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GAMMACOAT® PLASMA RENIN ACTIVITY RADIOIMMUNOASSAY KIT

1. INTENDED USE
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
The GammaCoat ['#l] Plasma Renin Activity Radioimmunoassay Kit is to be used for
the quantitative determination of plasma renin activity (PRA) by the radioimmunoassay
of generated angiotensin I.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Renin, a proteolytic enzyme with a molecular weight of approximately 40,000, is
released from the juxtaglomerular cells of the kidney. The enzyme acts in general
circulation to cleave its substrate, an alpha-2 globulin synthesized by the liver, to
produce the deca-peptide angiotensin |.
Angiotensin | is cleaved rapidly by the activity of converting enzyme, primarily in the
lungs, to the biologically active octapeptide angiotensin Il. In turn, angiotensin Il is
degraded rapidly to inactive peptide fragments by enzymes present in plasma and
tissues, known as angiotensinases. The metabolic pathway of the renin angiotensin
system is described below:

renin substrate

renin
angiotensin |
V¥ converting enzyme
angiotensin Il
V¥ angiotensinases
inactive peptide fragments

Angiotensin Il has an extremely short in vivo half-life, but it is the most potent vaso-
pressor known. Angiotensin Il plays a key role in several forms of hypertension, as well
as in blood pressure regulation. In addition, angiotensin Il has been established as the
major influence on aldosterone secretion by the adrenal gland.

Technical difficulties associated with the measurement of angiotensin Il levels in blood
have retarded general acceptance of its assay in the clinical laboratory. Since angio-
tensin | levels are a direct representation of plasma renin activity, the determination of
plasma renin activity has been adopted widely to evaluate the renin-angiotensin system
in disease states. Measurement of plasma renin activity in hypertensives is an
important aid in the differential diagnosis of primary and secondary aldosteronism.
Estimation of renin activity is also valuable in determining the prognosis and most
appropriate therapy for persons with essential hypertension.

A radioimmunoassay for angiotensin | and its application as an index of plasma renin
activity has been described.! The GammaCoat Kit procedure for determining plasma
renin activity is adapted from this method.

3. PRINICIPLES OF THE ASSAY

The procedure is based on competitive binding principles of radioimmunoassay.? In the
GammacCoat ['?]] Plasma Renin Activity RIA Kit, the antibody is immobilized onto the
lower inner wall of the GammaCoat tube. The PRA determination involves an initial
incubation of plasma to generate angiotensin |, followed by quantitation of angiotensin |
by radioimmunoassay. The generation of angiotensin | in the human substrate system
is governed by:

3.1 pH of the incubation.

3.2  extent of plasma dilution.

3.3 choice of enzyme inhibitors.

3.4 unknown factors in each individual plasma sample such as concentration of
the renin substrate level.

3.5 length of incubation.
3.6 temperature of incubation.



Generation pH

The generation rate of angiotensin | in vitro is pH dependent. This kit procedure uses a
generation pH of 6.0, the usual pH of samples after addition of pH 5.7 buffer. The
advantage of incubation at pH 6.0, rather than the physiologic pH 7, is the twofold
greater rate of generation of angiotensin | with correspondingly better sensitivity for low
renin samples.>'* As a result of optimization, shorter generation times may be utilized.

Selection of Enzyme Inhibitor

A variety of agents can be employed to block enzymatic conversion of angiotensin |
to angiotensin Il and to prevent proteolytic degradation during generation of angio-
tensin 1.'5'7 Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) is the inhibitor used in this procedure.

Effects of Plasma Dilution

Plasma dilution should be avoided since the renin reaction is substrate-dependent at
the concentration of renin substrate which usually exists in plasma. The effects of
substrate dilution can be seen at all intervals during generation, and more marked
effects are seen at higher dilution.*

Length of Generation

The shortest practical time should be employed for determination of enzyme activity to
provide the best estimate of initial velocity of the reaction and to minimize substrate
consumption. The radioimmunoassay of angiotensin | is sensitive enough to permit
PRA determination using optimized conditions of angiotensin | generation at pH 6.0.
The GammaCoat Plasma Renin Activity Kit method offers a reduced generation time
because the plasma sample is minimally diluted, buffered at an optimized pH, and run
with an inhibitor which is effective at the selected pH. It has been suggested that
low level samples can be quantified by generating the samples for eighteen hours and
then assaying.*

Length of Radioimmunoassay
The GammaCoat Plasma Renin Activity Kit method uses a three hour
radioimmunoassay incubation. Results are available within the same working day.

4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Rabbit anti-Angiotensin | Coated Tubes | 1 bag/100 tubes 5 bags/100 tubes
Angiotensin Assay Buffer (11x) 1 vial/10 mL 5 vials/10 mL
Angiotensin Maleate Generation Buffer 1 vial/5 mL 3 vials/5 mL
Angiotensin PMSF 1 vial/1 mL 2 vials/1 mL
Renin Activity Control 1 vial/3 mL 2 vials/3 mL
Angiotensin Calibrators (A-F) 6 vials/2 mL 12 vials/2 mL
Angiotensin Tracer 2 vials/5 mL 10 vials/5 mL
Number of tests 100 500

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store each
reagent as recommended below. Reagents should not be used past the expiration date
on the label. The expiration date of the kit is reported on the external label and
corresponds to the expiration date of the tracer.

Reagents from different batches must not be mixed.

4.1 ['*I] Angiotensin | Tracer: lyophilized reagent

Reconstitute the ['%1] Angiotensin | Tracer vial by adding 5 mL purified water. Mix well
by inverting or gently vortexing the vial. Add the contents of two tracer vials to 100 mL
of assay buffer. The tracer-buffer reagent is stable at 2-8°C until the kit expiration date.
Upon reconstitution each vial contains approximately 1 pCi tracer (<1 pg/mL
Angiotensin 1) in 5 mL of phosphate buffered saline with bovine serum albumin with
thimerosal added as a preservative.

4.2 Rabbit Anti-Angiotensin | Serum Coated Tubes: ready to use reagent

12 x 75 mm tubes are coated with rabbit anti-angiotensin | serum (titer <1 pg/tube) and
packed in a plastic bag. Store at 2-27°C.



4.3 Angiotensin Assay Buffer Concentrate (11X): concentrated reagent

Add the entire contents of the assay buffer concentrate vial to 100 mL purified water
and mix well. Each vial contains 10 mL of phosphate buffer with 0.1% sodium azide as
a preservative.

4.4 Angiotensin Maleate Generation Buffer: ready to use reagent
Each vial contains 5 mL of maleate buffer, sodium EDTA, neomycin sulfate and inert
blue coloring with 0.1% sodium azide as a preservative. If crystal formation occurs
during shipping the vial may be warmed at 37°C until crystals dissolve.

4.5 Angiotensin Phenylmethylsulfonyl Fluoride: ready to use reagent
Each vial contains 1 mL of phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) in ethanol.

4.6 Renin Activity Control: lyophilized reagent

Reconstitute before use by pipetting 3.0 mL purified water at 2-8°C. Keep vial in an ice
bath for 10 minutes, and gently vortex or swirl to mix thoroughly. Aliquot 1.0 mL
portions into pre-chilled glass or plastic tubes. Seal tightly and store at -20°C. One
aliquot may be kept in an ice bath or refrigerated at 2-8°C if the assay is performed at
this time.

The reconstituted control must be stored frozen at -20°C and is stable for at least
two months. Thawing must be done in an ice bath or in a refrigerator at 2-8°C and the
reconstituted control must not be refrozen after thawing.

Variations in PRA have been observed upon repeated assay of frozen plasma after
various periods of storage.®?® Thus, the use of stored frozen plasma as a control
in PRA determinations may lead to unreliable results. The Renin Activity Control is
utilized routinely during Angiotensin | generation as well as radioimmunoassay,
providing a reliable quality control index for the entire assay. Refer to Quality Control
section for more information.

Upon reconstitution each vial contains 3 mL of processed human plasma with
0.1% sodium azide.

4.7 Angiotensin | Calibrators (A-F): lyophilized reagent

NOTE: Blank and calibrators are used only in the radioimmunoassay portion and must
not undergo angiotensin | generation.

Reconstitute each vial with 2.0 mL of purified water and mix well before use. Blank and
calibrators should then be chilled in an ice bath before assaying. They may be stored at
2-8°C up to two weeks, and at -20°C for longer storage.

Upon reconstitution, each vial contains 2 mL of angiotensin I, BSA in phosphate
buffered saline. Calibrators are calibrated at 0, 0.2, 0.8, 3.0, 10.0 and 50.0 ng/mL,
respectively. The DiaSorin Plasma Renin Activity calibrators are calibrated using the
current production master lot. The kit calibrators demonstrate commutability with
patient samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro
diagnostic test as recommended.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.

REAGENTS CONTAINING HUMAN SOURCE MATERIAL

Treat as potentially infectious.

Each serum/plasma donor unit used in the preparation of this product has been tested
by a U.S. FDA approved method and found non-reactive for the presence of HBsAg,
antibody to HCV, and antibody to HIV 1/2. While these methods are highly accurate,
they do not guarantee that all infected units will be detected. This product may also
contain other human source material for which there is no approved test. Because no
known test method can offer complete assurance that hepatitis B virus, hepatitis C
virus (HCV), Human Immunodeficiency Virus (HIV) or other infectious agents are
absent, all products containing human source material should be handled in
accordance with good laboratory practices using appropriate precautions as described
in the Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health Manual,
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” 4" ed., May 1999 or current
edition.



REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react
with lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush
with a large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, 1976.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

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

REAGENTS CONTAINING THIMEROSAL

Some reagents in this kit contain thimerosal which contains a mercury compound.
Disposal of elemental mercury, inorganic mercury, mercury oxides and mercury com-
pounds should be done in strict compliance with all local, state, and federal regulations.
WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
birth defects or other reproductive harm.

European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC)

Reagents Containing Ethanol

R11 - Highly flammable.

S7 - Keep container tightly closed.

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

Reagents Containing PMSF

R22 - Harmful if swallowed.

R36/38 - Irritating to eyes and skin.

S45 - In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately. (show
the label where possible.)

Reagents Containing Potassium Hydroxide

R35 - Causes severe burns.

S26 - In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice.

S37/39 - Wear suitable gloves and eye/face protection.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125

This kit contains radioactive materials which do not exceed 2 uCi (74 kBgq — kit
CA-1533) or 10 pCi (370 kBq — kit CA-1553) 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. lts 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.

Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

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.

ahobN=



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.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

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.

6. COLLECTION AND PREPARATION OF SPECIMEN
Plasma renin activity is highest in the morning because of diurnal variation in renin
release, and samples should be collected regularly at that time.'®'® A venous blood
sample is collected aseptically using an evacuated glass tube containing EDTA.
Samples may be collected, transported and centrifuged at room temperature. Blood
can sit at room temperature for as long as six hours before centrifugation without
significant accumulation of angiotensin |. After centrifugation of the blood, plasma can
be stored frozen until assayed. Samples may be frozen at -20°C up to one month.
Freeze-thaw cycles, which can occur in self-defrosting freezers, should be avoided.
Variations in PRA have been observed both due to storage at 2-8°C, and to prolonged
storage at -20°C.20. 2!
Prior to assay, frozen samples should be thawed rapidly to room temperature.
Hemolyzed, lipemic, icteric or citrated samples should not be used. Do not use heparin as
an anti-coagulant. See Procedural Limitations section for additional precautions and
information.

7. MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED
7.1  Purified water.
7.2  Constant temperature water bath, 37 + 2°C.
7.3 Ice water bath.
7.4  Volumetric pipets (1, 2, 3 and 5 mL).
7.5 Graduated cylinder (100 mL).
7.6  Precision pipets (10, 100, 500 and 1000 pL).
7.7 Gamma counter.
7.8  Plastic or glass tubes, 12 x 75 mm (for angiotensin | generation).
7.9 Test tube racks.
7.10 Vortex mixer (optional).
7.11 Water aspirator (optional).
7.12 Plastic-backed absorbent paper (optional).

8. ANGIOTENSIN | GENERATION PROCEDURE

8.1  Transfer 1.0 mL of plasma to an uncoated glass or plastic tube marked with
the identifying number and the suffix 37.

8.2 Add 10 pL of the PMSF solution and 100 yL of the maleate generation buffer
(pH 6.0) to each 1.0 mL aliquot from step 1. Mix well and place in ice bath.

8.3 Transfer 500 pL of the plasma from step two to a corresponding chilled tube
marked with the suffix 4.

8.4 Place the 37 series of tubes into a 37°C water bath. Maintain the 4 series of
tubes in an ice bath. Run the maleate buffer generation for 90 minutes.
It has been suggested that patient samples with PRA values less than
1.0 ng/mL/hr may be generated in an eighteen hour incubation and then
reassayed.* Calculations must be adjusted for any change in generation ti

8.5 At the end of the generation period, transfer the 37 series of samples either to
the ice bath if the assay is to be performed immediately, or to the freezer along
with the 4 series for future assay.



9. ASSAY PROCEDURE
The assay procedure includes the preparation of a calibrator curve from which the
unknown angiotensin | content in both the 37 and 4 series samples is interpolated. The
background (4 series) is then subtracted from the corresponding 37 generation
samples.

9.1  Allow tracer-buffer reagent to reach ambient temperature and mix well before
using. Maintain blank and calibrators, generated control, and generated patient
samples in an ice bath and mix well before using.

9.2 Label a set of GammaCoat tubes in duplicate according to the following
scheme. Total Counts [T1,T2] and By tubes [1, 2] may be required for certain
data reduction programs, but may be omitted if the calibrator curve is plotted
on semi-logarithmic graph paper.z-2

Tube Code Angiotensin |
No Contents of Tubes Letter (ng/0.1 mL)
T1,T2  Total Counts (Tracer-Buffer)

1,2 Angiotensin | Blank 0 ng/mL A 0
3,4 Angiotensin | Calibrator 0.2 ng/mL B 0.02
5,6 Angiotensin | Calibrator 0.8 ng/mL C 0.08
7,8 Angiotensin | Calibrator 3.0 ng/mL D 0.30
9,10  Angiotensin | Calibrator 10.0 ng/mL E 1.0
11,12  Angiotensin | Calibrator 50.0 ng/mL F 5.0

13,14  Renin Activity Control, 37°C Generation
15,16  Renin Activity Control, 4°C Generation
17,18 Patient “X”, 37°C Generation

19,20 Patient “X”, 4°C Generation

9.3  Pipet into the appropriate duplicate tubes:
a. 100 pL of each angiotensin | blank or calibrator.
b. 100 pL of the “37” and “4” generation set renin activity control to the

appropriate group of 4 tubes.
c. 100 pL of each “37” and “4” generation set patient sample to the
appropriate group of 4 tubes.

9.4 Immediately add 1.0 mL of tracer-buffer reagent to each tube, including Total
Counts. Mix reagents by gently vortexing each tube.

9.5 Incubate all tubes at room temperature (20-27°C) for three hours.

9.6  Aspirate or decant all tubes, except Total Counts.
FAILURE TO REMOVE ADHERING SOLUTION ADEQUATELY MAY
RESULT IN POOR REPLICATION AND SPURIOUS VALUES.
If the aspirating technique is used, be sure that the plastic tip of the aspirating
tube touches the bottom of the coated tube and that all liquid is removed.
If the decanting technique is used, allow the tubes to drain in an inverted
position for 3-5 minutes. Tap the tubes on absorbent paper to remove any
adhering liquid before placing them upright.

9.7 Count all tubes in a gamma counter for one minute with the window suitably
adjusted for iodine-125.

9.8  Calculate results. Refer to Results section.

10. QUALITY CONTROL

One Renin Activity Control is provided in the kit. 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. The control
must undergo generation before assaying.

Each laboratory should utilize controls at several levels to monitor assay performance.
The controls should be treated as unknowns. Quality control charts should be
maintained to follow the performance of the controls. Appropriate statistical methods
should be used to evaluate trends. Acceptable performance limits should be
ascertained for the individual laboratory.?? 2



11. RESULTS

111
11.2

11.3

1.4

12. P

Record the counts per minute (CPM) bound for each tube.

Plot the CPM bound for angiotensin | calibrators (vertical axis) versus
nanograms (ng) of angiotensin | added per tube (horizontal axis) on semi-
logarithmic graph paper.

Draw the best fitting curve. For typical data, refer to TABLE I. FIGURE 1
illustrates a typical calibrator curve.

Locate the CPM bound for each tube which corresponds to each sample on
the vertical axis and follow a horizontal line intersecting the calibrator curve.
At the point of intersection, read ng angiotensin | from the horizontal axis. For
each sample and control, determine the average ng “37” and average ng “4”.

LASMA RENIN ACTIVITY (PRA)

Plasma renin activity (PRA) is expressed as ng/mL/hr of generated angiotensin I. The
following mathematical corrections are made to obtain ng/mL/hr:

121

12.2
12.3

124

12.5

Subtract the average “4” value (Background) from the average “37”
(Generated):
Net ng = ng “37” — ng “4”
Size of sample assayed in coated tube (C): 0.1 mLc
Dilution of sample (S) by generation buffer (B) and inhibitor (1):
(1.0 mLs + 0.1 mLg) + 0.01 mL, 1.11 mLFjnal
1.0 mLg ©1.00 mLyptal
Time of angiotension | generation: 1.5 hours
NOTE: If length of generation time is altered, then the corresponding change
must be made in this number.
Maleate Generation Calculation:
ng"37"-ng"4" 1.11mL
X
0.1 mLC 1.00 mL
PRA =

1.5hr

PRA = (7.40/mL/hr) x (net ng)
Example: Patient “X” Plasma Sample:
PRA = (0.41 - 0.08) ng x (7.40/mL/hr)
PRA = 2.44 ng/mL/hr



TABLE |
Recording the Data
Do not use to calculate unknowns

Angiotensin | PRA
Tube Contents CPM Level Final
No. of Tubes Bound  (ng/tube)  (ng/mL/hr)
T1  Total Counts (Tracer-Buffer) 29242 - -
T2 Total Counts (Tracer-Buffer) 28992 - -
1 Angiotensin | Blank 0 ng/tube 13617 - -
2 Angiotensin | Blank 0 ng/tube 13048 - -
3 Angiotensin | Calibrator 0.02 ng/tube 13163 - -
4 Angiotensin | Calibrator ~ 0.02 ng/tube 12625 - -
5 Angiotensin | Calibrator ~ 0.08 ng/tube 11305 - -
6 Angiotensin | Calibrator 0.08 ng/tube 11291 - -
7 Angiotensin | Calibrator 0.3 ng/tube 6991 - -
8 Angiotensin | Calibrator 0.3 ng/tube 7110 - -
9 Angiotensin | Calibrator 1.0 ng/tube 3053 - -
10  Angiotensin | Calibrator 1.0 ng/tube 3056 - -
11 Angiotensin | Calibrator 5.0 ng/tube 1307 - -
12 Angiotensin | Calibrator 5.0 ng/tube 1232 — -
13 Renin Activity Control, 37°C 3149 0.97
14 Renin Activity Control, 37°C 3053 1.01
Av: 0.99
15 Renin Activity Control, 4°C 8674 0.20
16 Renin Activity Control, 4°C 8607 0.20
Av: 0.20 5.85
17  Patient “X” Plasma Sample, 37°C 4362 0.41
18 Patient “X” Plasma Sample, 37°C 4459 0.40
Av: 0.41
19 Patient “X” Plasma Sample, 4°C 8546 0.08
20 Patient “X” Plasma Sample, 4°C 8557 0.08
Av: 0.08 244




Typical Calibrator Curve
Do not use to calculate unknowns
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FIGURE 1
13. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Procedural

13.1  The coated tube plastic bag should be closed securely when storing unused
tubes and maintained at 2-27°C.

13.2 The water level must be kept above that of the solution in the tubes without
allowing the tubes to float.

13.3 The user should note that erroneous results can be caused by improper
handling of patient samples.

13.4  Strict attention must be given to the maintenance of ice water temperature
during reagent preparation, angiotensin | generation procedure, and assay
procedure.

13.5 Frozen samples should be thawed rapidly to room temperature and mixed
thoroughly before pipetting.

13.6 Heparin has been noted to inhibit the renin reaction at concentrations of
5 IU/mL; and therefore, heparin should not be used as an anticoagulant in
blood samples to be assayed for plasma renin activity.®

13.7 Hemolyzed specimens contain angiotensinases and should not be used.

13.8  Published data presented evidence that linearity of angiotensin | generation
during a predetermined generation period, even as short as thirty minutes or
as long as eighteen hours, cannot be assumed.® Departure from linearity may
be the rule rather than the exception even under controlled buffering at any
pH. It may be that factors other than pH can influence the linearity of
angiotensin | generation. Until such variables are truly controllable, it seems
necessary to anticipate non-linearity characteristics.

13.9 Failure to obtain appropriate control values may indicate imprecise

manipulations, improper handling or deterioration of reagents. A calibrator curve
based on the appropriate values for calibrators must be established for every run.

Interpretive

It is critical that physiological variables, such as the patient’s posture and either sodium
intake or 24-hour urinary sodium excretion, be considered for accurate interpretation of
assay results. Age, sex, and race are also important factors for consideration.



Changes in PRA can be affected by a spectrum of drugs including diuretics, adrenergic
blocking agents, vasodilators, anti-hypertensives, large doses of progestins,
angiotensin Il antagonists, oral contraceptives or estrogen therapy, and
mineralocorticoid anta-gonists. Use of diatrizoate as in renography, can also affect
PRA values. Failure to take into account the pharmacological contribution of the
patient’s drug intake may lead to the misinterpretation of PRA values.

Various clinical conditions, including normal pregnancy, affect PRA. These factors have
been outlined concisely in review articles published by several investigators.?-%

14. EXPECTED VALUES
Clinical evaluation of this PRA kit was performed by an independent investigator, and
results are summarized briefly in this section. The data presented are intended as a
guide for the user of this kit. Because of variances in patient population, users are
advised to establish their own data (for example, PRA vs. Sodium Excretion
Nomogram).

14.1 Effect of Salt Intake

Plasma samples and 24-hour urine collections were obtained from normal adult
subjects without apparent cardiovascular or renal diseases. Each subject was placed
on a diet of known sodium and potassium content. After an equilibration period, plasma
samples for PRA and 24-hour urine samples were obtained. The results of these
studies are contained in TABLE Il. The data were divided into four subgroups based on
the range of sodium excretion observed: ad libitum salt intake (75-
150 mEQg/24 hrs.); salt supplemented diet (150 mEqg/24 hrs.); and two salt restricted
diets. It is feasible in routine clinical circumstances to obtain modest reductions in
sodium excretion, to 30-75 mEqg/24 hrs. The lower range of sodium excretion,
0-30 mEq/24 hrs., is unusual and requires severe restriction of sodium intake. The
predicted inverse relationship between PRA and urine sodium excretion was observed.
Since dietary salt content varies regionally, it is suggested that PRA vs sodium
excretion data be developed by the individual laboratory.

During the course of clinical evaluation of this kit, samples were obtained from
ambulatory or hospitalized adults without apparent cardiovascular or renal disease.
These subjects were on ad libitum salt intakes and no effort was made to control their
activities. All samples were obtained between 8 AM and 10 AM. The data from these
observations are contained in TABLE Ill. They fall within the range of PRA observed for
subjects on normal salt intake for this population. The higher values of hospitalized
subjects may be ascribed to dietary salt alterations imposed by institutional food, stress
induced by hospital environment, or other undetermined factors.

TABLE Il
PRA with Restricted Salt Intake
Na+ Excretion Mean +1 S.D.
mEq/24 hr (ng/mL/hr)
0-30 16.34 +7.52
30-75 5.91+1.82
75-150 2.12+0.68
>150 0.85+0.46
TABLE lll
PRA with ad libitum Salt Intake
Mean +1 S.D.
(ng/mL/hr)
Random Ambulatory Normals 1.67 £0.83
Non-Ambulatory Normals 3.30+1.85

10



14.2 Positional Effect

Accurate assessment of PRA values depends on the clinician’s knowledge of the
subject’s posture, since PRA values are affected by position. The effect of assuming an
erect position after a night of supine sleep is indicated in TABLE IV.

TABLE IV
Positional Effect

Mean +1 S.D.
(ng/mL/hr)
Supine 1.24 £1.09
Erect 2.63+1.32

14.3 Furosemide Stimulation

Clinical assessment of the renin-angiotensin system may require evaluation of PRA
change after stimulation. The effect of furosemide on the renin-angiotensin system,
as detected by change in PRA, was determined as shown by a study summarized in
TABLE V. There was a significant rise in PRA values with furosemide stimulation.

TABLE V
Furosemide Stimulation*

Mean =1 S.D.
(ng/mL/hr)
Pre-stimulation 2.36 £1.23
Post-stimulation 6.92+2.76

NOTE: A monograph detailing the entire evaluation is available upon request by
contacting Customer Service. The monograph contains the results of the
following studies:

urine aldosterone vs. PRA.

renal vein renin studies in patients with renovascular hypertension.

PRA determination in anephric patients.

PRA results in patients on hemodialysis.

renin profiling of patients with essential hypertension.

five hrs. after furosemide, 40 mg p.o.
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15. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

15.1 Analytical Sensitivity

The sensitivity of the calibrator curve is defined as the smallest single value which can
be distinguished from zero. A statistical estimation of the minimal detectable con-
centration (sensitivity) was calculated according to the method of D. Rodbard, (1978),%
for thirty replicates at the zero point of the calibrator curve. The calculated sensitivity is
0.018 ng/tube.

15.2 Precision

The intra-run precision was determined from the mean of twenty simultaneous assays
per sample. The inter-run precision was determined from the mean of the average of
duplicates for twenty separate runs.

Standard
Intra-Run Number of Mean Deviation Coefficient of
Precision Sample Assays (ng/mL/hr) (ng/mL/hr) Variation
Plasma Pool A 20 1.6 0.16 10.0
Plasma Pool B 20 6.2 0.28 4.6

Plasma Pool C 20 17.9 1.68 9.4
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Standard

Inter-Run Number of Mean Deviation Coefficient of
Precision Sample Assays (ng/mL/hr) (ng/mL/hr) Variation
Plasma Pool A 20 1.6 0.09 5.6
Plasma Pool B 20 10.7 0.82 7.6
Plasma Pool C 20 15.2 1.04 6.8

15.3 Avidity

The calculated affinity constant of this kit's antiserum is approximately 3 x 10" liters/ mole.

15.4 Analytical Specificity

Data on the cross-reactivity of the antiserum used in this kit are expressed as the ratio
of angiotensin | concentration to the cross-reacting substance concentration at 50%

inhibition of maximum binding.

Compound % Cross Reactivity
Angiotensin | 100
Tetradecapeptide* 0.02
Angiotensin Il <0.03
Angiotensin Il <0.03

* Synthetic renin substrate.

REFER TO LAST PAGE FOR REFERENCES
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TROUSSE DE DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE GAMMACOAT®
ACTIVITE DE LA RENINE PLASMATIQUE

1. INDICATION
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
La trousse de dosage radio-immunologique GammaCoat ['?°l] Activité de la rénine
plasmatique permet d’effectuer la détermination quantitative de I'activité de la rénine
plasmatique (ARP) par dosage radio-immunologique de I'angiotensine | produite.

