIlYNATWY o€ évTovn BepudTNTA, | O€ IOXUPES TTNYEG BAKTNPIOKAG HOAUVONG.

- akatdAAnAn avappd@naon Tou PiydaTog ETTWACNG

- MOAuvon Tou AKpou TwV OOKIPACTIKWY CWAAVWY HE TOV IXVNOETN 1 hE Ta deiypaTa

- Tuxaieg OIAKUPAVOEIG ] KAKI OuvVTAPNON TOU PETPNTA YAUUQ

- gvaAAayn Twv avTidpacTnPiwV atrd dIAQOPETIKEG TTOPTIOEG.
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11. NPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAANAZEIX
Ta ouoTaTIKG TOU KIT TTEPIEXOUV QgidIo TOU vaTpiou wg ouvtnpENTIKG. ATTé Tn OTIyur TTou To adidio Tou varpiou utropei va dnuioupyroel adidia
MOAUBdOU 1] xaAkoU OTIG CWANVWOEIG, guvioTaTal va a@roETE va TPEEEl APOovo vePd OTIG ATTOXETEUTEIG £TTEITA ATTO TNV ATTOBOAR SI0AUPATWY
10U TrEPIEYOUV adidio Tou vaTpiou (Council Directive 99/45/EC).
R 22 - EmBAaBEég KaTG TNV KATATTOON.
R 31 - ZXeemagn pe oféa eAeuBepwvovTal TOEIKA agpia.
S 28 - X TrepimTWON ETTAPAG PE TO dEPUA, TTAUBEITE AuEéTwG PE APBovo vepPo.
S 45 — e TepiTTwon atuxAuaTog i av aiobaveeite adiabecia ¢nNTrOTE AUECWS APECWG IATPIKF CUPBOUAR
(S¢igTe TNV eTIKETTO Qv €ival duvaTo)
PMSF (Council Directive 99/45/EC)

R 22 — EmBAaBég katd Tnv KaTdTToon.
R 36/38 — Epebicel Ta pdta kai 10 dépua.
S 45 — Ze TepiTITwaon atuxAuaTtog f av aiobaveeite adlabecia ¢nTrHOTE AUEOWG APECWG IATPIKF CUPBOUAR

(O€i€Te TNV €TIKETTO AV €ival duvaTo).
AiBavoAn (Council Directive 99/45/EC):
R 11 — EU@AexTO.
S7 — Aiatnpeite To doxeio KAAG KAEIOTO.
S 16 — AioTnpeite pakpud atrd GAGyeg Kal GTTIVEAPES. Mnv KaTTvideTe.
‘OAgg o1 povadeg opou Kal TTAAoPATOG TTOU XPNOIYOTToIoUVTal yia TNV TTaPAywyn TwV CUCTOTIKWY auToU Tou KIT £Xouv avaAubBei kail éxel BpeBei
o1 dev €xouv Kapia avmidpaoTikoTnTa pe HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 kai anti-HIV-2. MNap’6Aa autd dedopévou Tou 6Tl Kapia péBodog dev
pTTopei va dwaoel atmdAuTn olyoupid yia To OTI atroucidfouv TTaBoydvol TTapdyovteg, OA0 To UAIKO avBpwTrivng TTpoéAeuang Ba TTpéTTel va
Bewpeital wg duUVNTIKWG HOAUCHATIKS KOl ETTOUEVWG Ba TTPETTEl va Tuxaivel KaTAAANANG PETOXEIPIONG.

12. KANONEZ AZOAAEIAZ

- Mnv TpwTe, TTIVETE, KATTVICETE ) XPNOIUOTTOIEITE KOAAUVTIKG KOTA Tn SIAPKEIQ TNG EKTEAEONG TNG SOCOUETPNONG.

- Mnv TTpayyaToTTOIEiTE AVvaPPOPNON UE TO GTOMA.