2. RESUME ET COMMENTAIRE
La rénine, une enzyme protéolytique dont le poids moléculaire est de I'ordre de 40.000,
est libérée par les cellules juxtaglomérulaires du rein. Cette enzyme agit au niveau de
la circulation générale par clivage de son substrat, une alpha-2 globuline synthétisée
par le foie, pour donner naissance a un décapeptide, I'angiotensine I.
L’angiotensine | est rapidement clivée sous l'effet d'une enzyme de conversion,
principalement au niveau des poumons, en un octapeptide biologiquement actif,
'angiotensine Il. A son tour, I'angiotensine Il est rapidement dégradée en fragments
peptidiques inactifs par des enzymes présentes dans le plasma et les tissus,
désignées sous le nom d’angiotensinases. La voie métabolique du systéme rénine-
angiotensine est décrite ci-dessous:

substrat de la rénine

rénine
angiotensine |
V¥ enzyme de conversion
angiotensine Il
V¥ angiotensinases
fragments peptidiques inactifs

L’angiotensine Il a une demi-vie extrémement bréve in vivo, mais elle est le plus
puissant agent vasopresseur connu. L’angiotensine Il joue un rble essentiel dans
différentes formes d’hypertension, ainsi que dans la régulation de la tension artérielle.
En outre, il a été démontré que I'angiotensine |l est la substance ayant la plus forte
influence sur la sécrétion d’aldostérone par la glande surrénale.

Les difficultés techniques associées a la mesure des concentrations en angiotensine Il
dans le sang ont retardé I'acceptation générale de ce dosage en laboratoire clinique.
Comme les taux d’angiotensine | reflétent directement [l'activité de la rénine
plasmatique, la détermination de I'activité de la rénine plasmatique a été largement
adoptée pour I'évaluation du systéme rénine-angiotensine lors de maladies. La mesure
de l'activité de la rénine plasmatique chez les patients hypertendus apporte une
contribution importante dans le diagnostic différentiel de I'aldostéronisme primaire et
secondaire. L’estimation de I'activité de la rénine est également utile pour déterminer le
pronostic et le traitement le plus approprié chez les personnes atteintes d’hypertension
essentielle.

Un dosage radio-immunologique de I'angiotensine | et son application en tant qu’indice
de l'activité de la rénine plasmatique ont été décrits." La procédure de détermination de
I'activité de la rénine plasmatique plasma au moyen de la trousse GammaCoat est
adaptée de cette méthode.

3. PRINCIPES DU DOSAGE

La procédure est basée sur les principes de liaison compétitive du dosage radio-
immunologique.? Dans la trousse de dosage radio-immunologique GammaCoat ['#I]
Activité de la rénine plasmatique, I'anticorps est immobilisé sur la partie inférieure de la
paroi du tube GammaCoat. La détermination de lactivité de la rénine plasmatique
nécessite une incubation initiale du plasma pour produire de I'angiotensine |, suivie de la
quantification de I'angiotensine | par dosage radio-immunologique. La production
d’angiotensine | dans le systéme de substrat humain dépend des paramétres suivants:
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3.1 pH d’incubation.
3.2  degré de dilution du plasma.
3.3  choix des inhibiteurs enzymatiques.

3.4 facteurs inconnus dans chaque échantillon individuel de plasma, par exemple
la concentration en substrat de la rénine.

3.5 durée d’incubation.
3.6 température d’incubation.

pH de production

La vitesse de production de I'angiotensine | in vitro est fonction du pH. La procédure
utilisée dans cette trousse fonctionne a un pH de production de 6,0, le pH habituel des
échantillons aprés addition de tampon a pH 5,7. L’avantage d’une incubation a pH 6,0
plutét qu'au pH physiologique de 7 est un doublement de la vitesse de production de
I'angiotensine | qui engendre une meilleure sensibilité pour les échantillons a faible
teneur en rénine.>'* Cette optimisation permet un raccourcissement du temps de
production.

Choix de I'inhibiteur enzymatique

Un grand nombre de substances peuvent étre utilisées pour inhiber la conversion
enzymatique de I'angiotensine | en angiotensine Il et pour empécher la dégradation
protéolytique au cours de la production d’angiotensine 1.'5'7 L’inhibiteur utilisé dans
cette procédure est le fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF).

Effet de la dilution du plasma

La dilution du plasma est a éviter car la réaction de la rénine est tributaire du substrat a
la concentration de substrat de la rénine qui est habituellement présente dans le
plasma. L'effet d’'une dilution du substrat est observable a tout moment au cours de la
production et cet effet est le plus marqué pour des dilutions plus importantes.*

Durée de production

On doit utiliser le temps le plus court possible pour la détermination de l'activité
enzymatique afin d’obtenir la meilleure estimation de la vitesse initiale de la réaction et
de réduire la consommation de substrat. Le dosage radio-immunologique de
I'angiotensine | est suffisamment sensible pour permettre la détermination de I'activité
de la rénine plasmatique sous des conditions optimisées de production d’angiotensine
| a pH 6,0.

La méthode de la trousse GammaCoat Activité de la rénine plasmatique permet un
temps de production réduit parce que I'échantillon de plasma est dilué au minimum,
tamponné a un pH optimisé et analysé en présence d’un inhibiteur qui est efficace au
pH sélectionné. On a émis I'hypothése que des échantillons a faible concentration
peuvent étre quantifiés en laissant produire les échantillons pendant dix-huit heures
avant de procéder au dosage.*

Durée du dosage radio-immunologique

La méthode de la trousse GammaCoat Activité de la rénine plasmatique utilise une
incubation de trois heures pour le dosage radio-immunologique. Les résultats sont
disponibles dans la journée.
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4,

REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes enduits d’anticorps anti-
angiotensine | de lapin

Tampon pour dosage

de I'angiotensine (11x)

Tampon maléate pour la production
d’angiotensine

PMSF pour angiotensine

Contréle de I'activité de la rénine

Etalons Angiotensine (A-F)
Traceur Angiotensine

1 sac/ 100 tubes

1 flacon / 10 mL

1 flacon /5 mL

1 flacon /1 mL
1 flacon /3 mL
6 flacons / 2 mL
2 flacons / 5 mL

5 sacs / 100 tubes

5 flacons / 10 mL

3 flacons /5 mL

2 flacons /1 mL
2 flacons / 3 mL
12 flacons / 2 mL
10 flacons / 5 mL

Nombre de dosages

100

500

CONSERVATION : Des réception, la trousse doit étre stockée entre 2 et 8°C. Apres
ouverture, conserver chaque réactif comme indiqué ci-dessous. Les réactifs ne doivent
pas étre utilisés au-dela de la date de péremption indiquée sur I'étiquette. La date de
péremption de la trousse figure sur I'étiquette extérieure et correspond a celle du
traceur.

Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

4.1 Traceur Angiotensine | ['#1] : réactif lyophilisé

Reconstituer le flacon de traceur Angiotensine | ['®l] en y ajoutant 5 mL d’eau purifiée.
Bien mélanger en retournant le flacon ou en le mélangeant délicatement au vortex.
Ajouter le contenu de deux flacons de traceur a 100 mL de tampon de dosage. Le réactif
tampon+traceur est stable entre 2 et 8°C jusqu’a la date de péremption de la trousse.
Aprés reconstitution, chaque flacon contient environ 1 pCi de traceur (<1 pg/mL
d’angiotensine 1) dans 5 mL de solution saline de tampon phosphate contenant de la
sérumalbumine bovine avec du thimérosal comme conservateur.

4.2 Tubes enduits de sérum anti-angiotensine | de lapin : réactif prét a 'emploi
Les tubes de 12 x 75 mm sont enduits de sérum anti-angiotensine | de lapin
(titre <1 pg/tube) et emballées dans une poche plastique. Les conserver entre 2 et 27°C.

4.3 Tampon concentré pour dosage de I’angiotensine (11X) : réactif concentré
Ajouter la totalité du contenu du flacon de tampon de dosage concentré a 100 mL
d’eau purifiée et bien mélanger. Chaque flacon contient 10 mL de tampon phosphate
avec 0,1% d’azoture de sodium comme conservateur.

4.4 Tampon maléate pour la production d’angiotensine : réactif prét a 'emploi

Chaque flacon contient 5 mL de tampon maléate, EDTA sodique, sulfate de néomycine
et colorant bleu inerte avec 0,1% d’azoture de sodium comme conservateur. Si des
cristaux apparaissent pendant le transport, le flacon peut étre chauffé a 37 °C jusqu’a
dissolution des cristaux.

4.5 Fluorure de phénylméthylsulfonyle pour angiotensine : réactif prét a 'emploi
Chaque flacon contient 1 mL de fluorure de phénylméthylsulfonyle fluoride (PMSF)
dans de I'éthanol.

4.6 Controle de I’activité de la rénine : réactif lyophilisé

Reconstituer avant I'emploi en pipetant 3,0 mL d’eau purifiée entre 2 et 8°C. Placer le
flacon dans un bain de glace pendant 10 minutes et mélanger délicatement au vortex
ou agiter pour bien mélanger. Répartir en portions de 1,0 mL portions dans des tubes
en verre ou en plastique préalablement refroidis. Fermer hermétiquement et conserver
a -20°C. On peut conserver un aliquot dans un bain de glace ou au réfrigérateur entre
2 et 8°C si le dosage a lieu immédiatement.
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Le contréle reconstitué doit étre congelé a -20°C et est stable pendant au moins deux
mois. La décongélation doit s’effectuer dans un bain de glace ou au réfrigérateur entre
2 et 8°C et le contrle reconstitué ne peut pas étre recongelé apres décongélation.

Des variations de I'activité de la rénine plasmatique ont été observées lors du dosage
répété de plasma congelé apres différentes durées de stockage.®® Par conséquent,
I'utilisation de plasma congelé comme controle lors de la détermination de l'activité de la
rénine plasmatique risque de fournir des résultats non fiables. Le contréle d’activité de la
rénine est utilisé en routine lors de la production d’angiotensine |, ainsi que lors du dosage
radio-immunologique et fournit un indice de contréle de qualité fiable pour 'ensemble du
dosage. Se reporter a la section Contréle de qualité pour plus d’'informations.

Aprés reconstitution, chaque flacon contient 3 mL de sérum humain traité contenant
0,1% d’azoture de sodium.

4.7 Etalons angiotensine | (A-F) : réactif lyophilisé

REMARQUE : Les blancs et les étalons sont utilisés uniquement au cours de I'étape
de dosage radio-immunologique et ne doivent pas subir la production d’angiotensine I.
Reconstituer chaque flacon avec 2,0 mL d'eau purifiée et bien mélanger avant
utilisation. Les blancs et les étalons doivent ensuite étre refroidis dans un bain de glace
avant le dosage. On peut les conserver entre 2 et 8°C pendant un maximum de deux
semaines et a -20°C pendant de plus longues périodes.

Aprés reconstitution, chaque flacon contient 2 mL d’angiotensine I, BSA dans une
solution saline de tampon phosphate. Les étalons sont calibrés a 0 ; 0,2 ; 0,8 ; 3,0 ;
10,0 et 50,0 ng/mL respectivement. Les étalons d’activité de la rénine plasmatique
DiaSorin sont calibrés au moyen du lot de production de référence actuel. Les étalons
de la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons des patients
lorsqu’ils sont utilisés avec des réactifs et selon le mode d’emploi de ce dosage
diagnostique in vitro, comme recommandé.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur I’homme ou I'animal.

REACTIFS CONTENANT DES PRODUITS D’ORIGINE HUMAINE

Les traiter comme potentiellement infectieux.

Chaque don de sérum/plasma intervenant dans la préparation de ce produit a été testé
par une méthode agréée par la FDA et s’est avéré non réactif pour la présence
d’antigéne HBsAg, d’anticorps anti-VHC et d’anticorps anti-VIH1 et 2. Méme si ces
méthodes sont extrémement précises, elles ne garantissent pas la détection de tous
les dons infectés. Ce produit peut également contenir d’autres produits d’origine
humaine pour lesquels il n'existe aucun test agréé. Comme aucune méthode de test
connue ne peut offrir 'assurance compléte de I'absence du virus de I'hépatite B, du
virus de I'hépatite C (VHC), du virus de 'immunodéficience humaine (VIH) ou d’autres
agents infectieux, tous les produits d’origine humaine doivent étre manipulés
conformément aux bonnes pratiques de laboratoire en prenant les précautions
appropriées décrites dans le document des Centers for Disease Control and
Prevention/National Institutes of Health Manual, “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories” 4°™ édition, mai 1999 ou derniére édition.

REACTIFS CONTENANT DE L’AZOTURE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent de I'azoture de sodium.
L’azoture de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et donner
naissance a des azotures fortement explosifs. Lors de leur élimination, rincer a grande
eau pour empécher I'accumulation d’azoture. Pour plus d’informations, consulter
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts” dans le manuel
Guide-Safety Management N° CDC-22 publié par les Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA,1976.
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Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Nocif en cas d’inhalation, d’ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage un gaz trés toxique.

S28 - Apres un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DU THIMEROSAL

Certains réactifs de cette trousse contiennent du thimérosal, lequel contient un
composé a base de mercure. L’élimination du mercure élémentaire, du mercure
inorganique, des oxydes de mercure et des composés a base de mercure doit se faire
conformément a toutes les réglementations locales, régionales et fédérales.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme responsable d’anomalies congénitales ou d’autres dommages
intéressant la reproduction.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

Réactifs contenant de I’éthanol

R11 - Hautement inflammable.

S7 - Garder le récipient bien fermé.

S16 - Tenir a I'écart de sources d’inflammation — Interdiction de fumer.

Réactifs contenant du PMSF

R22 - Toxique en cas d’ingestion.

R36/38 - Irritant pour les yeux et la peau.

S45 - En cas d’'accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (et lui
montrer I'étiquette si possible).

Réactifs contenant de I’hydroxyde de potassium

R35 - Provoque de graves brdlures.

S26 - En cas de contact oculaire, rincer immédiatement et abondamment avec de I'eau
et consulter un médecin.

S37/39 - Portez des gants et des lunettes/un masque de protection adaptés.

REACTIFS CONTENANT DE L’IODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 2 uCi (74 kBq — trousse
CA-1533) ou 10 pCi (370 kBg — trousse CA-1553) d’iode-125. Les précautions
appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre respectées pour la
conservation, la manipulation et I'élimination 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 vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de
la médecine vétérinaire, des laboratoires cliniques ou des hépitaux, et uniquement
pour des analyses cliniques ou de laboratoire in vitro n'impliquant pas I'administration
interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a 'homme ou a l'animal. Sa
réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son transfert sont soumis aux
réglementations et a la licence générale de I'U.S. Nuclear Regulatory Commission de
'état avec lequel la Commission a conclu un accord pour I'exercice de l'autorité
réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé dans son récipient d’origine 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 l'aide d’'une produit détergent a base d’alcali ou d’'une solution de
décontamination radioactive. Tout article en verre utilisé doit étre entiérement lavé
a I'eau avant de le laver avec les autres articles en verre du laboratoire.

L ol o
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Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre
d’une licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et I'élimination de produits radioactifs sont soumis
aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigene.

ATTENTION : La radioactivité indiquée sur la notice d’utilisation peut étre Iégérement
différente de celle indiquée 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
radioactivitt a la date de calibrage, alors que la notice d’utilisation indique la
radioactivité théorique de la trousse.

6. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
L’activité de la rénine plasmatique est maximale le matin en raison des variations
diurnes de la libération de rénine et les échantillons doivent étre systématiquement
prélevés a ce moment.”®'® Un échantillon de sang veineux est prélevé de maniere
aseptique au moyen d'un tube en verre sous vide contenant de I'EDTA. Les
échantillons peuvent étre prélevés, transportés et centrifugés a température ambiante.
Le sang peut demeurer a température ambiante pendant jusqu'a six heures avant
d’étre centrifugé sans qu'il y ait d’accumulation significative d’angiotensine I. Aprés
centrifugation du sang, le plasma peut étre congelé jusqu’au moment du dosage. Les
échantillons peuvent étre congelés a -20°C pendant un maximum d’'un mois. Les
cycles répétés de congélation-décongélation, tels qu’ils peuvent se produire dans des
congélateurs a dégivrage automatique, doivent étre évités. Des variations de I'activité
de la rénine plasmatique ont été observées tant suite au stockage entre 2 et 8°C
gu’aprés un stockage prolongé a -20°C.2% 21
Avant le dosage, décongeler rapidement les échantillons congelés a température
ambiante.
Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés, lipémiques, ictériques ou citratés. Ne pas
utiliser d’héparine comme anticoagulant. Voir la section Limites du dosage pour des
précautions et des informations supplémentaires.

7. MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNIS
7.1  Eau purifiée.
7.2 Bain-marie a température constante a 37 + 2°C.
7.3 Bain de glace.
7.4  Pipettes volumétriques (1, 2, 3 et 5 mL).
7.5 Cylindre gradué (100 mL).
7.6  Pipettes de précision (10, 100, 500 et 1000 pL).
7.7  Compteur gamma.
7.8 Tubes en plastique ou en verre de 12 x 75 mm (pour la production
d’angiotensine ).
7.9 Portoirs pour tubes a essai.
7.10 Agitateur-mélangeur de type vortex (facultatif).
7.11 Aspirateur d’eau (facultatif).
7.12 Papier absorbant doublé d'une pellicule plastique (facultatif).

8. PROCEDURE DE PRODUCTION D’ANGIOTENSINE |
8.1  Transférer 1,0 mL de plasma dans un tube en verre ou en plastique non
enduit marqué du numéro d’identification et du suffixe 37.
8.2 Ajouter 10 pL de solution de PMSF et 100 yL de tampon de production
maléate (pH 6,0) a chaque aliquot de 1,0 mL de I'étape 1. Bien mélanger et
placer dans un bain de glace.
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8.3

8.4

8.5

Transférer 500 pL du plasma de [l'étape 2 dans un tube réfrigéré
correspondant marqué du suffixe 4.

Placer la série de tubes 37 dans un bain-marie a 37°C. Laisser la série de
tubes 4 dans un bain de glace. Laisser se dérouler la production en tampon
maléate pendant 90 minutes.

On a émis I'hypothése que des échantillons de patient ayant des valeurs de
l'activité de la rénine plasmatique inférieures a 1,0 ng/mL/h pouvaient étre
incubés pendant dix-huit heures pour la production, puis dosés a nouveau.*
Les calculs doivent étre ajustés pour toute modification du temps de
production.

A la fin de la période de production, transférer la série d’échantillons 37 soit
dans un bain de glace si le dosage doit avoir lieu immédiatement, soit au
congélateur avec les tubes de la série 4 en vue d’un dosage ultérieur.

9. PROCEDURE DE DOSAGE
La procédure de dosage comprend la préparation de la courbe d’étalonnage a partir de
laquelle la teneur en angiotensine | a déterminer dans les échantillons des séries 37 et
4 est interpolée. On soustrait ensuite le bruit de fond (série 4) des tubes de production
de la série 37 correspondants.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

Laisser le réactif traceur-tampon s’équilibrer a température ambiante et bien
mélanger avant utilisation. Garder les blancs et les étalons, les contrdles de
production et les échantillons de patients aprés production dans un bain de
glace et bien mélanger avant utilisation.

Etiqueter une série de tubes GammaCoat par paires selon le schéma suivant.
Des tubes Activité totale [T1,T2] et Bg [1, 2] peuvent s’avérer nécessaires pour
certains programmes de traitement de données, mais peuvent étre omis si I'on
trace la courbe d’étalonnage sur papier semi-logarithmique.?-?°

Tube Code Angiotensine
n° Contenu des tubes alphabétique 1 (ng/0,1 mL)
T1,T2  Activité totale (traceur-tampon)
1,2 Blanc Angiotensine | 0 ng/mL A 0
3,4 Etalon Angiotensine | 0.2 ng/mL B 0,02
5,6 Etalon Angiotensinel 0.8 ng/mL C 0,08
7,8 Etalon Angiotensine | 3.0 ng/mL D 0,30
9,10 Etalon Angiotensine | 10.0 ng/mL E 1,0
11,12  Etalon Angiotensine | ~ 50.0 ng/mL F 5,0

13,14  Contréle de I'activité de la rénine, production a 37°
15,16  Contréle de I'activité de la rénine, production a 4°C
17,18 Patient “X”, production a 37°C

19,20 Patient “X”, production a 4°C

Pipeter dans les paires de tubes appropriées :

a. 100 pL de blanc ou d’étalon Angiotensine I.

b. 100 pL du contréle de I'activité de la rénine de la série de production “37”
et “4” dans la série de tubes 4 correspondante.

c. 100 pL d’échantillon patient de la série de production “37” et “4” dans la
série de tubes 4 correspondante.

Ajouter immédiatement 1,0 mL de réactif traceur-tampon dans chaque tube, y

compris les tubes Activité totale. Mélanger les réactifs en agitant délicatement

chaque tube au vortex.

Incuber tous les tubes a température ambiante (20 a 27°C) pendant trois

heures.
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9.6 Aspirer ou décanter tous les tubes, a I'exception de I'activité totale.
UNE ELIMINATION INCOMPLETE DE LA SOLUTION ADHERANT AUX
PAROIS RISQUE D’ENGENDRER UNE MAUVAISE REPRODUCTIBILITE
OU DES VALEURS ERRONEES.
Si I'on utilise la technique par aspiration, s’assurer que I'embout en plastique
de I'aspirateur est en contact avec le fond de I'éprouvette enduite et que tout
le liquide est bien éliminé.
Si I'on utilise la technique par décantation, laisser les tubes a I'envers pendant
3 a 5 minutes afin qu’ils se vident bien. Tapoter les tubes sur du papier
absorbant pour éliminer le liquide qui y adhére avant de replacer les tubes a
I'endroit.

9.7 Compter tous les tubes dans un compteur gamma pendant une minute, la
fenétre étant correctement réglée pour l'iode-125.

9.8 Calculer les résultats. Se reporter a la section Résultats.

10. CONTROLE DE QUALITE

Un contréle de l'activité de la rénine est joint a la trousse. La plage de concentrations
pour chaque contrdle 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. Le contrdle doit étre soumis a I'étape de production avant le
dosage.

Chaque laboratoire doit appliquer des contréles a plusieurs niveaux pour vérifier les
performances du dosage. Les contrdles doivent étre traités comme des valeurs a
déterminer. Des diagrammes de contrle de qualité doivent étre conservés pour suivre
les performances des contréles. Des méthodes statistiques appropriées doivent étre
utilisées pour évaluer les tendances. Chaque laboratoire doit établir ses propres limites
de performances acceptables.?? %

11. RESULTATS
11.1  Enregistrer le nombre de coups par minute (CPM) liés de chaque tube.
11.2 Reporter les CPM liés pour les étalons d’angiotensine | (axe vertical) en

fonction du nombre de nanogrammes (ng) d’angiotensine | ajoutés par tube
(axe horizontal) sur du papier semi-logarithmique.

11.3  Tracer la courbe la plus précise possible. Pour un exemple de données
typiques, se reporter au TABLEAU |. La FIGURE 1 illustre une courbe
d’étalonnage typique.

11.4 Indiquer les CPM liés pour chaque tube correspondant a chaque échantillon
sur I'axe vertical et suivre une ligne horizontale jusqu’au point d’intersection
avec la courbe d’étalonnage. Au point d’intersection, lire le nombre de
nanogrammes d’angiotensine | sur I'axe horizontal. Pour chaque échantillon et
chaque contréle, déterminer le nombre moyen de nanogrammes “37” et le
nombre moyen de nanogrammes “4”.

12. ACTIVITE DE LA RENINE PLASMATIQUE (ARP)

L’activité de la rénine plasmatique (ARP) est exprimée en ng/mL/h
d’angiotensine | produite. Les corrections mathématiques suivantes sont
effectuées pour obtenir des ng/mL/h :

121  Soustraire la valeur moyenne “4” (bruit de fond) de la valeur moyenne “37”
(production) :
ng net = ng “37” — ng “4”
12.2  Taille de I'échantillon dosé en tube enduit (C): 0,1 mLc
12.3  Dilution de I'échantillon (S) par le tampon de production (B) et I'inhibiteur (1) :
(1,0 mLS +0,1 mLB) + 0,01 le 1,11 mLFina|
1,0 mLS - 1,00 lenltlal
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12.4 Temps de production de I'angiotensine | : 1,5 heures
REMARQUE : En cas de modification du temps de production, ce chiffre doit
étre modifié en conséquence.

12.5 Calcul de la production en tampon maléate :

ng"37"-ng"4" 1,11mL
X
1,00 mL

0,1mL
PRA = c

1,5 heures

PRA = (7,40/mL/h) x (ng net)

Exemple : Echantillon de plasma du patient “X” :
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/h)

PRA = 2,44 ng/mL/h

TABLEAU I
Enregistrement des données

A ne pas utiliser pour calculer les valeurs a déterminer

Niveau ARP
Tube Contenu CPM d’angiotensine | finale
n°. des tubes lies (ng/tube) (ng/mL/hr)
T1  Activité totale (traceur-tampon) 29242 - -
T2  Activité totale (traceur-tampon) 28992 - -
1 Blanc Angiotensine | 0 ng/tube 13617 - -
2 Blanc Angiotensine | 0 ng/tube 13048 - -
3  Etalon Angiotensine | 0,02 ng/tube 13163 - -
4 Etalon Angiotensine | 0,02 ng/tube 12625 - -
5 Etalon Angiotensine | 0,08 ng/tube 11305 - -
6 Etalon Angiotensine | 0,08 ng/tube 11291 - -
7 Etalon Angiotensine | 0,3 ng/tube 6991 - -
8 Etalon Angiotensine | 0,3 ng/tube 7110 - -
9 Etalon Angiotensine | 1,0 ng/tube 3053 - -
10 Etalon Angiotensine | 1,0 ng/tube 3056 - -
11 Etalon Angiotensine | 5,0 ng/tube 1307 - -
12 Etalon Angiotensine | 5,0 ng/tube 1232 — —
13  Contréle de I'activité de la rénine, 37°C 3149 0,97
14  Contrble de I'activité de la rénine, 37°C 3053 1,01
Moy: 0,99
15 Contréle de I'activité de la rénine, 4°C 8674 0,20
16  Controle de I'activité de la rénine, 4°C 8607 0,20
Moy: 0,20 5,85
17 Echantillon de plasma du patient “X”, 4362 0,41
37°C
18 Echantillon de plasma du patient “X”, 4459 0,40
37°C Moy: 0,41
19  Echantillon de plasma du patient “X”, 4°C 8546 0,08
20 Echantillon de plasma du patient “X”, 4°C 8557 0,08
Moy: 0,08 2,44
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Courbe d’étalonnage typique
A ne pas utiliser pour calculer les valeurs a déterminer

M

o
O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

/ \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

FIGURE 1

13. LIMITES DU DOSAGE
Au niveau de la procédure

1341

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

Le sac en plastique contenant les tubes enduits doit étre soigneusement refermé
pour conserver les tubes non utilisés et maintenu a une température de 2 a 27°C.

Le niveau d’eau doit étre maintenu au-dessus du niveau de la solution dans les
tubes, mais sans que les tubes ne flottent.

L'utilisateur doit garder en mémoire qu'une manipulation des échantillons de
patients peut engendrer des résultats erronés.

On accordera une attention toute particuliere au maintien de la température du
bain de glace au cours de la préparation du réactif, de la procédure de
production d’angiotensine | et de la procédure de dosage.

Les échantillons congelés doivent étre décongelés rapidement a température
ambiante et bien mélangés avant de les pipeter.

On a constaté que I'héparine inhibe la réaction de la rénine a des concentrations
de 5 Ul/mL ; par conséquent, on ne doit pas utiliser d’héparine comme
anticoagulant pour les échantillons de sang destinés au dosage de I'activité de la
rénine plasmatique.®

Les échantillons hémolysés contiennent des angiotensinases et ne doivent pas
étre utilisés.