- ATTOQEUYETE TNV AUEDN ETTAPNA PE TO UAIKGA TTOU EVOEXONEVWG VO Eival HOAUCHEVA, POPWVTAG KATAAANAN £€vBUON EpyacTnpiou, TTPOCTATEUTIKG
YUQAIG Kal YAvTIa piag xpAoewg. MAEveTE TTIPOOEKTIKA Ta Xépia 0TO TEAOG TNG BOCOPETPNONG.

- Amogeuyete va TTpokaAegite TTOINiopaTa fj agpoloA. KaBe otayova BioAoyikoU avTidpaoTnpiou TPETel va atmoBAAAeTal pe éva diGAupa
uTToXAWPIWOOUG vaTpiou 5% Kal To XPNOIUOTTOIOUNEVO PEGO Ba TTPETTEI va TUYXAVEl PETaXEIpIoNg KATAAANANG yia yoAucpéva atméBAnTa.

- OAa 10 Ociyyata, 6Aa Ta BioAoyikd avTidpacTApIa TOUu KIT Kol OAa Ta UAIKG TTOU XPnOIMOTToIoUVTAl Yia TNV TIPAyMATOTIoinon Tng
dooopétTpnong Ba TpETmel va BewpolvTal IKava va PETadWwOoouv PoAucpaTikoUg TrapdyovTtes. MNa 1o Adyo autd Ta amoBAnTa TPETTEN va
dlareBolv oUpPwva PE TIG VOUOBETIKEG dIOTAEEIG Kal TOUG I0XU0OVTEG KavoviopoUug KaBe Kpdrtoug. Ta UAIKG piag Xpnoewg Ba mpétel va
atrote@pwvovTal. Ta uypd améBAnTa Ba TTPETTEl va aTTOAUMGIVOVTOI PIE UTTOXAWPIWDEG VATPIO O pia TEAIKF OUYKEVTPWON TNG TAEEWS Tou 5
% yla TouhdxioTov o wpa. OTToI0dATTOTE UAIKG TTOU TTPETTEI va ETTAVAYXPNOIPOTTOINGE Ba TTpETTEl va TiOETal 0€ KAIBAvO e Pia TTpOCEyyion
overkill (USP 24, 2000, p. 2143). levikd Bewpeital 611 pia wpa atoug 121°C eival €vag eTapkng Xpovog atrooTeipwaong. Map’éAa autda
ouvioToUPe O€ KABe xpnoTn va emBERaAIVETAI OXETIKA PE TNV OTTOTEAEOUOTIKOTNTA TOU KUKAOU aTTOAUMAVONG MECW HIAG QPXIKAG
€MKUPWAONG Kal TNV XpAoN ,0€ BAan pouTivag, BIOAOYIKWY JEIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOMPOZTAZIAZ

AvTiSpaoTrpia TTou TrepIEXouV Iwdio 125

To kIt auto TrepIEXEl padievepyd UAIKG To otroio Oev utrepPaivel Ta 2,1 PCi (76 kBq) o€ 1wdio 125. Katd tn @UAagn, 10 Xelpiopd kai 1 didbeon
TOU UAIKOU auTou, Ba TTpETTEl va XpNOIJOTToIoUVTal KATAAANAEG TIPOQUAAEEIG Kal KOAEG EPYATTNPIAKEG TTPAKTIKEG.

Mpog 1aTpoug A 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdavouv padioicOTOTTa KATW OTTO YEVIKA Gdela:

To mapov padievepyd UANIKO pTTopei va AngBei, va atrokTnOei, va KaTéXeTal Kal va XpNnoIYOTToIEiTal Hovo atrd 1aTpoug, KTnviaTtpoug TTou Eackouv
KTNVIOTPIKN 1aTPIKH, KAIVIKG £pyaoTApla i voookouegia kal gévo yia KAIVIKEG 1) epyaaTnplakég OOKIYEG in vitro TTou dev TrepIAauBdavouv Tnv
EOWTEPIKA N EWTEPIKA Xopriynon Tou UAIKoU, i TNG akTIvoBoAiag autol, o€ avBpwTToug kai wa. H TrapaAafn, n amdktnon, n katoxn, n xpron
KOl N METAQOPA UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIGHOUG Kal Tn yevikh adeia tng PuBuioTikng Emtpotmg Mupnvikwv tTwv H.M.A. (NRC) tng moAiTeiag
OTNV OTToia N EMITPOTIA £XEI CUVAWEI CUP@WVIA yIa TNV AOKNON KaBnkOvTwv appodiag apxng.