Les données publiées indiquent qu'il n’est pas possible d’affirmer la linéarité de
la production d’angiotensine | au cours d’'une période de production déterminée,
méme aussi bréeve que trente minutes ou aussi longue que dix-huit heures.®
Un écart par rapport a la linéarité pourrait bien étre la regle plutét qu’une
exception, méme dans des conditions tampon contrlées a n’'importe quel pH.
Il pourrait y avoir d’autres facteurs que le pH susceptibles d’influencer la linéarité
de la production d’angiotensine |. Aussi longtemps que ces variables ne sont pas
parfaitement contrélables, il semble nécessaire de s’attendre a des
caractéristiques non linéaires.

Si 'on ne parvient pas a obtenir des valeurs correctes pour les contrbles,
la manipulation a peut-&tre été imprécise ou incorrecte ou les réactifs ont pu étre
endommagés. Une courbe d’étalonnage basée sur les valeurs adéquates des
étalons doit étre établie pour chaque dosage.
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Au niveau de l’interprétation

Il est essentiel de prendre en considération des variables physiologiques comme la
position du patient et sa consommation de sodium ou son excrétion urinaire de sodium
en 24 heures pour une interprétation exacte des résultats du dosage. L’age, le sexe et
la race sont également d’importants facteurs dont il faut tenir compte.

L’activité de la rénine plasmatique peut varier sous l'effet d'un grand nombre de
médicaments, notamment les diurétiques, les inhibiteurs des récepteurs adrénergiques,
les vasodilatateurs, les anti-hypertenseurs, les progestagénes a forte dose, les
antagonistes de [l'angiotensine Il, les contraceptifs oraux ou un traitement aux
oestrogenes et les antagonistes des minéralocorticoides. L'utilisation de diatrizoate, par
exemple lors d’'une rénographie, peut également affecter les valeurs de I'activité de la
rénine plasmatique. Si l'on omet de prendre en considération la contribution
pharmacologique des médicaments que prend le patient, cela risque d’aboutir a une
interprétation incorrecte des valeurs de 'activité de la rénine plasmatique.

Diverses conditions cliniques, y compris une grossesse normale, affectent I'activité de
la rénine plasmatique. Ces facteurs ont été brievement décrits dans des articles de
revue publiés par divers chercheurs.?’-3°

14. VALEURS DE REFERENCE

L’évaluation clinique de cette trousse APR a été réalisée par un chercheur indépendant
et les résultats sont brievement résumés dans cette section. Les données présentées
sont destinées a servir de guide a [l'utilisateur de cette trousse. En raison de la
variabilit¢ parmi les populations de patient, il est conseillé aux utilisateurs de
déterminer leurs propres données (par exemple nomogramme de l'activité de la rénine
plasmatique en fonction de I'excrétion de sodium par le patient).

14.1 Effet de la consommation de sel

Des échantillons de plasma et d'urine de 24 heures ont été obtenus chez des sujets
adultes normaux exempts de toute pathologie cardio-vasculaire ou rénale manifeste.
Chaque sujet a été soumis a un régime alimentaire a teneur connue en sodium et en
potassium. Aprés une période d’équilibrage, des échantillons de plasma pour la
détermination de l'activité de la rénine plasmatique et d’urine de 24 heures ont été
obtenus. Les résultats de ces études sont résumés au TABLEAU Il. Les données ont
été divisées en quatre sous-groupes en fonction du niveau d’excrétion sodée observé :
consommation de sel ad libitum (75 a 150 mEq/24 h), régime complémenté en sel
(150 mEq/24 h) et deux régimes a teneur limitée en sel. Il est possible, dans des
conditions cliniques normales, d’obtenir de lIégéres réductions de I'excrétion de sodium,
jusqua 30 a 75 mEqg/24 h. Le plus faible niveau d’excrétion de sodium, 0 a
30 mEQg/24 h, est inhabituel et nécessite une limitation sévére de la consommation de
sodium. La relation inverse attendue entre l'activité de la rénine plasmatique et
I'excrétion urinaire de sodium a été observée. Comme la teneur en sel dans le régime
alimentaire varie selon les régions, il est conseillé a chaque laboratoire d’établir ses
propres données de l'activité de la rénine plasmatique en fonction de I'excrétion de
sodium.

Au cours de I'évaluation clinique de cette trousse, des échantillons ont été obtenus de
sujets adultes ambulatoires ou hospitalisés exempts de toute pathologie cardio-
vasculaire ou rénale manifeste. Ces sujets consommaient du sel ad libitum et aucune
tentative n'a eu lieu en vue de contrdler leurs activités. Tous les échantillons ont été
prélevés entre 8 heures et 10 heures du matin. Les données résultant de ces
observations sont reprises au TABLEAU lIl. Elle se situent dans la plage d’'activité de
la rénine plasmatique observée pour des sujets ayant des apports normaux en sel
parmi cette population. Les valeurs plus élevées chez les sujets hospitalisés peuvent
étre attribuées aux modifications des apports alimentaires de sel imposés par la
nourriture distribuée en milieu hospitalier, au stress induit par I'environnement
hospitalier ou a d’autres facteurs indéterminés.
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TABLEAU II
Activité de la rénine plasmatique avec consommation limitée de sel

Excrétion de Na+ Moyenne + 1 E.T.
mEg/24 h (ng/mL/h)
0-30 16,34 +7,52
30-75 591+1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
TABLEAU Il

Activité de la rénine plasmatique avec consommation de sel a volonté
Moyenne + 1 E.T.

(ng/mL/h)
Sujets normaux ambulatoires pris au hasard 1,67 £ 0,83
Sujets normaux non ambulatoires 3,30 £ 1,85

14.2 Effet de la position

Une évaluation correcte des valeurs de l'activité de la rénine plasmatique nécessite
que le clinicien connaisse la position du sujet, car les valeurs de 'APR sont affectées
par la position. L’effet de supposer une position debout aprés une nuit de sommeil en
position couchée est décrit au TABLEAU IV.

TABLEAU IV
Effet de la position

Moyenne + 1 E.T.

(ng/mL/h)
Couché 1,24 +1,09
Debout 2,63+1,32

14.3 Stimulation par la furosémide

L’évaluation clinique du systéeme rénine-angiotensine nécessite éventuellement une
évaluation de la variation de I'activité de la rénine plasmatique suite a une stimulation.
L’effet de la furosémide sur le systéme rénine-angiotensine, détecté par la variation de
I'activité de la rénine plasmatique, a été déterminé comme suit par une étude résumée
au TABLEAU V. On observe une augmentation significative des valeurs de I'activité de
la rénine plasmatique aprés stimulation par la furosémide.

TABLEAU V
Stimulation par la furosémide*

Moyenne + 1 E.T.

(ng/mL/h)
Avant stimulation 2,36 + 1,23
Aprés stimulation 6,92 + 2,76

REMARQUE : Une monographie décrivant en détail ’ensemble de I’évaluation
peut étre obtenue sur demande en contactant notre service clientéle. Cette
monographie reprend les résultats des études suivantes :
1. aldostérone urinaire vs. activité de la rénine plasmatique.
2. études de la rénine au niveau de la veine rénale chez des patients souffrant
d’hypertension rénovasculaire.
3. Détermination de I'activité de la rénine plasmatique chez des patients anéphriques.
4. Résultats de 'activité de la rénine plasmatique chez des patients sous hémodialyse.
5. profil de la rénine chez des patients atteints d’hypertension essentielle.

*  cinq heures apres furosémide 40 mg per os.
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15. CRITERES DE QUALITE

15.1 Sensibilité analytique

La sensibilité de la courbe d’étalonnage est définie comme la plus petite valeur unique
pouvant étre distinguée de zéro. Une estimation statistique de la concentration
minimum détectable (sensibilit¢) a été calculée selon la méthode de D. Rodbard,
(1978),3" pour trente répétitions au point zéro de la courbe d’étalonnage. La sensibilité
calculée est de 0,018 ng/tube.

15.2 Précision

La précision intra-dosage a été déterminée en calculant la moyenne de vingt dosages
simultanés par échantillon. La précision inter-dosage a été déterminée en calculant la
moyenne des doubles pour vingt dosages différents.

Echantillon pour la

détermination de la Nombre de Moyenne Ecart-type Coefficient de
précision intra-dosage dosages (ng/mL/h) (ng/mL/h) variation
Pool de plasmas A 20 1,6 0,16 10,0
Pool de plasmas B 20 6,2 0,28 4,6
Pool de plasmas C 20 17,9 1,68 9,4
Echantillon pour la
détermination de la Nombre de Moyenne Ecart-type Coefficient de
précision inter-dosage dosages (ng/mL/h) (ng/mL/h) variation
Pool de plasmas A 20 1,6 0,09 5,6
Pool de plasmas B 20 10,7 0,82 7,6
Pool de plasmas C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Avidite

La constante d’affinité calculée de I'antisérum utilisé dans cette trousse est d’environ
3 x 10 litres/mole.

15.4 Spécificité analytique

Les données concernant la réactivité croisée de I'antisérum utilisé dans cette trousse
sont exprimées comme le rapport entre la concentration d’angiotensine | et la
concentration de la substance présentant une réaction croisée a 50% d’inhibition de la
liaison maximum.

Composé % de réactivité croisée
Angiotensine | 100
Tétradecapeptide* 0,02
Angiotensine Il <0,03
Angiotensine lll <0,03

* Substrat synthétique de la rénine.

CONSULTER LA DERNIERE PAGE POUR LES REFERENCES
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GAMMACOAT® PLASMA-RENIN AKTIVITAT RADIOIMMUNOASSAY KIT

1. VERWENDUNGSZWECK
NUR ZUR IN-VITRO DIAGNOSTIK.
Der GammaCoat ['?°]] Plasma Renin Activity Radioimmunoassay Kit dient der
quantitativen Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitait (PRA) mit dem Radio-
immunoassay des generierten Angiotensin .

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Renin, ein proteolytisches Enzym mit einem Molekulargewicht von ca. 40,000 wird von
den juxtaglomerularen Zellen der Niere freigesetzt. Das Enzym wirkt im Korperkreislauf
und spaltet sein Substrat, ein von der Leber aufgebautes Alpha-2 Globulin, um das
Dekapeptid Angiotensin | zu produzieren.

Angiotensin | wird schnell durch die Aktivitat der Converting Enzyme, vornehmlich in den
Lungen, in das biologisch aktive Oktapeptid Angiotensin Il gespalten. OriginAngiotensin I
wird wiederum durch die im Plasma und in den Geweben vorhandenen Enzyme, die als
Angiotensinasen bekannt sind, schnell in inaktive Peptid - Fragmente abgebaut. Der
metabolische Leitweg des Renin-Angiotensin-Systems wird auf folgende Weise
beschrieben:

Reninsubstrat
¥ Renin
Angiotensin |
Converting Enzyme
Angiotensin Il
Angiotensinasen
Inaktive Peptide - Fragmente

Angiotensin Il hat eine dulRerst kurze In-vitro Halbwertzeit, ist jedoch einer der bekanntesten
Vasodepressoren. Angiotensin Il spielt eine Schilsselrolle bei verschiedenen Formen von
Hypertonie und bei der Blutdruckregulierung. Zusatzlich wird Angiotensin Il besonders fiir
die Beeinflussung der Aldosteronsekretion durch die Nebenniere eingesetzt.

Technische Schwierigkeiten bei der Messung des Angiotensin |l - Spiegels im Blut
haben die allgemeine Annahme des Assays durch die klinischen Laboratorien
verzogert. Da die Angiotensin | - Spiegel direkt die Plasma-Renin-Aktivitat
widerspiegeln, wurde die Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitat weitgehend fir die
Untersuchung des Renin-Angiotensin-Systems im Krankheitsfall herangezogen. Die
Messung der Plasma-Renin-Aktivitat bei hohem Blutdruck ist eine wichtige Hilfe bei der
Differentialdiagnose des primardren und sekundardren Aldosteronismus. Die
Bewertung der Reninaktivitat ist auch wertvoll bei der Festlegung der Prognose und
der geeignetsten Therapie bei Patienten mit essentieller Hypertonie.

Ein Radioimmunoassay fiir Angiotensin | und seine Anwendung als Index der Plasma-
Renin-Aktivitdt wurde bereits beschrieben.” Das Verfahren des GammaCoat Kit zur
Bestimmung der Plasma-Renin-Aktivitat wurde von dieser Methode abgeleitet.

3. TESTPRINZIPIEN

Das Verfahren basiert auf den Prinzipien der kompetitiven Bindung des
Radioimmunoassays.? Bei dem GammaCoat ["?°l] Plasma Renin Activity RIA Kit wird der
Antikorper auf der unteren Innenwand des GammaCoat-Réhrchens immobilisiert. Die PRA-
Bestimmung umfasst eine initiale Plasmainkubation zur Erzeugung von Angiotensin |, der
eine MaRanalyse des Angiotensin | mittels Radioimmunoassay folgt. Die Ausschuttung von
Angiotensin | im menschlichen Substratsystem wird geregelt durch:

3.1 pH der Inkubation.

3.2 Umfang der Plasmaverdiinnung.

3.3  Wahl der Enzyminhibitoren.

3.4 unbekannte Faktoren in jeder individuellen Plasmaprobe wie z.B. die

Konzentration des Reninsubstratspiegels.
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3.5 Inkubationsdauer.
3.6 Inkubationstemperatur.

pH Generation

Die In-vitro Generationsrate von Angiotensin | hangt von der pH-Konzentration ab.
Dieses Kit-Verfahren verwendet eine pH-Generation von 6,0, die normale pH-
Konzentration von Proben nach Zugabe eines pH 5,7-Puffers. Der Vorteil einer
Inkubation mit pH 6,0 statt der physiologischen pH 7 Konzentration ist die zweifach
héhere Generationsrate von Angiotensin | mit der entsprechenden besseren
Sensitivitdt fir Proben mit niedrigem Reningehalt.>'* Als Ergebnis der Optimierung
kénnen kirzere Generationszeiten verwendet werden.

Auswahl der Enzyminhibitoren

Eine Vielzahl von Wirkstoffen kann fur die Hemmung der enzymatischen Konversion
des Angiotensin | in Angiotensin Il eingesetzt werden und zur Verhinderung des
proteolytischen Abbaus von Angiotensin | wahrend der Generation.'>'” Als Hemmstoff
wird bei dieser Methode Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) eingesetzt.

Auswirkungen der Plasmaverdiinnung.

Plasmaverdinnung sollte vermieden werden, da die Renin-Reaktion von der
normalerweise im Plasma vorhandenen Konzentration des Reninsubstrats abhangig
ist. Die Auswirkungen der Substratverdiinnung kdnnen wahrend der Generation in allen
Intervallen beobachtet werden und treten bei hdéherer Verdinnung noch starker
hervor.#

Generationsdauer

Die Enzymtatigkeit sollte in der kirzest moéglichen Zeit bestimmt werden, um die
Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion einschatzen und den Substratverbrauch
minimieren zu kénnen. Der Radioimmunoassay flur Angiotensin | ist ausreichend
empfindlich fur die PRA - Bestimmung mithilfe optimierter Generationsbedingungen fir
Angiotensin | mit pH 6,0.

Das Verfahren des GammaCoat Plasma Renin Activity Kit bietet eine reduzierte
Generationszeit, da die Plasmaprobe nur geringfligig verdinnt und auf einem
optimierten pH-Wert gepuffert wird und der Test mit einem Hemmstoff ablauft, der in
dem gewahlten pH-Bereich wirksam ist. Es wird empfohlen, Proben mit niedrigem
Spiegel durch Generieren der Proben fur achtzehn Stunden zu quantifizieren und
anschlielfend zu testen.*

Dauer des Radioimmunoassays

Die Methode des GammaCoat Plasma Renin Activity Kit verwendet eine dreistiindige
Radioimmunoassay - Inkubation. Ergebnisse kdnnen am gleichen Arbeitstag erzielt
werden.

4. KITREAGENZIEN

Hase - Anti-Angiotensin | 1 Beutel/100 5 Beutel/100 Réhrchen

beschichtete Rohrchen Réhrchen

Angiotensin - Testpuffer (11x) 1 Flaschchen /10 mL | 5 Flaschchen /10 mL

Angiotensin Maleinat - 1 Flaschchen /5 mL 3 Flaschchen/ 5 mL

Generationspuffer

Angiotensin PMSF 1 Flaschchen /1 mL 2 Flaschchen/1 mL

Reninaktivitat - Kontrolle 1 Flaschchen / 3 mL 2 Flaschchen /3 mL

Angiotensin-Kalibratoren (A-F) | 6 Flaschchen /2 mL 12 Flaschchen / 2 mL

Angiotensin - Tracer 2 Flaschchen/ 5 mL 10 Flaschchen/ 5 mL
Anzahl der Tests 100 500

LAGERUNG: Der Kit sollte bei 2-8°C aufbewahrt werden. Nach dem Offnen jedes
Reagenz entsprechend den u.a. Anleitungen lagern. Die Reagenzien diirfen nach dem
Verfallsdatum nicht verwendet werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem
auleren Etikett angebracht und entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Reagenzien aus verschiedenen Chargen dirfen nicht vermischt werden.
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4.1 ['*1] Angiotensin | Tracer: lyophilisiertes Reagenz

Das Flaschchen ['?°]] Angiotensin | Tracer mit 5 mL destilliertem Wasser verdiinnen.
Durch Umdrehen gut mischen oder das Flaschchen vorsichtig vortexen. Den Inhalt von
zwei Flaschchen Tracer zu 100 mL Testpuffer zugeben. Das Tracer-Puffer Reagenz
bleibt bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum des Kits stabil.

Nach der Rekonstitution enthalt jedes Flaschchen ca. 1 pCi Tracer (<1 pg/mL
Angiotensin 1) in 5 mL Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung mit bovinem Serumalbumin
mit Thimerosal als Konservierungsmittel.

4.2 Mit Hase-Anti-Angiotensin | Serum beschichtete Rohrchen: gebrauchsfertiges
Reagenz

12 x 75 mm Ro&hrchen sind mit Hase-Anti-Angiotensin | Serum (Titer <1 pug/Réhrchen)
beschichtet und in einem Plastikbeutel verpackt. Bei 2-27 °C aufbewahren.

4.3 Angiotensin-Testpuffer-Konzentrat (11X): konzentriertes Reagenz

Den gesamten Inhalt des Flaschchens mit konzentriertem Testpufferkonzentrat zu
100 mL destilliertem Wasser geben und gut mischen. Jedes Flaschchen enthalt 10 mL
Phosphatpuffer mit 0,1% Natriumazid als Konservierungsmittel.

4.4 Angiotensin-Maleinat-Generationspuffer: gebrauchsfertiges Reagenz

Jedes Flaschchen enthadlt 5 mL Maleinatpuffer, Natrium EDTA, Neomycinsulfat und
inerten blauen Farbstoff mit 0,1% Natriumazid als Konservierungsmittel. Falls sich
wahrend des Transports Kristalle bilden, kann die Ampulle auf 37 °C erwarmt werden,
bis sich die Kristalle auflésen.

4.5 Angiotensin-Phenylmethylsulfonyl-Fluorid: gebrauchsfertiges Reagenz
Jedes Flaschchen enthalt 1 mL Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (PMSF) in Athanol.

4.6 Renin-Aktivitatskontrolle: lyophilisiertes Reagenz

Vor dem Gebrauch mit 3,0 mL destilliertem Wasser durch Pipettieren bei 2-8 °C
verdunnen. Das Flaschchen fur 10 Minuten in ein Eisbad stellen und vorsichtig
vortexen oder grundlich mischen. 1,0 mL Portionen in vorgekihlte Glas- oder
Kunststoffrohrchen abfiillen. Fest verschlieRen und bei -20°C aufbewahren. Ein Aliquot
kann in ein Eisbad gestellt oder bei 2-8 °C gekihlt werden, falls der Test sofort
ausgeflhrt wird.

Die verdiinnte Kontrolle muss fiir die Lagerung bei -20 °C eingefroren werden und
bleibt flir mindestens zwei Monate stabil. Die Kontrolle in einem Eisbad oder in einem
Kuhlschrank bei 2-8 C auftauen; verdinnte Kontrollen durfen nach dem Auftauen
nicht wieder eingefroren werden.

Bei wiederholten Tests mit eingefrorenem Plasma mit unterschiedlichen Lagerzeiten
konnten Variationen bei der PRA beobachtet werden.®?° Die Verwendung von
eingefrorenem Plasma zur Kontrolle bei der PRA Bestimmung kann daher zu
unzuverlassigen Ergebnissen fihren. Die Renin-Aktivitatskontrolle wird routinemaRig
bei der Angiotensin | Generation eingesetzt ebenso wie beim Radioimmunoassay und
liefert einen zuverldssigen Index der Qualitatskontrolle fir den gesamten Test. Weitere
Informationen finden Sie im Abschnitt der Qualitatskontrolle.

Nach der Rekonstitution enthalt jedes Fldschchen 3 mL behandeltes Humanplasma mit
0.1% Natriumazid.

4.7 Angiotensin | Kalibratoren (A-F): lyophilisiertes Reagenz

HINWEIS: Blindproben und Kalibratoren werden nur in dem Radioimmunoassay - Teil
benutzt und diirfen nicht der Angiotensin | Generation unterzogen werden.

Jedes Flaschchen mit 2.0 mL destilliertem Wasser verdiinnen und vor dem Gebrauch
gut mischen. Blindproben und Kalibratoren missen dann in einem Eisbad vor dem
Test gekihlt werden. Sie kdnnen bei 2-8 °C bis zu zwei Wochen und bei -20 °C fur
langere Zeit aufbewahrt werden.

Nach der Rekonstitution enthélt jedes Flaschchen 2 mL Angiotensin I, BSA in Phosphat-
gepufferter Kochsalzldsung. Die Kalibratoren werden auf 0, 0,2, 0,8, 3,0, 10,0 und
50,0 ng/mL geeicht. Die Kalibratoren der DiaSorin Plasma-Reninaktivitdt werden mithilfe
der Mastercharge der laufenden Produktion geeicht. Die Kitkalibratoren sind mit
Patientenproben austauschbar, wenn sie mit Reagenzien verwendet werden und dieser
diagnostische In-vitro-Test wie empfohlen durchgefiihrt wird.
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5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht flr internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

REAGENZIEN MIT MATERIAL HUMANEN URSPRUNGS

Dieses Produkt ist als potenzieller Infektionserreger zu behandein.

Alle in der Herstellung dieses Produktes verwendeten Serum- bzw. Plasma-
spendeeinheiten wurden nach einer in den Vereinigten Staaten von der
Bundesbehdrde FDA genehmigten Methode getestet und flr nicht reaktiv auf Hepatitis-
B-Oberflachenantigen (HBsAg), Hepatitis-C-Antikdrper (HCV) und Antikérper fir HIV-
1/2 befunden. Obwohl diese Methode auRerst genau ist, bietet sie keine Gewahr dafir,
dass alle infizierten Einheiten identifiziert werden kénnen. Dieses Produkt kann auch
Material humanen Ursprungs enthalten, fir welches es noch kein genehmigtes
Testverfahren gibt. Da keine der zur Zeit bekannten Testmethoden absolute Gewahr
fur die Abwesenheit des Hepatits-B-Virus (HBV), Hepatitis-C-Virus (HCV), des
erworbenen Immundefekt-Syndroms (HIV) oder anderer Infektionserreger bieten kann,
sind alle Produkte mit Komponenten humanen Ursprungs unter Einhaltung guter
Laborpraktiken und entsprechender VorsichtsmaBnahmen laut Empfehlungen des
Leitfadens der Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of
Health, “Biosicherheit in mikrobiologischen und biomedizinischen Laboren”, 4. Auflage,
Mai 1999 oder aktuelle Auflage, als potenzielle infektidse Substanzen zu behandeln.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

VORSICHT: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid, das
gegebenenfalls mit Blei- oder Kupferleitungen reagieren und hdchst explosive
Metallazide bilden kann. Zur Entsorgung mit reichlichst Wasser nachspullen, um
Azidaufbau zu vermeiden. Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts”
(Dekontaminierung von Abflissen in Laborspuilbecken zur Entsorgung von Azidsalzen)
des Handbuches "Safety Management" (SicherheitsmaRnahmen), Nr. CDC-22,
herausgegeben von Centers for Disease Control and Prevention (US-
Krankheitsforschungszentren), Atlanta, Bundesstaat Georgia, 1976.

Europaische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir geféahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 - Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit
der Haut.

R 32 - Entwickelt bei Berlihrung mit Saure sehr giftige Gase.

S28 - Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

REAGENZIEN MIT THIMEROSAL

Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Thimerosal, das wiederum eine
Quecksilberverbindung enthalt. Quecksilberelemente, anorganisches Quecksilber,
Quecksilberoxide und -verbindungen miissen in strikter Ubereinstimmung mit allen
lokalen, staatlichen und Bundesvorschriften entsorgt werden.

WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien Fehlgeburten oder andere angeborene Defekte verursachen
kann.

Europaische Gemeinschaften: Gefahrenbezeichnungen fiir geféahrliche Stoffe
(Richtlinie 1999/45/EG)

Ethanol enthaltende Reagenzien

R11 - Leicht entzindlich.

S7 - Behalter dicht geschlossen halten.

S16 - Von Zlindquellen fernhalten — Nicht rauchen.

PMSF enthaltende Reagenzien

R22 - Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R36/38 - Reizt die Augen und die Haut.

S45 - Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen. (Wenn mdglich, dieses Etikett
vorzeigen.)
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Kaliumhydroxid enthaltende Reagenzien

R35 - Kann schwere Veratzungen verursachen.

S26 - bei Kontakt mit den Augen mit viel Wasser spulen und den Arzt aufsuchen.
S37/39 - Bei der Arbeit geeignete Handschuhe sowie einen geeigneten Augen- und
Gesichtsschutz tragen.

REAGENZIEN MIT JOD-125
Dieser Kit enthalt radioaktives Material mit maximal 2 uCi (74 kBg — Kit CA-1533) oder
10 pCi (370 kBqg — Kit CA-1553) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung und
Entsorgung dieses Materials sind entsprechende Vorsichtsmanahmen und gute
Laborpraktiken einzuhalten.
Fir Arzte bzw. Institutionen, welche im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope
erhalten:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind
nur Arzten, veterinarmedizinisch tatigen Tierarzten, klinischen Laboren oder
Krankenh&usern und nur fir 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 (US-amerikanische Strahlenschutzbehdrde) bzw.
des Staates, mit dem diese Behorde ein Abkommen zur Auslbung ihrer
Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafir bestimmten
Bereich zu beschrénken.
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.
Verschuttetes Material aufwischen und Bereich anschlieRend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationslésung waschen. Alle
benutzten Glasbehélter vor dem Waschen mit anderen Laborbehaltern aus Glas
grundlichst mit Wasser splen.
Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials
unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.

WARNHINWEIS: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien
krebserregend ist.

abhonN

ACHTUNG: 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 darstellt.

6. PROBENGEWINNUNG UND VORBEREITUNG

Die Plasma-Renin-Aktivitat ist aufgrund der Variation in der Reninausschuttung wahrend
des Tages am Morgen am hochsten und Proben sollten daher zu dieser Zeit genommen
werden.'®'® Vengses Blut unter aseptischen Bedingungen in ein Iuftleeres Rohrchen mit
EDTA abnehmen. Die Proben kénnen bei Zimmertemperatur abgenommen, transportiert
und zentrifugiert werden. Blut kann vor dem Zentrifugieren bis zu sechs Stunden bei
Zimmertemperatur abgestellt werden, ohne dass sich eine signifikante Akkumulation von
Angiotensin | einstellt. Nach dem Zentrifugieren des Bluts kann das Plasma eingefroren
bis zum Test gelagert werden. Proben kdnnen bei -20 °C bis zu einem Monat eingefroren
werden. Einfrieren und Auftauen in Tiefkhlschranken mit automatischer Abtauung sind zu
vermeiden. Unterschiede konnten bei der PRA nach Aufbewahrung bei 2-8 °C und nach
langerer Lagerung bei 2-8 °C beobachtet werden.?:2!
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Gefrorene Proben vor dem Test bei Raumtemperatur auftauen.

Es sollten keine hamolysierten, lipamischen, ikterischen oder Citrat-Proben verwendet
werden. Heparin nicht als Antikoagulanz verwenden. Siehe Abschnitt "Grenzen des
Verfahrens" firr zusatzliche Vorsichtsmaf3nahmen und Informationen.

7. ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN, DIE NICHT ZUM

LIEFERUMFANG GEHOREN

7.1 Destilliertes Wasser.

7.2  Wasserbad gleichmaRiger Temperatur, 37 +2°C.

7.3  Eiswasserbad.

7.4  Messpipetten (1, 2, 3 und 5 mL).

7.5 Messzylinder (100 mL).

7.6  Prazisionspipetten (10, 100, 500 und 1000 pL).

7.7 Gammamesser.

7.8  Kunststoff- oder Glasréhrchen, 12 x 75 mm (fiir die Angiotensin | Generation).

7.9  Testrohrchenstander.

7.10 Vortex-Mixer (optional).

7.11 Wassersauger (optional).

7.12 Kunststoffbeschichtetes Saugpapier (optional).

8. ANGIOTENSIN | GENERATIONSVERFAHREN

81 1,0 mL Plasma in ein unbeschichtetes Glass- oder Kunststoffrohrchen
geben, das mit der Kennnummer und dem Suffix 37 versehen ist.

8.2 10 yL PMSF Lésung und 100 yL Maleinat- Generationspuffer (pH 6,0) jedem
1,0 mL Aliquot ab Schritt 1 zugeben. Gut mischen und in ein Eisbad legen.

8.3 500 pL des Plasmas von Schritt zwei in das betreffende gekihlte und mit
Suffix 4 markierte Rohrchen Uberfiihren.

8.4 Die 37 Reihen von Réhrchen in ein 37 °C warmes Wasserbad stellen. Die

4 Reihen von Roéhrchen in einem Eisbad aufbewahren. Die Maleinat -
Puffergeneration fir 90 Minuten laufen lassen.
Es wird empfohlen, Patientenproben mit PRA-Werten unter 1,0 ng/mL/h in
einer achtzehnstiindigen Inkubation zu generieren und dann erneut zu testen.*
Die Berechnungen miissen bei jeder Anderung der Generationszeit neu
durchgefiihrt werden.

8.5 Nach der Beendigung der Generation die 37 Reihen Proben entweder in ein

Eisbad stellen, falls der Assay sofort vorgenommen wird, oder zusammen mit
den 4 Reihen Proben flr zukinftige Tests in einem Tiefkiihlschrank
aufbewahren.

9. TESTVERFAHREN
Das Testverfahren umfasst die Vorbereitung einer Eichkurve, aus der der unbekannte
Angiotensin | - Gehalt in den 37 und den 4 Reihen Proben interpoliert wird. Der
Background (4 Reihen) wird dann von den entsprechenden 37 Generationsproben
abgezogen.

9.1

Das Tracer-Pufferreagenz bei Raumtemperatur stehen lassen und vor dem
Gebrauch gut mischen. Die Blindproben und Kalibratoren, die generierte
Kontrolle und die generierten Patientenproben in einem Eisbad abstellen und
vor dem Gebrauch gut mischen.
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9.2

Einen Satz GammaCoat-Réhrchen in doppelter Ausfiihrung nach dem
folgenden Schema beschriften. Totalaktivitat- [T1,T2] und Bp Rohrchen [1, 2]
sind moglicherweise fir bestimmte Datenreduktionsprogramme erforderlich,
kénnen jedoch ausgelassen werden, wenn die Eichkurve auf
halblogarithmischem Millimeterpapier aufgetragen wird.?-?

Roéhrchen Code  Angiotensin |
Nr. Réhrcheninhalt Buchst  (ng/0,1 mL)

T1,T2  Totalaktivitdt-Réhrchen (Tracer-Puffer)

1,2 Angiotensin | Blank 0 ng/mL A 0
3,4 Angiotensin | Kalibrator 0,2 ng/mL B 0,02
5,6 Angiotensin | Kalibrator 0,8 ng/mL C 0,08
7,8 Angiotensin | Kalibrator 3,0 ng/mL D 0,30
9,10  Angiotensin | Kalibrator 10,0 ng/mL E 1,0
11,12  Angiotensin | Kalibrator 50,0 ng/mL F 5,0

13,14 Renin-Aktivitatskontrolle, 37 °C
Generation

15,16  Renin-Aktivitatskontrolle, 4 °C
Generation

17,18 Patient “X”, 37 °C Generation

19,20 Patient “X”, 4 °C Generation

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

In die entsprechenden doppelten Réhrchen pipettieren:

a. 100 pL von jedem Angiotensin | Blank oder Kalibrator.

b. 100 pL von den “37” und “4” Generationsreihen der Renin-
Aktivitatskontrolle in die entsprechende Gruppe von 4 Réhrchen.

c. 100 pL von den “37” und “4” Generationsreihen der Patientenproben in
die entsprechende Gruppe von 4 Réhrchen.

Zu jedem Rohrchen sofort 1,0 mbL Tracer-Puffer-Reagenz  geben,

einschliellich der Totalaktivitdt-Réhrchen. Reagenzien durch vorsichtiges

Vortexen jedes Réhrchens mischen.

Alle Rohrchen bei Raumtemperatur (20-27 °C) drei Stunden lang inkubieren.

Mit Ausnahme der Totalaktivitat-Rohrchen alle Réhrchen aspirieren oder

dekantieren.

WENN DIE LOSUNG NICHT VOLLSTANDIG ENTFERNT WIRD, KANN DIES

ZU EINER SCHLECHTEN REPLIKATION UND FALSCHEN WERTEN

FUHREN.

Bei der Aspirationstechnik muss sichergestellt werden, dass die

Kunststoffspitze des Saugers den Boden des beschichteten Réhrchens

beriuihrt und dass die gesamte Flissigkeit entfernt wird.

Bei der Dekantationstechnik sollten die Réhrchen 3-5 Minuten lang umgedreht

werden, damit die Flussigkeit abflieRen kann. Die Réhrchen auf Saugpapier

ausschlagen, um die Flissigkeit zu entfernen, bevor die Réhrchen aufrecht

hingestellt werden.

Alle Réhrchen in einem Gammazahler 1 Minute messen. Dabei muss das

Fenster fir Jod-125 entsprechend angepasst werden.

Berechnen Sie die Ergebnisse. Siehe Abschnitte "Ergebnisse".
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10. QUALITATSKONTROLLE
Der Kit enthalt eine Renin-Aktivitatskontrolle. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle
ist auf dem Analysenzertifikat angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fir
Kontrollwerte festgelegt wurden, die in zuverldssigen Testdurchgéangen erhalten
werden kénnen. Die Kontrolle muss vor dem Test der Generation unterzogen werden.
Jedes Labor sollte Kontrollen bei mehreren Konzentrationen verwenden, um die
Leistung des Assays zu Uberwachen. Die Kontrollen sollten als unbekannte Proben
behandelt werden. Um die Leistung der Kontrollen zu Uberwachen, sollten
Qualitatskontrolltabellen gefiihrt werden. Die Trends sollten mit Hilfe geeigneter
statistischer Methoden ausgewertet werden. Jedes Labor sollte akzeptable
Leistungsgrenzen festlegen.? 23

11. ERGEBNISSE
11.1  Die gebundene Aktivitat (Impulse pro Minute, I/M) fir jedes Réhrchen notieren.

11.2  Auf halblogarithmischem Millimeterpapier die gebundene Aktivitat (/M) fur
Angiotensin | Kalibratoren (vertikale Achse) gegen die pro Ro&hrchen
zugesetzten Nanogramme (ng) Angiotensin | (horizontale Achse) auftragen.

11.3 Die bestpassende Kurve zeichnen. Fur typische Daten siehe TABELLE I.
ABBILDUNG 1 zeigt eine typische Eichkurve.

11.4  FUr das einer Probe entsprechende Rohrchen die gebundene Aktivitat (I/M)
auf der vertikalen Achse ermitteln und einer die Eichkurveschneidenden
horizontalen Linie folgen. Beim Schnittpunkt die Nanogramme (ng)
Angiotensin | auf der horizontalen Achse ablesen. Fir jede Probe und
Kontrolle die durchschnittlichen ng “37” und die durchschnittlichen ng “4”
bestimmen.

12. PLASMA-RENIN-AKTIVITAT (PRA)
Die Plasma-Renin-Aktivitat (PRA) wird in ng/mL/h des generierten Angiotensin |
ausgedriickt. Die folgenden rechnerischen Korrekturen dienen dazu, den Wert
ng/mL/h zu erhalten:
12.1  Den Durchschnittswert “4” (Background) von dem Mittelwert “37” (generiert)
abziehen:
Netto ng = ng “37” — ng “4”
12.2  Gro6Re der im beschichteten Réhrchen getesteten Probe (C): 0,1 mLc

12.3  Verdinnung der Probe (S) mit Generationspuffer (B) und Inhibitor (1):
(1,0 mLg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLgpg

1,0 mLg 1,00 MLAysgang

12.4  Dauer der Angiotensin | Generation: 1,5 Stunden
HINWEIS: Bei Anderung der Dauer der Generationszeit muss diese Zahl
entsprechend geandert werden.

12.5 Berechnung der Maleinat-Generation:
(ng"S?“— ng "4"]X(1,11ij
PRA = 0,1mL 1,00mL
1,5 Stunden
PRA = (7,40/mL/h) x (Netto ng)
Beispiel: Plasmaprobe des Patienten “X”:
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/h)
PRA = 2,44 ng/mL/h
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TABELLE |
Aufzeichnung der Daten
Nicht zur Berechnung unbekannter Proben verwenden.

Angiotensin | PRA

Roéhrchen  Inhalt M Stufe Final
Nr. R&hrchen Gebunden  (ng/Réhrch.)  (ng/mL/h)
T1 Totalaktivitat-Réhrchen (Tracer-Puffer) 29242 - =
T2 Totalaktivitat-Rohrchen (Tracer-Puffer) 28992 - -
1 Angiotensin | Blank 0 ng/Roéhrchen 13617 - -
2 Angiotensin | Blank 0 ng/Réhrchen 13048 - -
3 Angiotensin | Kalibrator 0,02 ng/Réhrchen 13163 - -
4 Angiotensin | Kalibrator 0,02 ng/Réhrchen 12625 - -
5 Angiotensin | Kalibrator 0,08 ng/Réhrchen 11305 - -
6 Angiotensin | Kalibrator 0,08 ng/Réhrchen 11291 - -
7 Angiotensin | Kalibrator 0,3 ng/Réhrchen 6991 - -
8 Angiotensin | Kalibrator 0,3 ng/Réhrchen 7110 - -
9 Angiotensin | Kalibrator 1,0 ng/Réhrchen 3053 - -
10 Angiotensin | Kalibrator 1,0 ng/Réhrchen 3056 - -
11 Angiotensin | Kalibrator 5,0 ng/Réhrchen 1307 - -
12 Angiotensin | Kalibrator 5,0 ng/Réhrchen 1232 - -
13 Renin-Aktivitatskontrolle, 37 °C 3149 0,97
14 Renin-Aktivitdtskontrolle, 37 °C 3053 1,01
Mittel: 0,99
15 Renin-Aktivitatskontrolle, 4 °C 8674 0,20
16 Renin-Aktivitatskontrolle, 4 °C 8607 0,20
Mittel: 0,20 5,85
17 Plasmaprobe Patient “X”, 37 °C 4362 0,41
18 Plasmaprobe Patient “X”, 37 °C 4459 040
Mittel: 0,41
19 Plasmaprobe Patient “X, 4 °C 8546 0,08
20 Plasmaprobe Patient “X, 4 °C 8557 0,08

Mittel: 0,08 244
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Typische Eichkurve
Nicht zur Berechnung unbekannter Proben verwenden.

M

o
O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

/ \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

ABBILDUNG 1

13. GRENZEN DES VERFAHRENS
Anmerkungen zum Verfahren

1341

13.2

13.3

134

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

Der Kunststoffbeutel sollte fiir die Lagerung von ungebrauchten Réhrchen bei
2-27 °C fest verschlossen werden.

Der Wasserpegel muss Uber dem der Lésung in den Réhrchen gehalten werden.
Die Réhrchen dirfen dabei nicht schwimmen.

Eine unsachgemalie Lagerung und Handhabung von Proben kann zu falschen
Ergebnissen fuhren.

Die Eiswassertemperatur muss wahrend der Bereitung des Reagenzes, der
Generierung von Angiotensin | und der Untersuchung streng Gberwacht werden.
Eingefrorene Proben missen schnell auf Raumtemperatur aufgetaut und vor
dem Pipettieren griindlich gemischt werden.

Es wurde beobachtet, dass Heparin die Reninreaktion bei Konzentrationen von
5 IE/mL hemmt; Heparin sollte daher nicht als Antikoagulanz bei Blutproben
verwendet werden, die fir den Test der Plasma-Renin-Aktivitat bestimmt sind.®
Hamolysierte Proben enthalten Angiotensinasen und sollte daher nicht
verwendet werden.

Veroffentlichte Daten zeigen deutlich, dass Linearitdt der Angiotensin |
Generation wahrend einer vorbestimmten Generationsdauer, selbst von dreilig
Minuten bis zu einer Dauer von achtzehn Stunden, nicht vorausgesetzt werden
kann.?Linearitat als Ausgangspunkt mag eher die Regel als die Ausnahme selbst
bei kontrolliertem Puffern mit jedem pH darstellen. Wahrscheinlich beeinflussen
andere Faktoren als pH die Linearitéat bei der Angiotensin | Generation. Solange
solche Variablen nicht eindeutig kontrollierbar sind, scheint es notwendig zu sein,
nicht-lineare Merkmale vorauszusetzen.

Werden nicht die entsprechenden Kontroll-Werte erreicht, kann dies auf eine
ungenaue Manipulation, eine falsche Handhabung oder den Verfall der
Reagenzien hindeuten. Fir jede Serie muss eine Eichkurve mit den
entsprechenden Werten erstellt werden.

Erldauterungen

Es ist von entscheidender Bedeutung, dass physiologische Variablen wie die Haltung
des Patienten, die Natriumaufnahme oder die Na-Ausscheidung uber Harn wahrend
24 Stunden, bei einer sorgfaltigen Auswertung der Testergebnisse bericksichtigt
werden. Alter, Geschlecht und Rasse sind weitere wichtige Faktoren bei der
Bewertung.
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Anderungen der PRA kénnen durch eine breites Spektrum von Arzneimitteln bedingt
sein, einschlieBlich Diuretika, adrenergische Hemmstoffe, Vasodilatatoren,
Antihypertensiva, hohe Dosen von Progestativa, Angiotensin Il Antagonisten,
Ovulationshemmern oder Ostrogentherapien und Mineralocorticoid-Antagonisten.
Die Verwendung von Kontraststoffen, wie sie in der Renographie benutzt werden, kann
ebenfalls die PRA Werte verfilschen. Wird der pharmakologische Beitrag der
Arzneimitteleinnahme des Patienten vernachlassigt, kann dies zu einer
Fehlinterpretation der PRA - Werte fiihren.

Verschiedene klinische Bedingungen, einschlieBlich normaler Schwangerschaft,
beeinflussen die PRA. Diese Faktoren sind eingehend in Artikeln, die von Forschern in
Fachzeitschriften veréffentlicht wurden, behandelt worden.?-%

14. ERWARTETE WERTE

Die klinische Auswertung des PRA Kits wurde von einem unabhangigen Prifer
vorgenommen und die Ergebnisse werden in diesem Abschnitt zusammengefasst. Die
vorgelegten Daten sind als Leitfaden fir den Benutzer dieses Kits anzusehen.
Aufgrund der Unterschiede in der Zusammensetzung der Patientenpopulation sind die
Benutzer angehalten, ihre eigenen Daten zu erstellen (zum Beispiel PRA gegen
Natriumexkretion - Nomogramm).

14.1 Auswirkung der Salzeinnahme

Plasmaproben und Urinproben Uber 24 Stunden wurden von normalen Erwachsenen
ohne sichtbare kardiovaskulare oder renale Stérungen genommen. Jede Person
erhielt eine Diat mit bekanntem Natrium- und Kaliumgehalt. Nach einer Zeit zur
Herstellung des Gleichgewichts wurden Plasmaproben fir PRA und Urinproben
wahrend 24 Stunden genommen. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen finden sich in
TABELLE Il. Die Daten wurden in vier Untergruppen unterteilt, die auf dem Umfang der
beobachteten Natriumexkretion basieren: beliebiger Salzkonsum (75-150 mEqg/
24 Stunden); Salzerganzende Diat (150 mEqg/24 Stunden); und zwei salzlose Diaten.
Es ist bei normalen klinischen Zustanden mdglich, bescheidene Reduzierungen der
Natriumexkretion zu erzielen, bis 30-75 mEq/in 24 Stunden. Der untere Bereich der
Natriumexkretion von 0-30 mEq/24 Stunden ist ungewohnlich und erfordert eine
strenge Beschrankung der Natriumeinnahme. Das vorausgesagte umgekehrte
Verhaltnis zwischen PRA und Natriumexkretion wurde festgestellt. Da der Salzgehalt
der Speisen regional unterschiedlich ist, ist es angebracht, wenn die Daten von PRA
gegen Natriumexkretion von den betreffenden lokalen Labors ausgearbeitet werden.

Im Verlauf der klinischen Auswertung des Kits wurden Proben von ambulant
behandelten und stationdren Patienten des Krankenhauses ohne sichtbaren
kardiovaskulare oder renale Stérungen genommen. Diese Personen unterlagen
keinen Beschrankungen beider beliebigen Salzeinnahme und es wurden keine
Anstrengungen unternommen, ihre Tatigkeiten einzuschranken. Alle Proben wurden
zwischen 8,00 und 10,00 morgens genommen. Die Daten dieser Untersuchungen
finden sich in TABELLE Ill. Sie fallen unter den PRA Bereich, der fiir Personen mit
normalem Salzkonsum fiir diese Population festgestellt wurde. Die hoheren Werte der
stationéren Patienten kénnen der Anderung des Salzgehalts durch die Krankenkost,
dem Stress infolge der Krankenhausumgebung oder anderen unbestimmten Faktoren
zugeschrieben werden.

TABELLE Il
PRA mit eingeschranktem Salzkonsum
Na+ Exkretion Mittelwert £1 SD
mEQg/24 h (ng/mL/h)
0-30 16,34 +7,52
30-75 591+1,82
75 - 2,12+0,68
150
>150 0,85+ 0,46
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TABELLE il
PRA mit uneingeschrianktem Salzkonsum

Mittelwert £1 SD

(ng/mL/h)
Zufallige ambulante Normalwerte 1,67 £ 0,83
Nicht ambulante Normalwerte 3,30 £ 1,85

14.2 Auswirkung der Haltung

Eine sorgfaltige Beurteilung der PRA - Werte hangt von der klinischen Kenntnis der
Haltung des Patienten ab, da diese die PRA - Werte beeinflusst. Die Auswirkung einer
aufrechten Haltung nach einem nachtlichen Schlaf in Rickenlage wird in TABELLE IV
gezeigt.

TABELLE IV
Auswirkung der Haltung

Mittelwert +1 SD

(ng/mL/h)
Riickenlage 1,24 £ 1,09
Aufrecht Haltung 2,63+1,32

14.3 Furosemid Stimulation

Die klinische Einschatzung des Renin-Angiotensin-Systems kann die Bewertung der
PRA-Anderung nach der Stimulation erfordern. Die Wirkung von Furosemid auf das
Renin-Angiotensin-System, die durch die Anderung der PRA festgestellt wird, wurde
entsprechend der in TABELLE V zusammengefassten Untersuchung bestimmt. Bei der
Furosemid - Stimulation wurde ein betrachtlicher Anstieg der PRA - Werte
nachgewiesen.

TABELLE V
Furosemid - Stimulation*

Mittelwert +1 SD

(ng/mL/h)
Pra-Stimulation 2,36 £ 1,23
Post-Stimulation 6,92 + 2,76

HINWEIS: Eine Monographie mit der vollstindigen Bewertung ist auf Anfrage
beim Kundendienst erhiltlich. Die Monographie enthdlt die Ergebnisse der
folgenden Untersuchungen:

1. Harnaldosteron gegen PRA.

Nierenvenen-Reninstudien bei Patienten mit renovaskulérer Hypertonie.
PRA Bestimmung bei anephrischen Patienten.

PRA Ergebnisse bei Hamodialyse - Patienten.

Reninprofile von Patienten mit primarer Hypertonie.

oo nN

*  funf Stunden nach Furosemid, 40 mg p.o.
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15. TESTCHARAKTERISTIKA

15.1 Analytische Sensitivitét

Die Sensitivitait der Eichkurve wird als der kleinste erkennbare von Null
verschiedene Wert festgelegt. Die statistische Schatzung der kleinsten nachweisbaren
Konzentration (Sensitivitdt) wurde nach der Methode von D. Rodbard, (1978),% fir
dreiBig Replikate am Nullpunkt der Eichkurve berechnet. Die berechnete Sensitivitat
betragt 0,018 ng/ Réhrchen.

15.2 Wiederholgenauigkeit
Die Intra-Assay-Prazision wurde aus dem Mittelwert von 20 gleichzeitigen Assays pro
Probe bestimmt. Die Inter-Assay-Prazision wurde aus dem Mittelwert der Duplikate fir
20 getrennte Serien bestimmt.

Standard-
Intra-Assay- Anzahl der Mittelwert abweichung Variations-
Prazisions-Probe Assays (ng/mL/h) (ng/mL/h) koeffizient
Mischplasma A 20 1,6 0,16 10,0
Mischplasma B 20 6,2 0,28 4,6
Mischplasma C 20 17,9 1,68 9,4
Standard-
Intra-Assay- Anzahl der Mittelwert abweichung Variations-
Prazisions-Probe Assays (ng/mL/h) (ng/mL/h) koeffizient
Mischplasma A 20 1,6 0,09 5,6
Mischplasma B 20 10,7 0,82 7,6
Mischplasma C 20 15,2 1,04 6,8

15.3 Aviditat
Die berechnete Affinitatskonstante des Antiserumkits betragt ca. 3 x 10 Liter/Mol.

15.4 Analytische Spezifitit

Die Kreuzreaktivitat des in diesem Kit verwendeten Antiserums wird ausgedriickt als
das Verhaltnis der Angiotensin | - Konzentration zur Konzentration der kreuzreaktiven
Substanz bei 50 % Inhibierung der maximalen Bindung.

Verbindung % Kreuzreaktivitat
Angiotensin | 100
Tetradekapeptid® 0,02
Angiotensin Il <0,03
Angiotensin IlI <0,03

* Synthetisches Reninsubstrat

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE
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EQUIPO GAMMACOAT® PARA RADIOINMUNOENSAYO DE
ACTIVIDAD DE RENINA EN PLASMA

1. USOINDICADO

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO.

El equipo GammaCoat ['?°l] tiene como finalidad la determinacién cuantitativa de la
actividad de renina en plasma (PRA) mediante radioinmunoensayo de angiotensina |
generada.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

La renina es una enzima proteolitica, con peso molecular aproximado de 40.000,
liberada por la células yuxtaglomerulares del rifidén. La enzima actua en la circulacion
general para separar su sustrato, una globulina alfa 2 sintetizada por el higado, para
producir angiotensina | decapeptidica.

La angiotensina | se separa rapidamente por la actividad de la enzima conversora,
principalmente en los pulmones, en angiotensina Il octapeptidica biolégicamente
activa. A su vez, la angiotensina Il se degrada rapidamente en fragmentos peptidicos
inactivos debido a la accion de las enzimas presentes en el plasma y los tejidos,
conocidas como angiotensinasas. La via metabdlica del sistema de renina-
angiotensina se describe mas adelante:

sustrato de renina
V¥ renina
angiotensina |
enzima conversora
angiotensina Il
V¥ angiotensinasas
fragmentos peptidicos inactivos

La angiotensina Il tiene una vida media in vivo extremadamente corta, pero es el mas
potente de los vasopresores conocidos. El papel de la angiotensina Il es fundamental
en diversas formas de hipertensiéon y para la regulacién de la presiéon sanguinea.
Ademas, se ha establecido la angiotensina Il como la influencia principal para la
secrecion de aldosterona por la glandula suprarrenal.

Diversas dificultades técnicas asociadas a las mediciones de los niveles de
angiotensina Il en sangre han retrasado la aceptacion general de este ensayo en los
laboratorios clinicos. Dado que los niveles de angiontensina | son una representacion
directa de la actividad de renina en plasma, su determinacién es una practica
adoptada ampliamente para evaluar el sistema de renina-angiotensina en los estados
de enfermedad. La mediciéon de la actividad de renina en plasma en pacientes
hipertensos constituye una ayuda importante para el diagndstico diferencial de
aldosteronismo primario y secundario. La estimacién de la actividad de renina es
igualmente valiosa para determinar el prondstico y la terapia mas apropiada para las
personas con hipertension esencial.

Se ha descrito el radioinmunoensayo para angiotensina | y su aplicacién como un indice
de la actividad de renina en plasma.' El procedimiento del equipo GammaCoat para
determinar la actividad de renina en plasma se ha adaptado a partir de este método.

3. PRINCIPIOS DEL ENSAYO

El procedimiento se basa en los principios de wunidon competitivos del
radioinmunoensayo.? En el equipo GammaCoat para RIA de actividad de renina en
plasma ['?°l], se ha inmovilizado el anticuerpo en la pared inferior interna del tubo de
GammacCoat. La determinacion de PRA comprende la incubacién inicial de plasma
para generar angiotensina |, seguida de la cuantificaciéon de angiotensina | mediante
radioinmunoensayo. La generacion de angiotensina | en el sistema de sustrato
humano esta regida por:

3.1 pH de la incubacién.
3.2 grado de dilucion del plasma.
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3.3 eleccion de los inhibidores de enzimas.

3.4 factores desconocidos de cada muestra de plasma, como la concentracion del
nivel de sustrato de renina.

3.5 duracién de la incubacion.

3.6 temperatura de incubacion.

pH de generacion

El indice de generacion de angiotensina | in vitro es dependiente del pH. Este equipo
de procedimiento utiliza un pH de generacién de 6.0, el pH habitual de las muestras
tras la adicion de un tampon de pH 5.7. La ventaja de la incubacion a pH 6.0, en lugar
del pH 7 fisiolégico, se basa en que produce un indice de generacién de angiotensina |
dos veces mayor y con una sensibilidad equivalente mas apropiada para las muestras
de renina baja.>'* Como resultado de esta optimizaciéon pueden utilizarse tiempos de
generacién mas cortos.