H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI O€ EIDIKA ETTICNPACUEVO XWPO.

H mmpdofaacn o€ padievepyd UAIKA TTPETTEI VO TTEPIOPICTEI HOVO O€ £E0UTIODOTNUEVO TTPOCWTTIKO.

Mn xpnOIUOTTOIEITE TNITTETA E TO OTOPA O€ padievepyd diaAupara.

Mnv TpWTE f TTHVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATIAg TToU £X0UV ETTIONUAVOEI WG PadIEVEPYOI.

O1 TTEPIOKEG, OTTOU EVOEXONEVWG £XOUV TTPOKANBET EKXUOEIG, Ba TTPETTEI VO OKOUTTIOTOUV Kail KATOTTIV va TTAUBOUV e aAKOAIKO
QATTOPPUTTAVTIKO 1 padIOAOYIKO atroAUMAVTIKO SidAupa. Tuxov udAiva akedn TTou XPNoILOTTOINBNKaV TTPETTEl va EKTTAUBOUV KOAG pE
VEPO TTPIV AT TNV TTAUCN GAAWYV EPYACTNPIOKWY UGAIVWY OKEUWV.

Mpog 1a1poug A 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdavouv padioiocodToTTa KATW aTTo €18IKN AdEIa:

H mapaAafn, n xprion, n HETOQOPA Kal n dIABeon TwV PABIEVEPYWV UAIKWY UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal TIG OUVONKEG TNG €I0IKAG AdeIdg
oag.

MPOZOXH: H padievépyelia TTou avaypd@eTal 0To £VOETO ouoKeuaoiag PTTopei va dlagEpel EAOPPWGS OTTO T PABIEVEPYEID TTOU avaypA@ETal
oTNV €TIKETA OUOKEUQaiag f otnv eTIKETA @IaAidiou 1xvnOETN. H eTIkéTa ouokeuaaiag kai n eTIKETA @IaAidiou 1xvnBETn utrodeikvUouv TNV
TIPAYHOTIKA TTOOOTNTA PadIEVEPYEIAG KATA TNV nuepounvia Babuovéunong, v To £vBETo cuokeuaaiag utTodeikvUEl TN BewpnTiKA padievépyeia
TOU KIT.

o oODd=
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ZIXEAIAFPAMMA THZ AOZOMETPHZHZ

1- TPAIMATOMNOIHEZTE ANAXYZTAZH TON ANTIAPAZTHPIQN.
2 - EKTEAEZTE TH AHMIOYPTIA ATTEIOTONINHZ I T1A 90 min XTOYX 37°C ZE MH EYAIZOHTOIMNOIHMENOYZ AOKIMAZTIKOYZ >OAHNEZ.
3- ZHMEIQXTE EIZ AINAOYN TOYZ EYAIZOHTOMNOIHMENOYZ AOKIMAXTIKOYZ ZOAHNEX INA TH AOZOMETPHZH RIA.

4 - AIANHMETE TA ANTIAPAZTHPIA YM®QNA ME TO AKOAOYOO ZXEAIATPAMMA KAI ANAKINHZTE TO MIFMA EMNQAXHX:

AOKIMAZTIKOI ZQAHNEZ
CAL 0-5 AEITMATA KAI AEYKA
ANTIAPAXTHPIA
BAOMONOMHTEX 50 uL -
AEITMATA - 50 uL
IXNHOETHZ 500 pL 500 pL

5- AO®HXTE INA ENQAZH AMO 3 EQX 24 OPEX XE OEPMOKPAZIA MEPIBAAAONTOX.
6 - ANAPPO®HITE EMIMEAQZ TO MIFMA EMQAZHS.

7 - METPHXTE TH PAAIENEPTEIA TON AOKIMAZTIKQN ZQAHNQN.
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