Eleccién del inhibidor de la enzima

Se puede utilizar una variedad de agentes para bloquear la conversion de
angiotensina en angiotensina Il y para evitar la degradacion proteolitica durante la
generacion de angiotensina 1."5'7 En este procedimiento se ha utilizado fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor.

Efectos de la dilucion del plasma

Debe evitarse la dilucion del plasma, ya que la reaccion de la renina es
sustratodependiente de la concentracion del sustrato de renina que existe
normalmente en el plasma. Los efectos de la dilucién del sustrato se pueden observar
en todos los intervalos durante la generacion; a una dilucién mayor se han observado
efectos mas marcados.*

Duracién de la generacion

Se debe emplear el tiempo de practica mas corto posible para determinar la actividad
de la enzima a fin de proporcionar la mejor estimacién de la velocidad inicial de la
reaccion y minimizar el consumo del sustrato. El radioinmunoensayo de angiotensina |
es lo bastante sensible como para permitir la determinaciéon de PRA con condiciones
optimizadas de generacién de angiotensina | a pH 6.0.

El método GammaCoat del equipo de actividad de renina en plasma ofrece un tiempo
de generaciéon reducido al estar la muestra de plasma minimamente diluida,
tamponada a un pH optimizado y procesada con un inhibidor que es eficaz al pH
seleccionado. Se ha sugerido que las muestras de bajo nivel se pueden cuantificar
generando las muestras durante 18 horas y procediendo después a su ensayo.*

Duracién del radioinmunoensayo

El equipo GammaCoat de actividad de renina en plasma utiliza una incubacién de
radioinmunoensayo de tres horas. Los resultados estan disponibles en el mismo dia de
trabajo.

4. REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Tubos recubiertos de suero de conejo 1 bolsa/100 tubos 5 bolsas/100 tubos

antiangiotensina |

Calibradores de angiotensina (A-F)
Trazador de angiotensina

6 viales/2 mL
2 viales/5 mL

Tampon de ensayo angiotensina (11x) 1 vial/10 mL 5 viales/10 mL
Tampodn de generaciéon de maleato de 1 vial/5 mL 3 viales/5 mL
angiotensina

PMSF angiotensina 1 vial/1 mL 2 viales/1 mL
Control de actividad de renina 1 vial/l3 mL 2 viales/3 mL

12 viales/2 mL
10 viales/5 mL

Numero de pruebas

100

500




ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8 °C. Una
vez abiertos, almacene los reactivos como se recomienda a continuacion. Los
reactivos no deben utilizarse después de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta. La fecha de caducidad del equipo se indica en la etiqueta externa y se
corresponde con la fecha de caducidad del trazador.

No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.

4.1 Trazador de angiotensina | ['**I]: reactivo liofilizado

Reconstituya el vial del trazador de angiotensina | ['?°]] con 5 mL de agua purificada.
Mezcle bien el vial invirtiéndolo o mezclando suavemente en vortex. Agregue el
contenido de dos viales de trazador a 100 mL de tampdn de ensayo. El reactivo del
tampon del trazador es estable a 2-8 °C hasta la fecha de caducidad del equipo.

Tras la reconstitucién, cada vial contiene aproximadamente 1 uCi de trazador
(angiotensina | <1 pg/mL) en 5 mL de soluciéon salina tamponada de fosfato con
albumina de suero bovino con thimerosal afiadido como conservante.

4.2 Tubos recubiertos de suero de conejo antiangiotensina I: reactivo listo para
su uso Tubos de 12 x 75 mm recubiertos con suero de conejo antiangiotensina | (titular
<1 pg/tubo) y empaquetados en una bolsa de plastico. Aimacene a 2-27 °C.

4.3 Concentrado de tampén de ensayo angiotensina (11X): reactivo concentrado
Agregue todo el contenido del vial de concentrado de tampon de ensayo a 100 mL de
agua purificada y mezcle bien. Cada vial contiene 10 mL de tampén fosfato con azida
sadica al 0,1% como conservante.

4.4 Tampoén de generacion de maleato de angiotensina: reactivo listo para su uso

Cada vial contiene 5 mL de tampén maleato, EDTA sodio, sulfato de neomicina y
colorante azul inerte con azida sédica al 0,1% como conservante. azide as a
preservative. Si durante el transporte se forman cristales, caliente el vial a 37 °C para
disolverlos.

4.5 Fluoruro de fenilmetilsulfonilo: reactivo listo para su uso
Cada vial contiene 1 mL de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en etanol.

4.6 Control de actividad de renina: reactivo liofilizado

Reconstituya antes de utilizar dosificando con pipeta 3,0 mL de agua purificada a

2-8 °C. Mantenga el vial en un bafio de hielo durante 10 minutos, y mezcle
suavemente en vortex o agitador para mezclarlo a fondo. Distribuya partes alicuotas
de 1,0 mL en tubos de plastico o vidrio enfriados previamente. Selle firmemente y
almacene a -20 °C. Si el ensayo se va a realizar en este momento, puede mantener
una parte alicuota en bafio de hielo o refrigerada a 2-8 °C.

El control reconstituido debe almacenarse congelado a -20 °C y es estable durante dos
meses como minimo. Los ciclos de congelacion-descongelacién se deben realizar en
un bafio de hielo o en refrigerador a 2-8 °C; el control reconstituido no debe ser
recongelado de nuevo tras el ciclo de congelacion-descongelacion.

Se han observado variaciones de PRA tras el ensayo repetido de plasma congelado
después de varios periodos de almacenamiento.’®? Por lo tanto, el uso de plasma
congelado como control en las determinaciones de PRA puede producir resultados no
fiables. El control de actividad de renina se utiliza durante la generacién de
angiotensina |, asi como en radioinmunoensayo, siempre que se proporcione un
indice de control de calidad fiable durante todo el proceso. Para obtener mas
informacién, consulte la seccién Control de calidad.

Tras la reconstitucion, cada vial contiene 3 mL de plasma humano procesado con
azida sodica al 0,1%.

41



4.7 Calibradores de angiotensina | (A-F): reactivo liofilizado

NOTA: Los blancos y calibradores se utilizan sélo en la parte de radioinmunoensayo y
no deben utilizarse durante la generacién de angiotensina |.

Reconstituya cada vial con 2,0 mL de agua purificada y mezcle bien antes de utilizarlo.
Los blancos y calibradores deben enfriarse en un bafio de hielo antes del ensayo.
Pueden almacenarse a 2-8 °C un maximo de dos semanas, y a -20 °C para
almacenamientos mas prolongados.

Tras la reconstitucion, cada vial contiene 2 mL de angiotensina |, BSA en solucién
salida tamponada con fosfato. Los calibradores estan calibrados a 0, 0,2, 0,8, 3,0, 10,0
y 50,0 ng/mL, respectivamente. Para la calibracién de los calibradores de actividad de
renina en plasma de DiaSorin se ha utilizado el lote maestro de produccién actual. Los
calibradores del equipo han demostrado tener conmutabilidad con muestras de
pacientes cuando se utilizan con los reactivos y el procedimiento recomendados para
esta prueba de diagnostico in vitro.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

REACTIVOS CON MATERIAL DE ORIGEN HUMANO

Tratense como potencialmente infecciosos.

Todas las unidades de suero/plasma de donante usados en la preparacion de este
producto se han comprobado mediante un método aprobado por la FDA
estadounidense y han dado resultados negativos para la presencia de AgsHB,
anticuerpos de VHC y anticuerpos de VIH 1/2. Aunque estos métodos son altamente
precisos, no puede garantizarse que se detecten todas las unidades infectadas. Este
producto también puede contener otros materiales de origen humano para los cuales
no existe prueba homologada. Dado que ningun método de prueba puede ofrecer una
seguridad total de la ausencia del virus de la hepatitis B (VHB), de la hepatitis C
(VHC), el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) u otros agentes infecciosos, todos
los productos que contengan material de origen humano se deben manejar de acuerdo
con las practicas de laboratorio correctas utilizando las precauciones adecuadas que
se describen en "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories", 4 ed.,
mayo 1999 o actual.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sddica. La azida
sodica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Al desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se
acumule la azida. Para obtener informacion adicional, consulte “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” en el manual Guide-Safety
Management N° CDC-22, publicado por Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, 1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente téxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE THIMEROSAL

Algunos reactivos de este equipo contienen thimerosal, el cual contiene un
componente de mercurio. La eliminacién de mercurio elemental, inorganico, 6xidos de
mercurio o compuestos de mercurio debera seguir rigurosamente toda la normativa
local, estatal y federal al respecto.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida en el estado
de California como causante de malformaciones congénitas o de dafos a los érganos
reproductores.
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Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de
sustancias peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/CE)

Reactivos con contenido de etanol

R11 - Altamente inflamable.

S7 - Manténgase el contenedor perfectamente cerrado.
S16 - Manténgase alejado de fuentes de ignicion. No fumar.

Reactivos con contenido de PMSF

R22 - Producto téxico por ingestion.

R36/38 - Produce irritacién en los ojos y la piel.

S45 - En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico. (Muestre
la etiqueta en caso necesario).

Reactivos con contenido de hidréxido de potasio

R35 - Causa quemaduras graves.

S26 - En caso de contacto con los ojos, lavense inmediatamente con abundante agua
y solicitese asistencia médica inmediata.

S37/39 - Utilice guantes y proteccion facial/ocular adecuada.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO 125

Este equipo contiene material radiactivo que no excede de 2 uCi (74 kBq) (CA-1533) o
de 10 pCi (370 kBg — equipo CA-1553) 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 radiois6topos con licencia genérica:

Este material radiactivo sélo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos,
veterinarios que practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales,
y s6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracion
interna o externa del material ni su radiacién a seres humanos ni animales. Su recepcion,
adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica
de la Comisién Reguladora Nuclear del estado en el que la Comisién 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.

2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
Uunicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después
lavarse con un detergente alcalino o una soluciéon descontaminante 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 radioisétopos con licencia especifica:
La recepcién, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen
por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el
Estado de California como causante de cancer.

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.

P
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6. RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA
La actividad de renina en plasma es mas alta por la mafiana debido a la variacion en la
liberacién de renina que se produce durante el dia y, por tanto, las muestras deben
tomarse regularmente a la misma hora.'®'® Recoja una muestra de sangre venosa de
forma aséptica en un tubo de vidrio vacio que contenga EDTA. Las muestras deberan
ser recogidas, transportadas y centrifugadas a temperatura ambiente. La sangre puede
mantenerse a temperatura ambiente durante seis horas antes de la centrifugacion sin
que se produzca un aumento significante de angiotensina |. Una vez centrifugada la
sangre, puede congelar y almacenar el plasma hasta el momento del ensayo. Las
muestras pueden mantenerse congeladas a -20 °C durante un mes. Deben evitarse
los ciclos de congelacidon-descongelacion que pueden producirse en congeladores
con desescarchado automatico. Se han observado variaciones de PRA tanto en el
almacenamiento a 2-8 °C como en el almacenamiento prolongado a -20 °C.20. 2!
Antes del ensayo, descongele rapidamente las muestras congeladas a temperatura
ambiente.
Debe evitarse el uso de muestras hemolizadas, lipémicas, ictéricas o citradas. No
utilice heparina como anticoagulante. Consulte la secciéon Limitaciones al
procedimiento para obtener mas informacion o instrucciones.

7. MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
7.1  Agua purificada.
7.2 Bafio de agua a temperatura constante de 37 + 2 °C.
7.3  Bafio de agua con hielo.
7.4  Pipetas volumétricas (1,2, 3y 5 mL).
7.5 Cilindro graduado (100 mL).
7.6  Pipetas de precision (10, 100, 500 y 1.000 pL).
7.7  Contador gamma.
7.8 Tubos de plastico o vidrio, 12 x 75 mm (para generacion de angiotensina I).
7.9 Gradilla de tubos de prueba.
7.10 Mezclador vortex (opcional).
7.11 Aspirador de agua (opcional).
7.12 Papel absorbente con reverso de plastico (opcional).

8. PROCEDIMIENTO DE GENERACION DE ANGIOTENSINA |

8.1 Transfiera 1,0 mL de plasma a un tubo de plastico o vidrio no recubierto
marcado con el nimero de identificacion y el sufijo 37.

8.2 Agregue 10 pL de la solucion PMSF y 100 pL del tampén de generacion de
maleato (pH 6.0) a cada alicuota de 1,0 mL del paso 1. Mezcle bien y
coléquelos en un bafio de hielo.

8.3 Transfiera 500 uL del plasma del paso 2 al tubo enfriado correspondiente
marcado con el sufijo 4.

8.4 Coloque los tubos de la serie 37 en un bafio de agua a 37 °C. Mantenga los

tubos de la serie 4 en un bafio de hielo. Lleve a cabo la generacion del
tampon de maleato durante 90 minutos.
Se ha sugerido que las muestras de pacientes con valores de PRA inferiores
a 1,0 ng/mL/hr se deben generar en una incubacién de 18 horas y ser
sometidas a ensayo de nuevo.* Los calculos deberan ajustarse para reflejar
cualquier cambio en el tiempo de generacion.

8.5 Al final del periodo de generacion, transfiera la serie de muestras 37 a un
bafio de hielo, si el ensayo se va a realizar inmediatamente, o al congelador
que contiene la serie 4 si el ensayo se va a efectuar en el futuro.
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9. PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO
El procedimiento de ensayo incluye la preparacion de una curva de calibracién a partir
de la cual se interpola el contenido de angiotensina | desconocido de las muestras de
las series 37 y 4. A continuacion, se sustrae el fondo (serie 4) de las muestras de
generacioén 37 correspondientes.

9.1 Deje que el reactivo tampon-trazador alcance la temperatura ambiente y
mezcle bien antes de utilizarlo. Mantenga los blancos, calibradores, control
generado y muestras del paciente generadas en un bafio de hielo y mezcle
bien antes de utilizarlos.

9.2 Etiquete por duplicado un juego de tubos GammaCoat de acuerdo con el
programa siguiente. Los tubos de cuentas totales [T1,T2] y Bo [1, 2] pueden
ser necesarios para ciertos programas de reduccién de datos, pero se pueden
omitir si la curva de calibracion se va a trazar en un papel milimetrado
semilogaritmico.?*%

Tubo Cddigo  Angiotensina |
n° Contenido de los tubos letra (ng/0,1 mL)
T1,T2  Cuentas totales (Trazador-Tampén)
1,2 Blanco de angiotensina | 0 ng/mL A 0
3,4 Calibrador de angiotensina | 0,2 ng/mL B 0,02
5,6 Calibrador de angiotensina | 0,8 ng/mL C 0,08
7,8 Calibrador de angiotensina | 3,0 ng/mL D 0,30
9,10 Calibrador de angiotensinal 10,0 ng/mL E 1,0
11,12  Calibrador de angiotensinal 50,0 ng/mL F 5,0

13,14  Control de actividad de renina, generacion 37 °C
15,16  Control de actividad de renina, generacion 4 °C
17,18 Paciente “X”, generacion 37 °C

19,20 Paciente “X”, generacién 4 °C

9.3 Con una pipeta, suministre en los tubos duplicados correspondientes:
a. 100 pL de cada calibrador o blanco de angiotensina I.
b. 100 pL de control de actividad de renina del conjunto de generacion “37”
y “4” en el grupo de 4 tubos apropiado.
c. 100 pL de cada muestra de pacientes del conjunto de generacion “37” y
“4” en el grupo de 4 tubos apropiado.

9.4 Agregue inmediatamente 1,0 mL de reactivo trazador-tampén a cada tubo,
incluidos los de cuentas totales. Mezcle los reactivos mezclando suavemente
en voértex cada tubo por separado.

9.5 Incube todos los tubos a temperatura ambiente (20 —27 °C) durante 3 horas.

9.6 Aspire o decante todos los tubos excepto los de cuentas totales.

EN EL CASO DE QUE NO SE ELIMINE DE FORMA CORRECTA LA
DISOLUCION ADHERIDA, LA DUPLICACION PUEDE RESULTAR
INSUFICIENTE Y LOS VALORES INCORRECTOS.

Si se utiliza la técnica de aspiracion, compruebe que la punta de plastico del
tubo de aspiracion toca la parte inferior del tubo recubierto y que se extrae
todo el liquido.

Si se utiliza la técnica de decantacién, permita que los tubos drenen en
posicioén invertida durante 3 a 5 minutos. Golpee suavemente los tubos sobre
un papel absorbente para eliminar todo el liquido adherido antes de colocar
los tubos hacia arriba.

9.7 Determine el numero de cuentas de todos los tubos en un contador gamma
durante 1 minuto con la ventana ajustada de forma apropiada para yodo 125.

9.8  Calcule los resultados. Consulte la seccién Resultados.
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10. CONTROL DE CALIDAD

El equipo contiene un control de actividad de renina. 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.
Someta el control a generacién antes del ensayo.

Cada laboratorio debe utilizar controles a diferentes niveles para supervisar el
resultado del ensayo. Los controles deben tratarse como desconocidos. Deben
realizarse graficos de control de calidad para seguir el resultado de los controles,
asi como utilizarse métodos estadisticos apropiados para evaluar las tendencias.
Cada laboratorio debe determinar los limites de resultados aceptables.?? 2

11. RESULTADOS

11.1  Registre las cuentas por minuto (CPM) unidas para cada tubo.

11.2  Trace la union de CPM para calibradores de angiotensina | (eje vertical) frente
a los nanogramos (ng) de angiotensina | afiadidos a cada tubo (eje horizontal)
en un papel milimetrado semilogaritmico.

11.3  Dibuje la curva que mejor se ajuste. Para ver los datos tipicos, consulte la
TABLA I. La FIGURA 1 muestra una curva de calibracion tipica.

11.4  Localice la unién de CPM de cada tubo correspondiente a cada muestra en el
eje vertical y siga una linea horizontal que interseccione con la curva de
calibracion. En el punto de interseccién, lea la angiotensina | (ng) del eje
horizontal. Por cada muestra y control, determine el ng promedio de “37” y el
ng promedio de “4”.

12. ACTIVIDAD DE RENINA EN PLASMA (PRA)

La actividad de renina en plasma (PRA) se expresa como ng/mL/hr de
angiotensina | generada. Para obtener ng/mL/hr se han aplicado las correcciones
matematicas siguientes:

12.1  Reste el valor promedio de “4” (Fondo) del promedio de “37” (Generado):

ng neto = ng “37” — ng “4”
12.2 Tamafio de la muestra ensayada en tubo recubierto (C): 0,1 mLc
12.3  Dilucién de la muestra (S) por tampoén de generacion (B) e inhibidor (1):
(1,0 mLS +0,1 mLB) + 0,01 le 1,11 mLFina|

1,0 mLS - 1,00 mLIniciaI

12.4  Tiempo de generacién de angiotensina I: 1,5 horas
NOTA: Si se ha alterado el tiempo de generacion, deberan hacerse los
cambios adecuados en este numero.

12.5 Calculo de generaciéon de maleato:
ng"37"-ng"4" N 1,11mL
0,1mL¢ 1,00 mL
1,5 horas

PRA = (7,40/mL/hora) x (ng neto)

Ejemplo: Muestra de plasma de paciente “X”:
PRA = (7,40/mL/hora) x (ng neto)

PRA = 2,44 ng/mL/hora

PRA = (
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TABLAI
Registro de los datos
No utilizar para calcular desconocidos

Angiotensina | PRA
Tubo Contenido CPM Nivel Final
N° de los tubos unida (ng/tubo) (ng/mL/hr)
T1  Cuentas totales (Trazador-Tampon) 29242 - -
T2 Cuentas totales (Trazador-Tampon) 28992 - -
1 Blanco de angiotensina | Ong/tubo 13617 - -
2 Blanco de angiotensina | Ong/tubo 13048 - -
3 Calibrador de angiotensina | 0,02ng/tubo 13163 - -
4  Calibrador de angiotensina | 0,02 ng/tubo 12625 - -
5 Calibrador de angiotensina| 0,08 ng/tubo 11305 - -
6 Calibrador de angiotensinal 0,08 ng/tubo 11291 - -
7 Calibrador de angiotensina | 0,3 ng/tubo 6991 - -
8 Calibrador de angiotensinal 0,3 ng/tubo 7110 - -
9 Calibrador de angiotensinal 1,0 ng/tubo 3053 - -
10 Calibrador de angiotensina | 1,0 ng/tubo 3056 — —
11 Calibrador de angiotensina | 5,0 ng/tubo 1307 — —
12  Calibrador de angiotensina | 5,0 ng/tubo 1232 — —
13 Control de actividad de renina, 37 °C 3149 0,97
14 Control de actividad de renina, 37 °C 3053 1,01
Prom: 0,99
15  Control de actividad de renina, 4 °C 8674 0,20
16  Control de actividad de renina, 4 °C 8607 0,20
Prom: 0,20 5,85
17  Muestra de plasma de paciente, 37 °C 4362 0,41
18 Muestra de plasma de paciente, 37 °C 4459 0,40
Prom: 0,41
19 Muestra de plasma de paciente, 4 °C 8546 0,08
20 Muestra de plasma de paciente, 4 °C 8557 0,08
Prom: 0,08 2,44
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Curva de calibracioén tipica
No utilizar para calcular desconocidos

M

o
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FIGURA 1

13. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
Procedimiento

1341

13.2

13.3

134

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

Las bolsas de plastico de los tubos recubiertos deben cerrarse bien si se
guardan tubos no utilizados y almacenarse a 2-27 °C.

El nivel del agua debe mantenerse por encima de la solucién de los tubos sin
permitir que éstos floten.

El usuario debe saber que los resultados pueden ser erréneos si las muestras de
los pacientes se almacenan o manejan de modo incorrecto.

Debe prestarse una atencién estricta al mantenimiento de la temperatura del
agua helada durante la preparacién del reactivo, el procedimiento de generacion
de angiotensin | y el procedimiento del ensayo.

Antes de la dosificacion con pipeta, descongele rapidamente las muestras
congeladas a temperatura ambiente y mézclelas bien.

Se ha observado que la herapina inhibe la reaccién de renina en
concentraciones de 5 IU/mL; por lo tanto, no se debe utilizar heparina como
anticoagulante en muestras de sangre destinadas a ensayo para determinar la
actividad de renina en plasma.®

Los especimenes hemolizados contienen angiotensinasas y no deben ser
utilizados.

Los datos publicados muestran evidencia de que no es posible asumir la
linealidad de la generacién de angiotensina | durante un periodo de generacion
determinado, incluso en un espacio tan breve como 30 minutos o tan largo como
18 horas.® El punto de partida de la linealidad debe ser la regla antes que la
excepcion, incluso con el empleo de tampones controlados con cualquier pH. Es
posible que otros factores distintos del pH puedan influenciar la linealidad de la
generacion de angiotensina |. Hasta que tales variables sean totalmente
controlables, no parece necesario anticipar caracteristicas de no linealidad.

Si no se obtienen los valores de control adecuados puede ser debido a
manipulaciones imprecisas, tratamiento inadecuado o deterioro de los reactivos.
Para cada serie de ensayos debe establecerse una curva de calibracién basada
en los valores adecuados para los calibradores.
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Interpretacion

Para una interpretaciéon precisa de los resultados del ensayo, es critico considerar
ciertas variables fisioldgicas, como la postura del paciente, la ingesta de sodio o la
excrecion de sodio en orina durante 24 horas. Otros factores importantes que deben
tenerse en cuenta son la edad, sexo y raza del paciente.

Los cambios de PRA pueden verse afectados por un espectro de farmacos, incluidos
diuréticos, agentes bloqueadores de adrenérgicos, vasodilatadores, anti hipertensores,
grandes dosis de progesterona, antagonistas de angiotensina Il, anticonceptivos
orales o terapia con estrogenos y antagonistas de mineralocorticoides. El uso de
diatrizoato, como en la renografia, puede afectar también los valores de PRA. Si no se
tiene en cuenta la contribucién farmacoldgica derivada de la ingesta de farmacos del
paciente, se puede producir una interpretacion errénea de los valores de PRA.

El valor de PRA puede verse afectado por otras condiciones clinicas, incluido el
embarazo normal. Estos factores se han manifestado de forma concisa en la revision
de articulos publicados por varios investigadores.?-3

14. VALORES PREVISTOS

La evaluacion clinica de este equipo PRA ha sido llevada a cabo por investigadores
independientes; los resultados obtenidos se resumen brevemente en esta seccién. Los
datos presentados tienen como finalidad servir de guia para el usuario de este equipo.
Debido a las varianzas en la poblacién de pacientes, es conveniente que los usuarios
establezcan datos propios (por ejemplo, PRA frente a Nomograma de excrecion de
sodio).

14.1 Efecto de la ingesta de sal

Las muestras de plasma y las recogidas de orina durante 24 horas proceden de
sujetos adultos normales sin trastornos cardiovasculares ni renales aparentes. Cada
sujeto estuvo sometido a una dieta con niveles conocidos de potasio y sodio. Tras un
periodo de equilibrio, se tomaron las muestras de plasma y orina de 24 horas para la
determinacion de PRA. Los resultados de estos estudios se reflejan en la TABLA II.
Los datos se dividieron en cuatro subgrupos basados en el rango de excrecion de
sodio observado: ingesta de sal ad libitum (75-150 mEgq/24 horas); dieta con
suplemento de sal (150 mEq/24 horas); y dos dietas con sal restringida. En
circunstancias de rutina clinica es factible obtener reducciones modestas de sal en la
excrecion de sodio, hasta 30-75mEq/24 horas. El rango mas bajo de excrecion de
sodio, 0-30 mEq/24 horas, es inusual y requiere la restriccion severa de la ingesta de
sodio. Se ha observado la relacion inversa prevista entre PRA y la excrecion de sodio
en orina. Dado que el contenido en sal de la dieta varia segun las regiones, se sugiere
que cada laboratorio desarrolle sus propios datos sobre PRA frente a excrecion de
sodio.

En el transcurso de la evaluacion clinica de este equipo se obtuvieron muestras
procedentes de adultos ambulatorios u hospitalizados sin trastornos cardiovasculares
ni renales aparentes. Tales sujetos tuvieron ingestas de sodio ad libitum y no se
realizd ningun esfuerzo para controlar sus actividades. Todas las muestras se
obtuvieron entre las 8 AM y las 10 AM. Los datos de estas observaciones se reflejan
en la TABLA lll. Se encuentran dentro del rango de PRA observado para sujetos con
ingesta de sal normal para esta poblacién. Los valores mas altos en sujetos
hospitalizados pueden deberse a las alteraciones en sal de la dieta impuestas por la
alimentacion del centro hospitalario o a otros factores no determinados.

TABLAII
PRA con ingesta de sal restringida
Na+ Excrecién Media +1 D.E.
mEqg/24 horas (ng/mL/horas)
0-30 16,34 £ 7,52
30-75 591+1,82
75-150 2,12+0,68

>150 0,85 + 0,46
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TABLAII
PRA con ingesta de sodio ad libitum

Media +1 D.E.

(ng/mL/horas)
Sujetos ambulatorios normales aleatorios 1,67 £ 0,83
Suejos normales no ambulatorios 3,30+ 1,85

14.2 Efecto de la posicion

La determinacion precisa de los valores de PRA depende del conocimiento clinico
sobre la postura del paciente, ya que la posicién de éste influye sobre los valores de
PRA. El efecto de asumir una posicion erecta tras una noche de suefio en posicion
supina se refleja en la TABLA IV.

TABLA IV
Efecto de la posicion

Media +1 D.E.

(ng/mL/horas)
Supina 1,24 £ 1,09
Erecta 2,63+1,32

14.3 Estimulacién de furosemida

La valoracién clinica del sistema de renina-angiotensina puede precisar la evaluacion
del cambio de PRA posterior a la simulacion. El efecto de la furosemida en el sistema
de renina-angiotensina, como se ha detectado por los cambios de PRA, se ha
determinado mediante un estudio cuyo resumen se refleja en la TABLA V. Se produjo
un incremento significante en los valores de PRA con la estimulacion de furosemida.

TABLAV
Estimulacion de furosemida*

Media +1 D.E.

(ng/mL/horas)
Pre-estimulacion 2,36 + 1,23
Post-estimulacién 6,92+ 2,76

NOTA: Si desea obtener el documento monografico en el que se detalla todo el
proceso de evaluacion, solicitelo al servicio al cliente. EIl monografico contiene
los resultados de los estudios siguientes:

aldosterina en orina frente a PRA.

estudios de renina venosa renal en pacientes con hipertension renovascular.
determinacion de PRA en pacientes anéfricos.

resultados de PRA en pacientes sometidos a hemodialisis.

perfil de renina en pacientes con hipertensién esencial.

oM

*

cinco horas tras furosemida, 40 mg p.o.
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15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL RESULTADO

15.1 Sensibilidad analitica

La sensibilidad de la curva de calibracion se define como el valor independiente mas
pequefio distinto de cero. Se calculd una estimacién estadistica de la concentracion
minima que puede detectarse (sensibilidad) de acuerdo con el método de D. Rodbard,
(1978),*" para treinta réplicas en el punto cero de la curva de calibracién. La
sensibilidad calculada es de 0,018 ng/tubo.

15.2 Precision

La precision intraserie se determiné a partir del promedio de 20 ensayos simultaneos
por muestra. La precision interserie se determind a partir del promedio de los
duplicados para 20 series independientes.

Muestra para Desviacion
precisiéon Numero de Media estandar Coeficiente
intraserie pruebas (ng/mL/hora)  (ng/mL/hora) de variacion
Pool de plasma A 20 1,6 0,16 10,0
Pool de plasma B 20 6,2 0,28 4,6
Pool de plasma C 20 17,9 1,68 9,4
Muestra para Desviacion
precisiéon Numero de Media estandar Coeficiente
interserie pruebas (ng/mL/hora)  (ng/mL/hora) de variacion
Pool de plasma A 20 1,6 0,09 5,6
Pool de plasma B 20 10,7 0,82 7,6
Pool de plasma C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Avidez

La afinidad constante calculada del antisuero del equipo es aproximadamente de
3 x 10 litros/mol.

15.4 Especificidad analitica

Los datos de la reactividad cruzada del antisuero utilizado en este equipo se expresan
como la proporcion de concentracion de angiotensina | por la concentracion de la
sustancia de reaccion cruzada con un 50% de inhibicién de unién maxima.

Compuesto % reactividad cruzada
Angiotensina | 100
Tetradecapéptido* 0,02
Angiotensina Il <0,03
Angiotensina lll <0,03

* Sustrato de renina sintética.

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA
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KIT PER L'ANALISI RADIOIMMUNOLOGICA DELL'ATTIVITA DELLA
RENINA PLASMATICA GAMMACOAT®

1. USO PREVISTO
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Il Kit per I'analisi radioimmunologica dell'attivita della renina plasmatica GammaCoat
['?°1] serve per la determinazione quantitativa dell'attivita della renina plasmatica (ARP)
mediante I'analisi radioimmunologica dell'angiotensina | generata.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

La renina, un enzima proteolitico del peso molecolare approssimativo di 40.000, viene
rilasciata dalle cellule iuxtaglomerulari del rene. L'enzima agisce nella circolazione
generale allo scopo di scindere il suo substrato, una globulina alfa 2 sintetizzata dal
fegato, per produrre il decapeptide angiotensina I.

L'angiotensina | € scissa rapidamente dall'attivita dell'enzima convertente, principalmente
nei polmoni, nell'angiotensina Il, un ottapeptide biologicamente attivo. A sua volta
I'angiotensina |l degrada velocemente in frammenti peptidici, inattivi per azione di enzimi
presenti nel plasma e nei tessuti, noti con il nome di angiotensinasi. Il percorso metabolico
del sistema renina-angiotensina viene descritto di seguito:

substrato di renina

V¥ renina

angiotensina |

V¥ enzima convertente
angiotensina Il

V¥ angiotensinasi
frammenti peptidici inattivi

L'angiotensina Il & caratterizzata da una emivita in vivo estremamente breve, ma ¢ la
sostanza vasopressoria piu potente conosciuta. L'angiotensina Il esplica la sua
funzione in numerose forme di ipertensione, nonché nella regolazione pressoria nel
sangue. E stato inoltre riscontrato che I'angiotensina Il & la sostanza che influisce
maggiormente sulla secrezione di aldosterone da parte della ghiandola surrenale.
Difficolta tecniche associate alla misurazione dei livelli dell'angiotensina Il nel sangue
sono responsabili del ritardo con cui I'analisi relativa € stata accettata nei laboratori
clinici. Poiché i livelli di angiotensina Il rispecchiano direttamente I'attivita della renina
plasmatica, la determinazione dell'attivita della renina plasmatica & stata adottata
diffusamente per valutare il sistema renina-angiotensina in condizioni patologiche.
La misurazione dell'attivita della renina plasmatica nei casi di ipertensione € un ausilio
importante nella diagnosi differenziale dell'aldosteronismo primario e secondario.
La valutazione dell'attivita della renina & preziosa anche nella determinazione della
prognosi e della terapia piu opportuna per individui affetti da ipertensione essenziale
Sono state descritte un'analisi radioimmunologica dell'angiotensina | e le sue
applicazioni quali indici dell'attivita della renina plasmatica.' La procedura relativa al kit
GammacCoat per la determinazione dell'attivita della renina plasmatica & stata adattata
sulla base di questo metodo.

3. PRINICIPI DELL'ANALISI

La procedura si basa sui principi del legame competitivo dell'analisi
radioimmunologica.? Nel GammaCoat ['%]] Plasma Renin Activity RIA Kit I'anticorpo &
immobilizzato sulla parete interna inferiore della provetta GammaCoat. La
determinazione dell’ARP prevede una incubazione iniziale del plasma, volta a generare
angiotensina |, seguita dalla quantificazione dell'angiotensina | mediante analisi
radioimmunologica. La produzione di angiotensina | nel sistema del substrato umano &
dettata da:

3.1 pH dellincubazione

3.2 entita della diluizione del plasma

3.3  scelta degli agenti inibitori enzimatici
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3.4 fattori sconosciuti presenti in ciascun campione individuale di plasma, quali la
concentrazione del livello del substrato di renina

3.5 durata dell'incubazione

3.6 temperatura dell'incubazione.

Il pH per la generazione

Il rapporto di generazione dell'angiotensina | in vitro dipende dal pH. La procedura
del presente kit adotta un pH per la generazione pari a 6,0, il consueto pH dei campioni
dopo [l'aggiunta del buffer a pH 5,7. Il vantaggio di un'incubazione a
pH 6,0 piuttosto che a pH fisiologico 7, risulta nel raddoppio del rapporto di
generazione dell'angiotensina |, con conseguente migliore sensibilita per campioni a
basso contenuto di renina.*'* Come conseguenza dell'ottimizzazione, possono essere
utilizzati tempi piu brevi per la generazione.

Scelta dell'inibitore dell'enzima

Puo essere utilizzata tutta una serie di agenti atti a bloccare la conversione enzimatica
dell'angiotensina | in angiotensina Il nonché a prevenire il degrado proteolitico durante
la produzione di angiotensina I."*'7 Il fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) & Tlinibitore
utilizzato nella presente procedura.

Effetti della diluizione del plasma

La diluizione del plasma deve essere evitata, poiché la reazione della renina &
substrato-dipendente alla concentrazione del substrato di renina che generalmente &
presente nel plasma. Gli effetti della diluizione del substrato possono essere osservati
ad ogni intervallo durante la generazione ed effetti piu marcati si osservano in
presenza di una diluizione maggiore.*

Durata della generazione

Per determinare l'attivita enzimatica dovrebbe essere scelto l'intervallo di tempo piu
breve possibile, per ottenere la stima migliore della velocita iniziale della reazione e per
ridurre al minimo il consumo del substrato. L'analisi radioimmunologica
dell'angiotensina | & sufficientemente sensibile da consentire di determinare I'ARP
avvalendosi delle condizioni ottimizzate della generazione di angiotensina | a pH 6,0.

Il metodo del GammaCoat Plasma Renin Activity Kit & caratterizzato da un tempo di
generazione inferiore, poiché il campione di plasma € diluito meno possibile, portato ad
un pH ottimale ed analizzato con un inibitore efficace dal pH prescelto. E stato
suggerito che campioni a livello basso possono essere quantificati generando i
campioni per diciotto ore e quindi eseguendo I'analisi.*

Durata dell'analisi radioimmunologica

Con il metodo GammaCoat Plasma Renin Activity Kit la durata dell'incubazione
dell'analisi radioimmunologica & di tre ore. | risultati sono disponibili entro la stessa
giornata lavorativa.

4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Provette rivestite di siero di coniglio anti- 1 sacchetto/ 5 sacchetti/
angiotensina | 100 provette 100 provette
Buffer per analisi dell'angiotensina (11x) 1 fiala/10 mL 5 fiale/10 mL
Buffer per la generazione di maleato per

angiotensina 1 fiala /5 mL 3 fiale/5 mL
PMSF per angiotensina 1 fiala /1 mL 2 fiale/1 mL
Controllo per I'attivita della renina 1 fiala /3 mL 2 fiale/3 mL
Calibratori dell'angiotensina (A-F) 6 fiale/2 mL 12 fiale/2 mL
Tracciante dell'angiotensina 2 fiale/5 mL 10 fiale/5 mL
Numero di test 100 500

CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8 °C. Dopo l'apertura,
conservare ogni reagente attenendosi alle raccomandazioni seguenti. | reagenti non
devono essere utilizzati dopo la data di scadenza. La data di scadenza del kit &
indicata sull'etichetta esterna e si riferisce alla data di scadenza del tracciante.

Non si devono mescolare reagenti di lotti diversi.
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4.1 ['*I] Tracciante dell'angiotensina I: reagente liofilizzato

Ricostituire la fiala di reagente di tracciante dell'angiotensina I['#I], aggiungendo 5 mL
di acqua purificata. Mescolare bene capovolgendo la fiala o agitandola su vortex.
Aggiungere il contenuto di due fiale di tracciante a 100 mL di buffer per analisi. Il
reagente del buffer tracciante & stabile a 2-8 °C fino alla data di scadenza del kit.

In seguito alla ricostituzione, ciascuna fiala contiene circa 1 pCi di tracciante (<1 pg/mL di
angiotensina 1) in 5 mL di soluzione salina corretta con fosfato, con albumina di siero
bovino, con I'aggiunta di thimerosal (etilmercuriotiosalicilato di sodio) quale conservante.

4.2 Provette rivestite di siero di coniglio anti-angiotensina I: reagente pronto per l'uso
Provette da 12 x 75 mm sono rivestite di siero di coniglio anti-angiotensina | (titolo
<1 pg/provetta) e imballate in un sacchetto di plastica. Conservare a 2-27 °C.

4.3 Concentrato del buffer per analisi dell'angiotensina (11X): reagente concentrato
Aggiungere l'intero contenuto della fiala di concentrato del buffer per analisi a 100 mL
di acqua purificata e mescolare bene. Ogni fiala contiene 10 mL di buffer di fosfato
insieme allo 0,1% di sodio azide quale conservante.

4.4 Buffer per la generazione di maleato per angiotensina: reagente pronto per 'uso
Ogni fiala contiene 5 mL di buffer di maleato, EDTA di sodio, solfato di neomicina e
colorante blu inerte con lo 0,1% di sodio azide quale conservante. Qualora si formino
cristalli durante la spedizione, la fiala pud essere riscaldata alla temperatura di 37 °C
per far sciogliere i cristalli.

4.5 Fenilmetilsulfonil fluoruro per angiotensina: reagente pronto all'uso
Ogni fiala contiene 1 mL di fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) in etanolo.

4.6 Controllo per I'attivita della renina: reagente liofilizzato

Ricostituire prima dell'uso dispensando 3,0 mL di acqua purificata a 2-8 °C. Tenere la
fiala in un bagno di ghiaccio per 10 minuti e agitare delicatamente su vortice per
mescolare bene. Suddividere le porzioni da 1,0 mL nelle provette di vetro o di plastica
pre-raffreddate. Sigillare bene e conservare a -20 °C. Una porzione pud essere
conservata in bagno di ghiaccio o in frigorifero a 2-8 °C se l'analisi viene eseguita
immediatamente.

Il controllo ricostituito deve essere conservato congelato a -20 °C e si mantiene stabile
per almeno due mesi. Lo scongelamento deve avvenire in bagno di ghiaccio o in
frigorifero a 2-8 °C e il controllo ricostituito non deve essere ricongelato dopo lo
scongelamento.

Sono state osservate variazioni a carico del'lARP in seguito all'analisi ripetuta del
plasma congelato dopo diversi periodi di conservazione.'? Ne consegue che I'utilizzo
di plasma congelato conservato quale controllo per la determinazione dellARP
potrebbe produrre risultati non attendibili. 1l controllo dell'attivita della renina viene
utilizzato abitualmente durante la generazione dell'angiotensina | e durante I'analisi
radioimmunologica, producendo un indice di controllo della qualita affidabile per l'intera
analisi. Ulteriori informazioni sono fornite nella sezione Controllo di qualita.

In seguito alla ricostituzione ciascuna fiala contiene 3 mL di plasma umano elaborato
con lo 0,1% di sodio azide.

4.7 Calibratori angiotensina | (A-F): reagente liofilizzato

NOTA: La prova in bianco e i calibratori sono utilizzati soltanto nella porzione di
analisi radioimmunologica e non devono essere soggetti alla generazione di
angiotensina .

Ricostituire ogni fiala con 2,0 mL di acqua purificata e mescolare bene prima dell'uso.
La prova in bianco e i calibratori devono quindi essere raffreddati in bagno di ghiaccio
prima di condurre l'analisi. Possono essere conservati a 2-8 °C per un massimo di due
settimane e a -20 °C per periodi piu lunghi.
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In seguito alla ricostituzione ogni fiala contiene 2 mL di angiotensina |, albumina di
siero bovino in soluzione salina con l'aggiunta di fosfato. | calibratori sono tarati
rispettivamente per 0, 0,2, 0,8, 3,0, 10,0 e 50,0 ng/mL. | calibratori DiaSorin per l'attivita
della renina plasmatica sono tarati mediante il lotto master di produzione corrente. |
calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del paziente se usati con
reagenti e con la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, secondo le
raccomandazioni pertinenti.

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI MATERIALE DI ORIGINE UMANA

Trattare come potenzialmente infettivi.

Ogni unita di siero/plasma da donatore usata nella preparazione di questo prodotto &
stata sottoposta a test secondo una metodica approvata dalla FDA statunitense e
trovata non reattiva per la presenza di HBsAg, anticorpi ad HCV ed anticorpi ad HIV
1/2. Anche se questi metodi sono estremamente accurati, non € garantita la
localizzazione di tutte le unita infette. Questo prodotto pud inoltre contenere altro
materiale di provenienza umana per il quale non esiste un test approvato. Poiché
nessuna metodologia di test approvata puo offrire garanzia completa sull'assenza del
virus dell'epatite B, dell'epatite C (HCV), del virus di immunodeficienza (HIV) o di altri
agenti infettivi, tutto il materiale di provenienza umana deve essere frattato in
conformita con le buone pratiche di laboratorio adottando le precauzioni appropriate
come descritto nei manuale dei Centers for Disease Control and Prevention/National
Institutes of Health Manual, "Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories",
quarta edizione, Maggio 1999 o edizione corrente.

REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide
puo reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche
altamente esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al
fine di evitare la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts" nel manuale
Guide-Safety Management No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la
Prevenzione delle malattie di Atlanta, GA,

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto
con la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI THIMEROSAL (ETILMERCURIOTIOSALICILATO DI SODIO)
Alcuni reagenti del presente kit contengono thimerosal (etilmercuriotiosalicilato di
sodio), contenente a sua volta un composto a base di mercurio. Lo smaltimento del
mercurio allo stato di elemento, inorganico, di ossidi di mercurio e composti di mercurio
deve essere effettuato in piena conformita con tutte le normative locali, statali e
federali.

AVVERTENZA: questo prodotto contiene una sostanza chimica nota nello Stato della
California perché provoca difetti alla nascita o altri problemi di natura riproduttiva.
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Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

Reagenti contenenti etanolo

R11 - Highly flammable (Altamente infiammabile).

S7- Keep container tightly closed (Conservare il recipiente ben chiuso).

S16 - Keep away from sources of ignition - No smoking (Tenere lontano da fonti di
ignizione - Non fumare).

Reagenti contenenti PMSF

R22 - Harmful if swallowed (Nocivo per ingestione).

R36/38 - Irritating to eyes and skin (Irritante per gli occhi e la pelle).

S45 - In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show
the label where possible). (In caso di incidente o di malessere, richiedere
immediatamente l'intervento di un medico. Se possibile, mostrargli I'etichetta).

Reagenti contenenti idrossido di potassio

R35 - Causes severe burns (Provoca ustioni gravi).

S26 - In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek
medical advice (In caso di contatto con gli occhi sciacquare immediatamente gli occhi
e la pelle con acqua abbondante e rivolgersi a un medico).

S37/39 - Wear suitable gloves and eye/face protection (Indossare guanti protettivi
adatti e protezione per occhi/viso).

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125

Questo kit contiene materiali radioattivi che non superano i 2 pCi (74 kBq — kit
CA-1533) o 10 pCi (370 kBg — kit CA-1553) 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.

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

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

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

5. 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, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti
alle norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: questo prodotto contiene una sostanza chimica nota nello Stato della
California perché provoca il cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pu6
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.
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6. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI
Il picco massimo dell'attivita della renina plasmatica si registra al mattino, poiché essa
€ variabile durante il giorno, e i campioni devono essere raccolti regolarmente in quel
momento della giornata.’®' Un campione di sangue venoso viene prelevato con
tecnica asettica, utilizzando una provetta di vetro evacuata contenente EDTA. |
campioni possono essere raccolti, trasportati e centrifugati a temperatura ambiente. Il
sangue pud rimanere a temperatura ambiente fino a sei ore prima della
centrifugazione, senza presentare un accumulo significativo di angiotensina |I. Dopo
avere centrifugato il sangue, il plasma pud essere conservato congelato fino al
momento dell'analisi. | campioni si conservano congelati a -20 °C per un massimo di
un mese. E meglio evitare i cicli di congelamento-scongelamento che possono
verificarsi nei freezer con sbrinamento automatico. Sono state osservate variazioni a
carico dellARP a causa sia della conservazione a 2-8 °C, sia della conservazione
prolungata a -20 °C.20. 2!
Prima di eseguire I'analisi, i campioni congelati devono essere scongelati rapidamente
e riportati a temperatura ambiente.
E bene evitare I'uso di campioni emolizzati, lipemici o itterici. Non utilizzare I'eparina
come anti-coagulante. Consultare la sezione Limiti della procedura per ulteriori
precauzioni e informazioni.

7. MATERIALI NECESSARI NON FORNITI
7.1 Acqua purificata.
7.2 Bagno di acqua a temperatura costante, 37 +2°C.
7.3  Bagno di acqua ghiacciata.
7.4  Pipette volumetriche (da 1, 2, 3 e 5 mL).
7.5 Cilindro graduato (100 mL).
7.6  Pipette di precisione (da 10, 100, 500 e 1000 pL).
7.7  Contatore a raggi gamma.
7.8  Provette di plastica o vetro, da 12 x 75 mm (per la generazione di angiotensina I).
7.9 Portaprovette per test.
7.10 Miscelatore vortex (facoltativo).
7.11 Aspiratore di acqua (facoltativo).
7.12 Carta assorbente con retro in plastica (facoltativo).

8. PROCEDURA PER LA PRODUZIONE DI ANGIOTENSINA |

8.1  Trasferire 1,0 mL di plasma in una provetta priva di rivestimento di vetro o
plastica, contrassegnata con il numero di identificazione e il suffisso 37.

8.2 Aggiungere 10 pL della soluzione di PMSF e 100 uyL del buffer per la
generazione di maleato (pH 6,0) a ciascuna porzione da 1,0 mL di cui al passo
1. Mescolare bene e collocare nel bagno di ghiaccio.

8.3  Trasferire 500 pL di plasma di cui al passo 2 in una provetta raffreddata
corrispondente contrassegnata con il suffisso 4.

8.4 Disporre la serie 37 di provette nel bagno di acqua a 37 °C. Lasciare la serie

4 di provette nel bagno di ghiaccio. Procedere con la generazione del buffer di
maleato per 90 minuti.
E stato suggerito che campioni di pazienti con valori dell'lARP inferiori a
1,0 ng/mL/ora possono essere generati durante un'incubazione di 18 ore e
quindi sottoposti nuovamente ad analisi.* | calcoli devono essere corretti in
base agli eventuali cambiamenti nella durata della produzione.

8.5 Al termine del periodo di produzione, trasferire la serie 37 di campioni nel
bagno di ghiaccio, se I'analisi deve essere eseguita immediatamente, oppure
nel freezer insieme alla serie 4, per un'analisi futura.
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9.

PROCEDURA DI ANALISI
La procedura dell'analisi comprende la preparazione di una curva di calibratore da cui
verra interpolato il contenuto di angiotensina | in entrambe le serie 37 e 4. La serie di
background (la serie 4) viene quindi sottratta dai campioni della generazione
37 corrispondenti.

9.1

9.2

Aspettare che il reagente del buffer tracciante raggiunga la temperatura
ambente e mescolare bene prima dell'uso. Mantenere la prova in bianco e i
calibratori, il controllo generato e i campioni dei pazienti generati in un bagno
di ghiaccio e mescolare bene prima dell'uso.

Etichettare una serie di provette con rivestimento Gamma in duplicato,
attenendosi allo schema seguente. Con alcuni programmi di riduzione dati
potrebbero essere necessari i conteggi totali [T1,T2] e provette Bo [1, 2], ma
questi possono essere omessi se la curva di calibratore & tracciata su carta
per grafici semilogaritmica.?*

Provetta Codice Angiotensina |

Contenuto delle provette Lettera  (ng/0,1 mL)

T1,T2  Conteggi totali (Buffer tracciante)

2 Angiotensina | prova in bianco 0 ng/mL A 0
4 Angiotensina | Calibratore 0,2,ng/mL B 0,02
6 Angiotensina | Calibratore 0,8,ng/mL C 0,08
8 Angiotensina | Calibratore 3,0,ng/mL D 0,30
9,10 Angiotensina | Calibratore 10,0,ng/mL E 1,0
11,12  Angiotensina | Calibratore 50,0,ng/mL F 5,0
13,14  Controllo dell'attivita della renina, Generazione a 37 °C

15,16  Controllo dell'attivita della renina, Generazione a 4 °C
17,18 Paziente “X”, Generazione a 37 °C
19,20 Paziente “X”, Generazione a 4 °C

9.4

9.5

9.6

9.7

9.8

Dispensare nelle provette duplicate appropriate:

a. 100 pL di prova in bianco o calibratore di angiotensina | .

b. 100 pL del controllo dell'attivita della renina, generazione “37” e “4”, nel
gruppo appropriato di 4 provette.

c. 100 pL di campione paziente della serie di generazione “37” e “4” nel
gruppo appropriato di 4 provette.

Aggiungere immediatamente 1,0 mL di reagente del buffer tracciante in

ciascuna provetta, compresa quella relativa ai conteggi totali. Mescolare i

reagenti delicatamente, ponendo ogni provetta su vortex.

Lasciare in incubazione tutte le provette a temperatura ambiente (20-27 °C)

per tre ore.

Aspirare o lasciar decantare tutte le provette, eccetto quelle per il conteggio

totale.

UNA RIMOZIONE NON CORRETTA DELLA SOLUZIONE DI ADERENZA PUO

ESSERE CAUSA DI REPLICAZIONE SCADENTE E DI VALORI ERRATI.

Se si impiega la tecnica di aspirazione, controllare che la punta in plastica

dell'aspiratore tocchi il fondo della provetta rivestita e che tutto il liquido venga

rimosso.

Se si usa la tecnica di decantazione, lasciar svuotare le provette in posizione

capovolta per 3-5 minuti. Battere le provette su carta assorbente per eliminare

eventuali liquidi di aderenza prima di riportare le provette in posizione

verticale.

Contare tutte le provette in un contatore a raggi gamma per 1 minuto con la

finestra opportunamente regolata per iodio-125.

Calcolare i risultati. Fare riferimento alla sezione Risultati.
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10. CONTROLLO DI QUALITA

Il kit € dotato di un controllo dell'attivita della renina. Il range delle concentrazioni di
ogni controllo é riportato sul certificato di analisi ed indica i limiti stabiliti da DiaSorin
per i valori di controllo ottenibili in sessioni di analisi affidabili. Il controllo deve essere
sottoposto a generazione prima dell'analisi.

Ogni laboratorio dovrebbe utilizzare controlli a vari livelli per monitorare le
performance. | controlli devono essere considerati come campioni non noti.
Conservare le tabelle per il controllo della qualita al fine di verificare le performance dei
controlli. Adottare metodi statistici adeguati per valutare i trend. Limiti accettabili per le
performance verranno stabiliti da ogni singolo laboratorio.?? %

11. RISULTATI

11.1  Registrare i conteggi per minuto (CPM) per ogni provetta.

11.2  Tracciare il valore CPM per i calibratori dell'angiotensina | (asse verticale) in
rapporto ai nanogrammi (ng) di angiotensina | aggiunti in ogni provetta (asse
orizzontale) su carta per grafici semi-logaritmici.

11.3  Tracciare la miglior curva di interpolazione. Per dati tipici fare riferimento alla
TABELLA |. La FIGURA 1 illustra una curva di calibratore tipica.

11.4  Localizzare il legame CPM per ogni provetta corrispondente ad ogni campione
sull'asse verticale e seguire la linea orizzontale che interseca la curva di
calibrazione. Nel punto di intersezione leggere i ng di angiotensina | sull'asse
orizzontale. Per ciascun campione e controllo determinare i ng medi per la
serie “37” e “4”.

12. ATTIVITA DELLA RENINA PLASMATICA (ARP)
L'attivita della renina plasmatica (ARP) si esprime in ng/mL/ora di angiotensina |
generata. Le correlazioni matematiche seguenti hanno lo scopo di ottenere il dato
ng/mL/ora:
121  Sottrarre il valore medio per la serie “4” (background) dal valore medio per la
serie “37” (generata):
Netto ng = ng “37” — ng “4”
12.2 Dimensioni del campione analizzato nella provetta rivestita (C): 0,1 mL¢
12.3  Diluizione del campione (S) per effetto del buffer di generazione (B) e
dell'inibitore (1):
(1,0 mLS +0,1 mLB) + 0,01 le 1,11 mLFina|e

1,0 mbg 1,00 mL|piziale

12.4 Tempo necessario per la generazione dell'angiotensina I: 1,5 ore
NOTA: Se viene modificato il tempo necessario per la generazione, la
modifica corrispondente deve essere apportata a questo numero.

12.5 Calcolo della generazione del maleato:

[ng "37"-ng 4j N [ 1,11mL j
ARP = 0,1mL. 1,00 mL
1,50re
ARP = (7,40/mL/ora) x (ng netto)
Esempio: Campione di plasma del paziente “X”:
ARP = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/ora)
ARP = 2,44 ng/mL/ora
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TABELLAI
Registrazione dei dati
Non usare per calcolare campioni non noti

Livello di
angiotensina | ARP
Provetta Contenuto CPM (ng/ finale
N° delle provette limite provetta)  (ng/mL/ora)
T1 Conteggi totali (buffer tracciante) 29242 - -
T2 Conteggi totali (buffer tracciante) 28992 - -
1 Angiotensina | prova in bianco 0 ng/provetta 13617 - -
2 Angiotensina | prova in bianco 0 ng/provetta 13048 - -
3 Angiotensina | Calibratore 0,02 ng/provetta 13163 - -
4 Angiotensina | Calibratore 0,02 ng/provetta 12625 - -
5  Angiotensina | Calibratore 0,08 ng/provetta 11305 - -
6  Angiotensina | Calibratore 0,08 ng/provetta 11291 - -
7  Angiotensina | Calibratore 0,3 ng/provetta 6991 - -
8  Angiotensina | Calibratore 0,3 ng/provetta 7110 - -
9  Angiotensina | Calibratore 1,0 ng/provetta 3053 - -
10  Angiotensina | Calibratore 1,0 ng/provetta 3056 - -
11 Angiotensina | Calibratore 5,0 ng/provetta 1307 - -
12 Angiotensina | Calibratore 5,0 ng/provetta 1232 - -
13 Controllo attivita renina, 37 °C 3149 0,97
14 Controllo attivita renina, 37 °C 3053 1,01
0,99
15 Controllo attivita renina, 4 °C 8674 0,20
16 Controllo attivita renina, 4 °C 8607 0,20
0,20 5,85
17 Campione di plasma del paziente “X”, 37 °C 4362 0,41
18 Campione di plasma del paziente “X”, 37 °C 4459 0,40
0,41
19 Campione di plasma del paziente “X”, 4 °C 8546 0,08
20 Campione di plasma del paziente “X”, 4 °C 8557 0,08
0,08 2,44
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Curva di calibratore tipica
Non usare per calcolare campioni non noti
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FIGURA 1

13. LIMITI DELLA PROCEDURA
Relativi alla procedura

1341

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7
13.8

13.9

Il sacchetto di plastica contenente le provette rivestite deve essere chiuso
accuratamente per la conservazione delle provette non utilizzate e mantenuto
alla temperatura di 2-27 °C.

Il livello dell'acqua deve essere mantenuto al di sopra di quello della soluzione
contenuta nelle provette, senza consentire alle provette di galleggiare.

L'utilizzatore deve essere consapevole del fatto che risultati errati possono
essere originati dal trattamento non idoneo dei campioni dei pazienti.

E necessario prestare la massima attenzione alla temperatura dell'acqua
ghiacciata, che deve essere mantenuta alla gradazione prescritta durante la
preparazione dei reagenti, la procedura di generazione di agiotensina | e la
procedura di analisi.

| campioni congelati devono essere scongelati rapidamente a temperatura
ambiente e mescolati con cura prima di essere dispensati.

E stato notato che I'eparina inibisce la reazione della renina a concentrazioni di
5 IU/mL; di conseguenza l'eparina non deve essere utilizzata quale
anticoagulante nei campioni di sangue destinati all'analisi dell'attivita della renina
plasmatica.®

| campioni emolizzati contengono angiotensinasi e non devono essere utilizzati.

Dati pubblicati hanno dimostrato che la linearita della generazione
dell'angiotensina | durante un periodo di generazione predeterminato, che pud
essere dell'ordine di trenta minuti come pure arrivare a diciotto ore, non pud
essere data per certa.’ Lo scostamento da un andamento lineare pud essere la
regola piuttosto che l'eccezione anche in presenza di buffer controllato a
qualsivoglia pH. E possibile che altri fattori oltre al pH influenzino la linearita della
generazione dell'angiotensina |. Fino a quando queste variabili non saranno
interamente controllabili, & necessario attendersi caratteristiche prive di linearita.
L'impossibilita di ottenere valori di controllo appropriati pud essere segno di
manipolazione non adeguata, trattamento improprio o deterioramento dei
reagenti. Per ogni ciclo di analisi deve essere ottenuta una curva di calibratore
basata su valori appropriati dei calibratori.

61



Interpretativi

E estremamente importante che le variabili fisiologiche, quali la postura del paziente e
o l'assunzione di sodio o l'escreto di sodio nell'urina delle 24 ore siano presi in
considerazione per interpretare accuratamente i risultati dell'analisi. Anche eta, sesso e
razza sono fattori importanti che devono essere presi in considerazione.

Cambiamenti nellARP possono essere influenzati da una serie di farmaci compresi
diuretici, agenti bloccanti adrenergici, vasodilatatori, antiipertensivi, grandi dosi di
progestine, antagonisti dell'angiotensina |l, contraccettivi per bocca o estrogeni e
antagonisti mineralcorticoidi. L'uso di diatrizoato come nella renografia puo inoltre
influenzare i valori del'’ARP. Qualora non venga tenuta in considerazione l'influenza
farmacologica derivante dall'assunzione di farmaci da parte del paziente, si potrebbe
giungere ad un'errata interpretazione dei valori dell’ARP.

Numerose condizioni cliniche, compresa una comune gravidanza, influenzano I'ARP.
Questi fattori sono stati delineati brevemente in articoli pubblicati da numerosi
ricercatori.?’-30

14. VALORI PREVISTI
La valutazione clinica del kit per ARP in oggetto & stata effettuata da un ricercatore
indipendente e i risultati sono riassunti brevemente nella sezione presente. | dati
presentati intendono guidare I'utilizzatore del kit. A causa della variabilita della
popolazione di pazienti, si suggerisce agli utilizzatori di produrre dati propri (per
esempio ARP in relazione al normogramma dell'escreto di sodio).
14.1 Effetti dell'assunzione di sale
| campioni di plasma e la raccolta dell'urina delle 24 ore sono stati ottenuti da individui
adulti normali, privi di segni evidenti di patologie cardiovascolari o renali. Ad ogni
individuo era stata assegnata una dieta di cui erano noti il contenuto di sodio e
potassio. Dopo un periodo di bilanciamento, sono stati raccolti i campioni di plasma per
I'ARP e i campioni di urina delle 24 ore. | risultati delle analisi sono illustrati nella
TABELLA 1. | dati sono stati suddivisi in quattro sottogruppi sulla base del range di
sodio escreto osservato: assunzione di sale ad libitum (75-150 mEq/24 ore.); dieta con
supplemento di sale (150 mEqg/24 ore.); e due diete con limitazione del sale.
In circostanze cliniche di routine & possibile ottenere riduzioni modeste nell'escreto di
sodio, fino a 30-75 mEq/24 ore. Il range inferiore di escreto di sodio, 0-30 mEq/24 ore,
& insolito e necessita di una limitazione severa dell'assunzione di sodio. E stata
osservata la relazione inversa prevista fra ARP ed escreto di sodio nell'urina. Poiché il
contenuto di sale nell'alimentazione varia di zona in zona, si suggerisce di sviluppare
dati relativi al rapporto ARP/escreto di sodio nei singoli laboratori.
Durante la valutazione clinica del kit in oggetto, sono stati procurati campioni
provenienti da adulti ricoverati o che frequentavano ambulatori medici apparentemente
privi di patologie cardiovascolari o renali. Questi individui assumevano sale ad libitum e
non & stata intrapresa nessuna azione per controllare le loro attivita. Tutti i campioni
sono stati ottenuti fra le ore 8,00 e le ore 10,00. | dati derivanti dall'osservazione di
questi campioni sono illustrati nella TABELLA Ill. Essi rientrano nel range di ARP
osservato per individui con assunzione normale di sale per questa popolazione. | valori
piu elevati degli individui ricoverati si possono spiegare con le alterazioni
nell'assunzione di sale nella dieta imposta dal cibo dell'ospedale, stress indotto
dall'ambiente ospedaliero o altri fattori indeterminati.

TABELLAII
ARP con assunzione limitata di sale
Na+ Escreto Media +1 S.D.
mEq/24 ore (ng/mL/ora)
0-30 16,34 £ 7,52
30-75 591+1,82
75 -150 2,12 +0,68
>150 0,85+ 0,46
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TABELLA Il
ARP con assunzione di sale ad libitum

Media £1 S.D.

(ng/mL/ora)

Ambulatoriali nella norma casuali 1,67 £ 0,83
Non ambulatoriali nella norma 3,30+ 1,85

14.2 Effetti della postura

Una valutazione accurata dei valori dell’ARP & soggetta alla conoscenza da parte del
medico della postura dell'individuo, poiché i valori dellARP sono influenzati dalla
posizione. Gli effetti derivanti dall'assunzione di una posizione eretta dopo una notte di
sonno trascorsa in posizione supina sono illustrati nella TABELLA IV.

TABELLA IV
Effetti della postura

Media £1 S.D.
(ng/mL/ora)
Posizione supina 1,24 £ 1,09
Posizione eretta 2,63+1,32

14.3 Stimolazione da parte del furosemide

La valutazione clinica del sistema renina-angiotensina puo richiedere una valutazione
del cambiamento dell’ARP dopo una stimolazione. Gli effetti del furosemide sul sistema
renina-angiotensina, rilevati dal cambiamento dell'’ARP, sono stati determinati come
illustra uno studio riassunto nella TABELLA V. In seguito alla stimolazione a base di
furosemide & stato registrato un aumento considerevole dei valori dell’ARP.

TABELLAV
Stimolazione con furosemide*

Media +1 S.D.
(ng/mL/ora)
Pre-stimolazione 2,36 £ 1,23
Post-stimolazione 6,92 + 2,76

NOTA: Una monografia che illustra in dettaglio I'intera valutazione é disponibile
su richiesta presso il nostro Centro assistenza clienti. La monografia contiene i
risultati degli studi seguenti:

1. Aldosterone nell'urina in relazione all'ARP.

2. Studi sulla renina nella vena renale in pazienti affetti da ipertensione

renovascolare.

3. Determinazione dell’ARP in pazienti anefrici.

4. Risultati dell’ARP in pazienti in emodialisi.

5. Profilo della renina in pazienti con ipertensione essenziale.

Cinque ore dopo furosemide, 40 mg per os
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15. CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLE PERFORMANCE

15.1 Sensibilita analitica

La sensibilita della curva di calibratore & definita come il valore individuale piu piccolo
che sia distinguibile da zero. E stata calcolata una stima statistica della concentrazione
minima rilevabile (sensibilita) in base al metodo di D. Rodbard, (1978),%! per trenta
replicati in corrispondenza del punto zero della curva di calibratore. La sensibilita
calcolata € di 0,018 ng/provetta.

15.2 Precisione

La precisione fra piu cicli di analisi & stata determinata calcolando la media fra 20
analisi simultanee per campione . La precisione fra cicli di analisi & stata determinata
calcolando la media fra i duplicati per 20 cicli di analisi separate.

Campione per la Deviazione
precisione fra piu Numero di Media standard Coefficiente di
cicli di analisi analisi (ng/mL/ora) (ng/mL/ora) variazione
Vasca di plasma A 20 1,6 0,16 10,0
Vasca di plasma B 20 6,2 0,28 4.6
Vasca di plasma C 20 17,9 1,68 9,4
Campione per la Deviazione
precisione fra piu Numero di Media standard Coefficiente di
cicli di analisi analisi (ng/mL/ora) (ng/mL/ora) variazione
Vasca di plasma A 20 1,6 0,09 5,6
Vasca di plasma B 20 10,7 0,82 7,6
Vasca di plasma C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Avidita

La costante dell'affinita calcolata dell'antisiero del presente kit € approssimativamente
di 3 x 10" litri/ mole.

15.4 Specificita analitica

| dati sulla reattivita incrociata dell'antisiero utilizzato in questo kit sono espressi come
rapporto di concentrazione di angiotensina | rispetto alla concentrazione della sostanza
reagente incrociata ad inibizione del 50% di legame massimo.

% di reattivita

Composto incrociata
Angiotensina | 100

Tetradecapeptide* 0,02
Angiotensina Il <0,03
Angiotensina lll <0,03

* Substrato di renina sintetica.

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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KIT DE RADIOIMUNOENSAIO DA ACTIVIDADE DA
RENINA PLASMATICA GAMMACOAT®

1. USOINDICADO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

O kit de radioimunoensaio da actividade da renina plasmatica GammacCoat ['?l] foi
concebido para ser usado na determinacdo quantitativa da actividade da renina
plasmatica (ARP) através do radioimunoensaio da angiotensina | gerada.

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A renina, uma enzima proteolitica com um peso molecular de cerca de 40,000, &
libertada pelas células justaglomerulares renais. A enzima actua na circulagéo geral
para separar o seu substrato, uma globulina alfa-2 sintetizada pelo figado, de forma a
produzir a angiotensina | decapéptida.

A angiotensina | é separada rapidamente pela actividade de enzimas conversoras,
principalmente nos pulmdes, para a angiotensina |l octapéptida biologicamente activa.
Por sua vez, a angiotensina Il € degradada rapidamente em fragmentos péptidos
inactivos pelas enzimas presentes no plasma e nos tecidos, designadas como
angiotensinases. A passagem metabdlica do sistema renina angiotensina é descrita a
seguir:

substrato de renina

7 renina
angiotensina |
v enzima conversora

angiotensina Il
angiotensinases
fragmentos péptidos inactivos

A angiotensina Il possui uma meia vida in vivo extremamente curta, mas é o
vasopressor mais potente conhecido. A angiotensina Il desempenha um papel
importante em diversas formas da hipertensdo, bem como na regulagdo da pressédo
arterial. Além disso, a angiotensina Il foi considerada como sendo a principal
influenciadora da secregéo de aldosterona por parte da glandula adrenal.

As dificuldades técnicas associadas a medicdo dos niveis da angiotensina Il no
sangue retardaram a aceitagdo geral do seu ensaio nos laboratérios clinicos. Como os
niveis da angiotensina | sdo uma representagédo directa da actividade da renina
plasmatica, a determinacédo da actividade da renina plasmatica foi adoptada em larga
escala como o meio de avaliar o sistema renina-angiotensina nos varios estados das
doencgas. A medigao da actividade da renina plasmatica nos hipertensos constitui um
auxilio importante nos diferentes diagndsticos do aldosteronismo primario e
secundario. A estimativa da actividade da renina também é de grande utilidade na
determinagdo do prognéstico e das terapias mais adequadas para individuos que
sofram de hipertensdo essencial.

Foi descrito um radioimunoensaio da angiotensina | e a respectiva aplicagdo como
indicadores da actividade da renina plasmatica." O procedimento do kit GammaCoat
para a determinagdo da actividade da renina plasmatica € uma adaptagdo desse
método.

3. PRINCIPIOS DO ENSAIO

O procedimento baseia-se nos principios de ligagdo competitiva do radioimunoensaio.2No
Kit RIA da Actividade da Renina Plasmatica GammaCoat ['#l, 0 anticorpo € imobilizado
na parede inferior interna do tubo GammaCoat. A determinagdo da ARP envolve uma
incubagéo inicial de plasma para gerar a angiotensina |, seguida por uma quantificagao
da angiotensina | através do radioimunoensaio. A geragao da angiotensina | no sistema
do substrato humano é regulada por:

3.1 pH daincubagéo.

3.2 extensdo da diluicdo do plasma.

3.3  escolha dos inibidores da enzima.
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3.4 factores desconhecidos em cada amostra individual de plasma tais como a
concentragéo do nivel de substrato da renina.

3.5 duragdo da incubagéo.

3.6 temperatura da incubagéo.

pH da Geragao

A taxa de geracdo da angiotensina | in vitro depende do pH. Este procedimento usa
um pH de geragdo de 6,0, o pH normal das amostras apdés a adigdo de pH 5,7
tampé&o. A vantagem da incubagdo com um pH 6,0, em vez de um pH 7 fisioldgico, é a
taxa duplicada superior de geragdo da angiotensina | com a correspondente
sensibilidade melhorada em amostras com baixos niveis de renina.*'* Como resultado
dessa optimizagao, é possivel utilizar tempos de geragéo mais reduzidos.

Selecgao do Inibidor da Enzima

E possivel utilizar diversos agentes para bloquear a conversdo enzimatica da
angiotensina | em angiotensina |l e para evitar a degradagéo proteolitica durante a
geragao da angiotensina 1.7 O fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) é o inibidor usado
neste procedimento.

Efeitos da Diluigdo do Plasma

A diluicdo do plasma deve ser evitada porque a reacg¢édo da renina é dependente do
substrato na concentragcdo do substrato de renina normalmente existente no plasma.
Os efeitos da diluicdo do substrato podem ser observados em todos os intervalos
durante a geragdo, sendo os efeitos mais marcados vistos em diluicbes mais
elevadas.*

Duragao da Geragao

Deve-se empregar o tempo pratico mais curto na determinagdo da actividade
enzimatica de forma a fornecer a melhor estimativa da velocidade inicial da reacgao e
a minimizar o consumo de substrato. O radio imuno ensaio da angiotensina | é
suficientemente sensivel para permitir a determinagdo da ARP utilizando condigbes
optimizadas de geracéo da angiotensina | a um pH 6,0.

O método do Kit da Actividade da Renina Plasmatica GammaCoat oferece uma
duragao de geracdo mais reduzida porque a amostra do plasma é diluida ao minimo,
tamponada a um pH optimizado e ensaiada com um inibidor eficaz no pH
seleccionado. Ha sugestdes de que é possivel quantificar amostras com niveis baixos
através da geracdo de amostras durante dezoito horas e posterior ensaio.*

Duracao do Radioimunoensaio

O método do Kit da Actividade da Renina Plasmatica GammaCoat utiliza uma
incubagdo do radioimunoensaio de trés horas. Os resultados ficam disponiveis no
mesmo dia util.

4, REAGENTES FORNECIDOS NO KIT
Tubos revestidos a anti-Angiotensina | de
Coelho

Tampéo de Ensaio da Angiotensina (11x)
Tampéo da Geragao de Maleato de
Angiotensina

5 sacos/
100 tubos
5 frascos/10 mL

1 saco/
100 tubos
1 frasco/10 mL

1 frasco/5 mL 3 frascos/5 mL

PMSF da Angiotensina

Controlo da actividade da renina
Calibradores da Angiotensina (A-F)
Tracador da angiotensina

1 frasco/1 mL
1 frasco/3 mL
6 frascos/2 mL
2 frascos/5 mL

2 frascos/1 mL
2 frascos/3 mL
12 frascos/2 mL
10 frascos/5 mL

Numero de testes

100

500

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C. Depois de
abrir, armazene cada reagente tal como recomendado a seguir. Os reagentes nao
devem ser utilizados apds o prazo de validade no rétulo. O prazo de validade do kit é

indicado no rétulo externo e corresponde ao prazo de validade do tragador.

Nao misture reagentes de lotes diferentes.
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4.1 ['*°l] Tragador da Angiotensina | : reagente liofilizado

Reconstitua o frasco do Tragador da Angiotensina | ['%1] adicionando 5 mL de agua
purificada. Misture bem invertendo ou misturando cuidadosamente o frasco. Adicione o
conteudo de dois frascos do tragador a 100 mL de tampao do ensaio. O reagente
tragcador-tampao é estavel a 2-8°C até ao prazo de validade do kit.

Depois da reconstituicdo cada frasco contém cerca de 1 pCi de tragador (<1 pg/mL de
Angiotensina |) em 5 mL de salina de tamp&o fosfato com albumina sérica bovina e
timerosal adicionados como conservantes.

4.2 Tubos Revestidos a Soro Anti-Angiotensina | de Coelho: reagente pronto a
usar Os tubos de 12 x 75 mm s&o revestidos com soro anti-angiotensina | de coelho
(grau <1 pg/tubo) e estdo embalados num saco de plastico. Armazene a 2-27°C.

4.3 Concentrado Tampéao do Ensaio da Angiotensina (11X): reagente concentrado
Adicione a totalidade do conteido do frasco de concentrado tampdo do ensaio a
100 mL de agua purificada e misture bem. Cada frasco contém 10 mL de tampéo
fosfato com 0,1% de azida de s6dio como conservante.

4.4 Tampao da Geragao de Maleato de Angiotensina: reagente pronto a usar
Cada frasco conttm 5 mL de tampdo de maleato, EDTA de sdédio, sulfato de
neomicina e corante azul inerte com 0,1% de azida de sddio como conservante. No
caso de se formarem cristais durante o transporte, o frasco pode ser aquecido a 37 °C
até se dissolverem os cristais.

4.5 Fluoreto de fenilmetilsulfonil da Angiotensina: reagente pronto a usar

Cada frasco contém 1 mL de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) em etanol.

4.6 Controlo da Actividade da Renina: reagente liofilizado

Faca a reconstituicdo antes de utilizar, pipetando 3,0 mL de agua purificada a 2-8°C.
Mantenha o frasco num banho de gelo durante 10 minutos e misture ou agite
cuidadosamente para misturar totalmente. Estabelega uma aliquota de porgbes de
1,0 mL em tubos de plastico ou de vidro previamente congelados. Aperte bem e
armazene a -20°C. Pode manter uma aliquota em banho de gelo ou no frigorifico a
2-8°C se o ensaio for efectuado nesse momento.

O controlo reconstituido deve ser armazenado congelado a -20°C ficando estavel pelo
menos durante dois meses. A descongelagéo deve ser efectuada num banho de gelo
ou num frigorifico a 2-8°C e o controlo reconstituido ndao deve ser novamente
congelado apds a descongelagéo.

Foram observadas variagbes na ARP durante a repeticdo de ensaios de plasma
congelado apds diversos periodos de armazenamento.®? Por essa razdo, o uso de
plasma congelado armazenado como controlo nas determinagdes da ARP podera levar a
obtencgao de resultados pouco fidveis. O Controlo da Actividade da Renina é utilizado de
forma rotineira durante a geragdo da Angiotensina | bem como o radioimunoensaio,
constituindo-se como um indicador de controlo de qualidade fiavel para a totalidade do
ensaio. Consulte a secgédo do Controlo de Qualidade para obter mais informagdes.
Depois da reconstituicdo, cada frasco contém 3 mL de plasma humano processado
com 0.1% de azida de sodio.

4.7 Calibradores da Angiotensina | (A-F): reagente liofilizado

NOTA: as amostras em branco e os calibradores sdo usados apenas em parte do
radioimunoensaio e nao devem ser submetidos a geragédo de angiotensina .
Reconstitua cada frasco com 2.0 mL de agua purificada e misture bem antes de usar.
As amostras em branco e os calibradores deverao posteriormente ser congelados num
banho de gelo antes de serem ensaiados. Podem ser armazenados a 2-8°C durante
um maximo de duas semanas e a -20°C no caso de periodos de armazenamento mais
prolongados.

Depois da reconstituicdo, cada frasco contém 2 mL de angiotensina |, BSA em salina
tampéo de fosfato. Os calibradores s&o calibrados a 0, 0,2, 0,8, 3,0, 10,0 e 50,0 ng/mL,
respectivamente. Os calibradores da Actividade da Renina Plasmatica da DiaSorin sao
calibrados utilizando o lote principal da produgéo actual. Os calibradores do kit demonstram
permutabilidade com amostras do paciente quando usados com reagentes e um
procedimento operacional deste teste de diagndstico in vitro tal como recomendado.
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5. AVISOS E PRECAUGOES
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
N&o recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

REAGENTES COM MATERIAL DE FONTE HUMANA

Trate como se fossem potencialmente infecciosos.

Cada unidade de doador de soro/plasma usada na preparagéo deste produto foi
testada por um método aprovado pela FDA e determinado como sendo nao reactivo
para a presenca de HBsAg, anticorpo para HCV e anticorpo para HIV 1/2. Embora
estes métodos sejam bastante precisos, ndo garantem que todas as unidades
infectadas sejam detectadas. Este produto também pode conter outros materiais de
origem humana para os quais ndo ha teste aprovado. Como nenhum método de teste
conhecido pode oferecer seguranca total em relagdo a auséncia do virus da hepatite
B, do virus da hepatite C (HCV), do virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) ou de
outros agentes infecciosos, todos os produtos que contém materiais de origem
humana devem ser manuseados de acordo com boas praticas laboratoriais, usando as
precaugbes adequadas tal como descrito no Manual dos Centros Americanos para
Controlo e Prevencdo de Doengas e Institutos Nacionais de Saude, “Bioseguranga em
Laboratérios Microbioldgicos e Biomeédicos,” (Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories) 4 ed., Maio de 1999 ou edig¢ao actual.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes presentes neste kit contém azida de sédio. A azida de
sédio pode reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente
explosivo. Ao eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagao
de azida. Para mais informagdes, consulte “Descontaminagdo de drenos de pias de
laboratérios para remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestdo de Seguranga N°
CDC-22 emitido pelos Centros de Controlo e Prevengdo de Doengas, Atlanta, GA,
1976.

Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

R20/21/22 - Nocivo pela inalagéo, em contacto com a pele e se ingerido.

R32 - O contacto com acidos liberta gas muito toxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com agua em abundancia.

REAGENTES COM TIMEROSAL

Alguns reagentes neste kit contém timerosal, o qual inclui um composto de mercurio. A
eliminagcdo do mercurio elementar, do mercurio inorganico, dos 6xidos de mercurio e
de compostos de mercurio deve ser feita em conformidade com as normas locais e
nacionais.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico considerado pelo Estado da
Califérnia como causador de deficiéncias a nascenga ou de outros danos reprodutivos.
Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva
do Conselho 1999/45/EC)

Reagentes com Etanol

R11 - Altamente inflamavel.

S7 - Mantenha o recipiente devidamente fechado.

S16 - Mantenha afastado de fontes de ignigdo — Nao fumar.

Reagentes com PMSF

R22 - Nocivo se ingerido.

R36/38 - Irritante para os olhos e para a pele.

S45 - Em caso de acidente ou no caso de se sentir mal, procure um médico
imediatamente (mostre a etiqueta, se possivel).
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Reagentes Com Hidréxido de Potassio

R35 - Provoca queimaduras graves.

S26 - Em caso de contacto com os olhos, lave imediatamente com agua em
abundancia e procure aconselhamento médico.

S37/39 - Utilize luvas adequadas e protecgdo para os olhos/cara.

REAGENTES COM I0DO-125
Este kit contém material radioactivo que nado excede 2 uCi (74 kBqg — kit CA-1533)
ou 10 pCi (370 kBg — kit CA-1553) de iodo-125. Devem ser tomadas todas as
precaugbes apropriadas e usadas boas praticas laboratoriais no armazenamento,
manuseamento e eliminagdo deste material.
Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e
hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que néo
envolvam administragdo interna ou externa do material, ou a radiagdo deste para
seres humanos ou animais. A sua recepgdo, aquisi¢cdo, posse, uso e transferéncia
estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear
dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo entrou em 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&ao coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.
As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e lavadas com detergente
alcali ou solugdo de descontaminagéo radioldgica. Qualquer vidro usado deve ser
enxaguado completamente em agua antes de lavar qualquer outro material de
vidro do laboratério.
Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:
A recepgéo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estao sujeitos
aos regulamentos e condi¢des de sua licenga especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

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.

6. RECOLHA E PREPARAGAO DO ESPECIME

A actividade da renina plasmatica € mais elevada de manha devido a variagéo diurna
na libertacdo da renina, devendo as amostras ser recolhidas regularmente nessa
altura do dia."®'® E feita a recolha de uma amostra de sangue venoso assepticamente,
utilizando um tubo de vidro evacuado com EDTA. As amostras podem ser recolhidas,
transportadas e centrifugadas a temperatura ambiente. O sangue pode assentar a
temperatura ambiente durante um maximo de seis horas antes da centrifugagdo sem
que ocorra uma acumulagdo significativa de angiotensina I. Apds a centrifugagdo do
sangue, o plasma pode ser armazenado congelado até ao ensaio. As amostras devem
ser congeladas a -20°C durante um més. Os ciclos de congelagao-descongelagéo, que
podem ocorrer nos congeladores com descongelagao automatica, devem ser evitados.
Observaram-se variagdes na ARP as quais se ficaram a dever ao armazenamentoa
2-8°C e a um armazenamento prolongado a -20°C.% 2

Antes do ensaio, as amostras congeladas devem ser descongeladas rapidamente a
temperatura ambiente.

abhobn
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Evite o uso de amostras lipémicas, ictéricas ou com citratos. Nao utilize a heparina
como anticoagulante. Consulte a secc¢édo Limitagbes do Procedimento para ver as
precaugdes e informagdes adicionais.

7. MATERIAIS NECESSARIOS, NAO FORNECIDOS

71
7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
711
7.12

Agua purificada.

Banho de agua a temperatura constante, 37 + 2°C.
Banho de agua gelada.

Pipetas volumétricas (1, 2, 3 e 5 mL).

Cilindro graduado (100 mL).

Pipetas de precisao (10, 100, 500 e 1000 pL).
Contador gama.

Tubos de plastico ou de vidro, 12 x 75 mm (para a geragdo da angiotensina ).
Suportes para tubos de ensaio.

Misturador de vortice (opcional).

Aspirador de agua (opcional).

Papel absorvente com suporte de plastico (opcional).

8. PROCEDIMENTO DE GERAGAO DA ANGIOTENSINA |

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Transfira 1,0 mL de plasma para um tubo de plastico ou de vidro sem
revestimento assinalado com o nimero de identificagdo e o sufixo 37.
Adicione 10 pL da solugdo de PMSF e 100 pyL do tampao da geragao de
maleato (pH 6,0) a cada aliquota de 1,0 mL do passo 1. Misture bem e
coloque em banho de gelo.

Transfira 500 pyL de plasma do passo dois para um tubo arrefecido
correspondente, assinalado com o sufixo 4.

Coloque os tubos da série 37 num banho de agua a 37°C. Mantenha a série
de tubos 4 em banho de gelo. Proceda ao ensaio do tampao da geracao de
maleato durante 90 minutos.

Tem sido sugerido que é possivel gerar amostras de pacientes com valores
de ARP inferiores a 1,0 ng/mL/hr numa incubagao de dezoito horas, podendo
ser novamente ensaiados.* Os calculos devem ser ajustados a qualquer
alteragao que ocorra durante o periodo da geragéo.

No final do periodo da geragéo, transfira a série 37 de amostras para um
banho de gelo no caso de efectuar o ensaio imediatamente ou para o
congelador juntamente com a série 4 para futuros ensaios.

9. PROCEDIMENTO DO ENSAIO
O procedimento do ensaio inclui a preparagdo de uma curva do calibrador da qual sera
interpolado o contetdo da angiotensina | desconhecida presente nas amostras das
séries 37 e 4. A base (série 4) é depois subtraida as amostras de geragdo
37 correspondentes.

9.1

9.2

Permita que o reagente tragador-tampédo atinja a temperatura ambiente e
misture bem antes de usar. Mantenha as amostras em branco e os
calibradores, os controlos gerados e as amostras dos pacientes geradas hum
banho de gelo e misture bem antes de usar.

Rotule um conjunto de tubos GammaCoat em duplicado de acordo com o
esquema seguinte. Podem ser necessarios tubos de contagens totais [T1,T2]
e Bo [1, 2] para determinados programas de reducao de dados, mas poderao
ser omitidos se a curva do calibrador for marcada em papel de grafico semi-
logaritmico.?*2
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Tubo Letrado Angiotensina |
N°. Conteudo dos tubos Cddigo (ng/0,1 mL)

T1,T2 Contagens Total (Tragador-Tamp&o)

1,2 Amostra em branco da angiotensinal 0 ng/mL A 0
3,4 Calibrador da angiotensina | 0,2 ng/mL B 0,02
5,6 Calibrador da angiotensina | 0,8 ng/mL C 0,08
7,8 Calibrador da angiotensina | 3,0 ng/mL D 0,30
9,10 Calibrador da angiotensina | 10,0 ng/mL E 1,0
11,12 Calibrador da angiotensina | 50,0 ng/mL F 5,0

13,14 Controlo da actividade da renina, geragéo a 37°C
15,16 Controlo da actividade da renina, geragao a 4°C
17,18 Paciente “X”, geragéo a 37°C

19,20 Paciente “X”, geracdo a 4°C

9.3  Pipete para os tubos duplicados adequados:
a. 100 pL de cada amostra em branco ou calibrador da angiotensina I.
b. 100 pL do controlo de actividade da renina dos conjuntos de geragéo “37”
e “4” ao grupo adequado de 4 tubos.
c. 100 pL de cada amostra do paciente dos conjuntos de geragéo “37” e “4”
ao grupo adequado de 4 tubos.

9.4 Adicione imediatamente 1,0 mL de reagente tragador-tampé&o a cada tubo,
incluindo os de Contagem Total. Misture os reagentes agitando cuidadosamente
cada tubo.

9.5 Incube todos os tubos a temperatura ambiente (20-27°C) durante trés horas.

9.6  Aspire ou decante todos os tubos, excepto os de Contagem Total.

A NAO REMOGAO DA SOLUGAO ADERENTE DE FORMA ADEQUADA
PODERA RESULTAR NUMA REPRODUGAO DEFICIENTE E EM VALORES
FALSOS.

Se utilizar a técnica de aspiragdo, certifique-se de que a ponta plastica do
tubo de aspiragédo entra em contacto com o fundo do tubo revestido e de que
a totalidade do liquido é retirada.

Se utilizar a técnica de decantagdo, permita que os tubos sequem numa
posicao invertida durante 3 a 5 minutos. Passe os tubos por papel absorvente
para retirar qualquer liquido que possa ter permanecido no interior antes de
colocar os tubos direitos.

9.7 Conte todos os tubos num contador gama durante um minuto com a janela
devidamente ajustada para iodo-125.

9.8 Calcule os resultados. Consulte a sec¢do Resultados.

10. CONTROLO DE QUALIDADE

E fornecido um Controlo da Actividade da Renina com este kit. O intervalo de
concentragdes de cada controlo é referido no certificado de andlise e indica os limites
estabelecidos pela DiaSorin para os valores de controlo que podem ser obtidos em
ensaios fidedignos O controlo deve ser submetido a geragéo antes do ensaio.

Cada laboratério deve utilizar controlos em diversos niveis para monitorizar o
desempenho do ensaio. Os controlos devem ser tratados como espécimes
desconhecidos. Devem ser mantidas tabelas de controlo da qualidade para
acompanhar o desempenho dos controlos. Devem-se usar métodos estatisticos
adequados para avaliar as tendéncias. Os limites aceitaveis de desempenho devem
ser verificados para cada laboratério individual.?? %
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11. RESULTADOS

11.1  Registe as contagens por minuto (CPM) ligadas a cada tubo.

11.2  Marque as CPM ligadas aos calibradores da angiotensina | (eixo vertical) em
relacdo aos nanogramas (ng) de angiotensina | adicionados por tubo (eixo
horizontal) em papel de grafico semi-logaritmico.

11.3 Desenhe a curva que melhor se adequar. Para obter os dados tipicos,
consulte a TABELA I. A FIGURA 1 ilustra uma curva do calibrador tipica.

11.4 Localize a CPM ligada a cada tubo que corresponda a cada amostra do eixo
vertical e siga uma linha horizontal que cruze a curva do calibrador. No ponto
do cruzamento, leia os ng de angiotensina | no eixo horizontal. Para cada
amostra e controlo, determine os ng médios de “37” e os ng médios de “4”.

12. ACTIVIDADE DA RENINA PLASMATICA (ARP)

A actividade da renina plasmatica (ARP) é expressa em ng/mL/hr de angiotensina
| gerada. Efectuam-se as seguintes correcgbes matematicas para obter os
ng/mL/hr:

12.1  Subtraia o valor “4” médio (Base) ao valor “37” médio (Gerado):

ng liquido = ng “37” — ng “4”
12.2 Tamanho da amostra ensaiada no tubo revestido (C): 0,1 mL¢
12.3  Diluigdo da amostra (S) pelo tampao (B) e pelo inibidor (1) de geragéo:
(1,0mLg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLgjnq

1,0 f’l’]l_S 1,00 mLIniCial

12.4 Tempo de geragéo da angiotensina I: 1,5 horas
NOTA: Se a duracdo do tempo de geragdo for alterada, também devera
efectuar a alteragédo correspondente neste nimero.

12.5 Calculo da Geragao de Maleato:
ng"37"-ng"4" “ 1,11mL
0,1mL¢ 1,00 mL
1,5hr
ARP = (7,40/mL/hr) x (ng liquido)
Exemplo: Amostra de Plasma “X” do Paciente:

ARP = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/hr)
ARP = 2,44 ng/mL/hr

ARP = [
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TABELAI
Registo dos Dados
Nao utilize para calcular espécimes desconhecidos

Nivel de ARP
Tubo Conteudo CPM Angiotensina | Final
N° dos Tubos Ligado (ng/tubo) (ng/mL/hr)
T1  Contagem Total (Tragador-Tampao) 29242 - -
T2 Contagem Total (Tragador-Tamp&o) 28992 - -
1 Branco da Angiotensina | 0 ng/tubo 13617 - -
2 Branco da Angiotensina | 0 ng/tubo 13048 - -
3 Calibrador da Angiotensina | 0,02 ng/tubo 13163 - -
4  Calibrador da Angiotensina | 0,02 ng/tubo 12625 - -
5 Calibrador da Angiotensinal 0,08 ng/tubo 11305 - -
6 Calibrador da Angiotensina | 0,08 ng/tubo 11291 - -
7 Calibrador da Angiotensina |l 0,3 ng/tubo 6991 - -
8 Calibrador da Angiotensinal 0,3 ng/tubo 7110 - -
9 Calibrador da Angiotensinal 1,0 ng/tubo 3053 - -
10 Calibrador da Angiotensinal 1,0 ng/tubo 3056 - -
11 Calibrador da Angiotensinal 5,0 ng/tubo 1307 - -
12  Calibrador da Angiotensinal 5,0 ng/tubo 1232 - -
13 Controlo da Actividade da Renina, 37°C 3149 0,97
14  Controlo da Actividade da Renina, 37°C 3053 1,01
Méd: 0,99
15 Controlo da Actividade da Renina, 4°C 8674 0,20
16  Controlo da Actividade da Renina, 4°C 8607 0,20
Méd: 0,20 5,85
17  Amostra de Plasma “X” do Paciente, 37°C 4362 0,41
18 Amostra de Plasma “X” do Paciente, 37°C 4459 0,40
Méd: 0,41
19  Amostra de Plasma “X” do Paciente, 4°C 8546 0,08
20 Amostra de Plasma “X” do Paciente, 4°C 8557 0,08
Méd: 0,08 2,44
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Curva do calibrador tipica
Nao utilize para calcular espécimes desconhecidos

M

o
O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\_ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

/ \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

FIGURA 1

13. LIMITAQ()ES DO PROCEDIMENTO
Processuais

131

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7

13.8

13.9

O saco de plastico do tubo revestido deve ser fechado de forma segura sempre
que guardar tubos nao utilizados, mantendo-o a uma temperatura de 2-27°C.

O nivel da agua deve ser mantido acima do nivel de solugdo nos tubos sem
permitir que os tubos flutuem.

O utilizador deve ter em consideragéo que os resultados incorrectos podem ser
provocados pelo manuseamento inadequado das amostras do paciente.

Devera estar muito atento @ manutencdo da temperatura da agua gelada durante
a preparagdo do reagente, o procedimento de geragdo da angiotensina | e o
procedimento do ensaio.

As amostras congeladas devem ser rapidamente descongeladas a temperatura
ambiente e bem misturadas antes de se proceder a pipetagem.

Verificou-se que a heparina inibe a reac¢do da renina em concentragdes de
5 IU/mL; por essa razédo, ndo deve utilizar heparina como anticoagulante nas
amostras de sangue a serem ensaiadas para a actividade da renina plasmatica.®
Os espécimes hemolisados contém angiotensinases, ndo devendo, por isso, ser
utilizados.

Dados publicados demonstraram que a linearidade da geracao de angiotensina |
durante um periodo de geragdo pré-determinado, tenha uma duragéo curta de
trinta minutos ou uma duragéo mais prolongada de dezoito horas, ndo pode ser
assumida.® O afastamento da linearidade podera ser a regra e ndo a excepgao
mesmo sob um tamponamento controlado em qualquer pH. Podera suceder que
outros factores, além do pH, possam influenciar a linearidade da geracédo da
angiotensina |. Até que tais variaveis sejam realmente controladas, parece ser
necessario antecipar as caracteristicas de nao linearidade.

A incapacidade de obter valores adequados do controlo podera indicar
manipulagdes imprecisas, manuseamento inadequado ou a deterioragdo dos
reagentes. E necessario estabelecer uma curva do calibrador para cada ensaio
baseada nos valores adequados para calibradores.

Interpretativas

E essencial que as variaveis fisiolégicas, tais como a postura do paciente e a ingestdo
de sodio ou a excregdo de sddio pela urina durante 24 horas, sejam levadas em
consideragdo para efectuar uma interpretacdo precisa dos resultados dos ensaios.
A idade, o sexo e a raga também sao factores importantes a considerar.
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As alteragbes na ARP podem ser afectadas por um largo espectro de farmacos
incluindo diuréticos, agentes bloqueadores adrenérgicos, vasodilatadores, anti-
hipertensos, doses grandes de progestinas, antagonistas da angiotensina II,
contraceptivos orais ou terapias com estrogénio e antagonistas mineralocorticoides.
O uso de diatrizoato como, por exemplo, na renografia, também pode afectar os
valores da ARP. O facto de nao ser tida em consideracéo a contribuicdo farmacoldgica
da ingestdo de farmacos pelo paciente pode levar a uma interpretagdo errada dos
valores da ARP.

Diversas condigdes clinicas, incluindo a gravidez normal, afectam a ARP. Estes
factores foram sucintamente descritos em artigos de revistas publicados por diversos
investigadores.?-3

14. VALORES ESPERADOS
A avaliagéo clinica deste kit da ARP foi efectuada por um investigador independente,
sendo os resultados descritos resumidamente nesta secgdo. Os dados apresentados
destinam-se a servir como forma de orientagdo para o utilizador deste kit. Devido as
variagdes na populagéo de pacientes, os utilizadores sao aconselhados a estabelecer
os seus proprios dados (por exemplo, ARP vs. Nomograma da Excregdo de Sédio).

14.1 Efeito da Ingestédo de Sal

As amostras de plasma e as recolhas de urina de 24 horas foram obtidas de individuos
adultos normais sem qualquer doencga cardiovascular ou renal aparente. Cada individuo
foi submetido a uma dieta de conteudo rico em sodio e em potassio. Apds um periodo de
equilibrio, foram recolhidas as amostras de plasma da ARP e as amostras de urina de
24 horas. Os resultados desses estudos sdo apresentados na TABELA Il. Os dados
foram divididos em quatro subgrupos com base no intervalo da excrecdo de sédio
observado: ingestao de sal ad libitum (75-150 mEq/24 hrs.); dieta suplementada com sal
(150 mEq/24 hrs.); e duas dietas sem sal. E possivel, em circunstancias clinicas de
rotina, obter redugdes modestas na excregdo de sédio, para 30-75 mEqg/24 hrs.
O intervalo inferior da excregdo de sddio, de 0-30 mEq/24 hrs., é pouco habitual e requer
uma restricdo severa da ingestéo de sddio. Observou-se a relagéo inversa prevista entre
a ARP e a excregdo de sodio pela urina. Como o conteddo do sal nas dietas varia de
regido para regido, é aconselhavel que os dados da ARP vs a excregdo de sédio sejam
desenvolvidos pelos laboratérios individualmente.

Durante o percurso de avaliagdo clinica deste kit, as amostras foram recolhidas a
adultos hospitalizados ou ambulatérios sem qualquer doenga cardiovascular ou renal
aparente. Esses adultos encontravam-se numa situacédo de ingestao de sal ad libitum,
ndo tendo sido feito qualquer esforgco para controlar as suas actividades. Todas as
amostras foram obtidas entre as 8 da manha e as 10 da manha. Os dados obtidos
nessas observagdes sdo apresentados na TABELA lIl. Situam-se dentro do intervalo
de ARP observado nos individuos com uma ingestdo de sal normal para esta
populagdo. Os valores mais elevados verificados nos individuos hospitalizados pode
ser atribuido as alteragdes dietéticas de sal impostas pela alimentagéo hospitalar, pelo
stress induzido pelo ambiente hospitalar ou por outros factores indeterminados.

TABELAII
ARP com Ingestao de Sal Restrita
Na+ Excregao D.S £1 Médio
mEQq/24 hr. (ng/mL/hr)
0-30 16,34 +7,52
30-75 591+1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
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TABELAIII
ARP com Ingestao de Sal ad libitum

D.S. +1 Médio
(ng/mL/hr)
Normais Ambulatérios Aleatérios 1,67 £ 0,83
Normais ndo ambulatérios 3,30+ 1,85

14.2 Efeito Posicional

A avaliagdo precisa dos valores da ARP depende do conhecimento do médico em
relagdo a postura do sujeito, uma vez que os valores da ARP sado afectados pela
posicdo. O efeito de assumir uma posi¢édo erecta apés uma noite de sono na posicédo
de supino ¢é indicado na TABELA IV.

TABELA IV
Efeito Posicional

D.S. 1 Médio
(ng/mL/hr)
Supino 1,24 + 1,09
Erecto 2,63+1,32

14.3 Estimulagdo com Furosemida

A avaliagdo clinica do sistema renina-angiotensina pode requerer a avaliagdo da
alteracdo da ARP apds a estimulagdo. O efeito da furosemida no sistema renina-
angiotensina, tal como detectado pela alteracdo da ARP, foi determinado da forma
demonstrada por um estudo resumido na TABELA V. Verificou-se um aumento
significativo nos valores da ARP devido a estimulagdo com furosemida.

TABELAV
Estimulagdo com Furosemida*

D.S. 1 Médio
(ng/mL/hr)
Pré-estimulagao 2,36 £ 1,23
Pés-estimulagéo 6,92 + 2,76

NOTA: Esta disponivel, através de pedido para a Assisténcia a Clientes, uma
monografia com detalhes de toda a avaliagdo. A monografia inclui os resultados
dos seguintes estudos:

1. aldosterona na urina vs. ARP.
estudos da renina na veia renal em pacientes com hipertensao renovascular.
determinacdo da ARP em pacientes anéfricos.
resultados da ARP em pacientes sujeitos a hemodialise.
perfil da renina em pacientes com hipertenséo essencial.

arwbN

* cinco horas ap6s a furosemida, 40 mg p.o.
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15. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

15.1 Sensibilidade Analitica

A sensibilidade da curva do calibrador é definida como o valor simples mais pequeno
passivel de ser distinguido de zero. Uma estimativa estatistica da concentragédo
minima detectavel (sensibilidade) foi calculada de acordo com o método de D.
Rodbard, (1978),*" para trinta réplicas no ponto zero da curva do calibrador.
A sensibilidade calculada foi de 0.018 ng/tubo.

15.2 Precisao

A precisao intra-ensaio foi determinada a partir da média de vinte ensaios simultaneos
por amostra. A precisdo inter-ensaio foi determinada a partir da média de duplicados
para vinte ensaios individuais.

Desvio
Amostra da Precisdo Numero de Média Padréo Coeficiente
Intra-ensaio Ensaios (ng/mL/hr) (ng/mL/hr)  de Variacdo
Conjunto de Plasma A 20 1,6 0,16 10,0
Conjunto de Plasma B 20 6,2 0,28 4,6
Conjunto de Plasma C 20 17,9 1,68 9,4
Desvio
Amostra da Precisdo Numero de Média Padréao Coeficiente
Inter-Ensaio Amostras (ng/mL/hr) (ng/mL/hr)  de Variagédo
Conjunto de Plasma A 20 1,6 0,09 5,6
Conjunto de Plasma B 20 10,7 0,82 7,6
Conjunto de Plasma C 20 15,2 1,04 6,8

15.3 Grau de afinidade
A afinidade calculada constante do antisoro deste kit € de aproximadamente
3 x 10 litros/mole.

15.4 Especificidade Analitica

Os dados da reactividade cruzada do antisoro usado neste kit sédo expressos como a
relagdo da concentragdo da angiotensina | para a concentragdo de substancia de
reacgdo cruzada a 50% da inibigdo da ligagdo maxima.

Composto % Reactividade Cruzada
Angiotensina | 100
Tetradecapéptido* 0,02
Angiotensina Il <0,03
Angiotensina lll <0,03

* Substrato da renina sintética,

CONSULTE A ULTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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GAMMACOAT® RADIOIMMUNOASSAYS/ET FOR PLASMARENINAKTIVITET

1. ANVENDELSESFORMAL
TIL BRUG VED IN VITRO DIAGNOSTIK.
GammaCoat ['?l] Plasma Renin Activity Radioimmunoassay Kit er beregnet til
kvantitativ bestemmelse af plasmareninaktivitet (PRA) ved radioimmunoassay af
dannet angiotensin I.

2. OVERSIGT OG FORKLARING

Renin er et proteolytisk enzym med en molekylvaegt pa ca. 40.000, der udskilles af de
juxtaglomeruleere celler i nyrerne. Dets substrat er et alfa-2-globulin, som dannes i
leveren, og enzymet virker i kredslgbet ved at spalte dette substrat, s dekapeptidet
angiotensin | dannes.

Pa grund af konvertaseaktivitet spaltes angiotensin | hurtigt, primeert i lungerne, til det
biologisk aktive oktapeptid angiotensin Il. Angiotensin Il nedbrydes derefter hurtigt til
inaktive peptidfragmenter af enzymer (de sakaldte angiotensinaser), der findes i
plasma og veev. Renin-angiotensinsystemets metaboliseringsvej er beskrevet
herunder:

reninsubstrat

renin
angiotensin |
V¥ konvertase
angiotensin Il
V¥ angiotensinaser
inaktive peptidfragmenter

Angiotensin Il har en ekstremt kort halveringstid in vivo, men det er den kraftigste
vasopressor, der kendes. Angiotensin Il spiller en ngglerolle i forskellige former for
hypertension samt i reguleringen af blodtrykket. Desuden er det pavist, at angiotensin Il
er den vigtigste faktor i reguleringen af binyrernes aldosteronsekretion.

Pa grund af de tekniske problemer, der er knyttet til malingen af blodets angiotensin II-
niveau, har kliniske laboratorier generelt vaeret forbeholdne mht. brugen af angiotensin
Il-assays. Da angiotensin I|-niveauerne direkte afspejler plasmareninaktiviteten, har
man i stor udstreekning valgt at bruge en bestemmelse af plasmareninaktiviteten til at
evaluere renin-angiotensinsystemet i  patologiske tilstande. Malingen af
plasmareninaktivitet hos patienter med hypertension er et vigtigt hjselpemiddel til
differentialdiagnostik af primaer og sekundeer aldosteronisme. En vurdering af
reninaktivitet er ogsa veerdifuld til at bedemme prognosen for og den bedst egnede
behandling af patienter med essentiel hypertension.

Der er tidligere beskrevet et radioimmunoassay til angiotensin | og dets brug som
indeks for plasmareninaktiviteten.” GammaCoat-seettets procedure til bestemmelse af
plasmareninaktivitet er tilpasset efter denne metode.

3. PRINICIPPER FOR ASSAYET
Analysemetoden er baseret pa radioimmunoassayets kompetitive bindingsprincipper.?
| GammaCoat ['#l] plasmareninaktivitetssaettet immobiliseres antistoffet nederst pa
GammaCoat-pravergrets inderside. PRA-bestemmelsen omfatter en indledende
inkubation af plasma for at danne angiotensin |, efterfulgt af en kvantitativ bestemmelse
af angiotensin | med radioimmunanalyse. Dannelsen af angiotensin | i det humane
substratsystem styres af:

3.1 pH ved inkuberingen.
3.2 hvor meget plasma er fortyndet.
3.3 valg af enzymhammere.

3.4 ukendte faktorer i hver enkelt plasmaprgve, sa som reninsubstratets
koncentration.

3.5 inkuberingstiden.
3.6  inkuberingstemperaturen.
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pH under genereringen

Hastigheden for angiotensin I-dannelsen in vitro afhaenger af pH. | dette saet anvendes
en pH pa 6,0, hvilket er den normale pH i prever, efter at der er tilsat en buffer med en
pH pa 5,7. Fordelen ved at inkubere ved pH 6,0 i stedet for den fysiologiske pH 7 er, at
angiotensin | dannes dobbelt s& hurtigt, hvilket forbedrer fglsomheden for praver med
lav reninkoncentration tilsvarende.>' Optimeringen ger det muligt at bruge kortere
genereringstider.

Valg af enzymhammer

En raekke stoffer kan bruges til at blokere den enzymatiske omdannelse af angiotensin | il
angiotensin Il og til at forhindre proteolytisk nedbrydning under dannelsen af angiotensin 1.1517
Denne procedure anvender phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) som enzymhaemmer.

Virkninger af plasmafortynding

Plasmafortynding ber undgds, da reninreaktionen er substratatheengig ved den
reninkoncentration, der normalt findes i plasma. Virkningen af substratfortynding kan ses ved
alle intervaller under genereringen, og den bliver mere markant, jo sterre fortyndingen er.*

Genereringstid

Der ber anvendes kortest mulig tid til at bestemme enzymaktiviteten for at sikre den
bedst mulige vurdering af reaktionens starthastighed og for at minimere
substratforbruget. Angiotensin | radioimmunoassay er felsomt nok til at kunne
bestemme PRA under optimerede forhold for angiotensin |-dannelse ved pH 6,0.
GammaCoat-saettet for plasmareninaktivitet giver en reduceret genereringstid, fordi
plasma er minimalt fortyndet, det er bufferet ved en optimeret pH, og der bruges en
enzymhaemmer, der er virksom ved den valgte pH. Det haevdes, at prgaver med lave
niveauer kan kvantificeres ved at generere prgverne i atten timer fgr analysen.*

Radioimmunoassayets varighed
GammaCoat-saettet for plasmareninaktivitet bruger en radioimmunoassay-inkubering
pa tre timer. Resultaterne er tilgaengelige pa samme arbejdsdag.

4. REAGENSER DER FGLGER MED SATTET

Pravergr coatet med antiangiotensin | | 1 pose/100 provergr 5 poser/100 provergr
fra kanin

Buffer til angiotensinassay (11x) 1 glas/10 mL 5 glas/10 mL
Maleatbuffer til angiotensingenerering | 1 glas/5 mL 3 glas/5 mL
Angiotensin PMSF 1 glas/1 mL 2 glas/1 mL
Reninaktivitetskontrol 1 glas/3 mL 2 glas/3 mL
Angiotensinkalibratorer (A-F) 6 glas/2 mL 12 glas/2 mL
Angiotensintracer 2 glas/5 mL 10 glas/5 mL

Antal tests 100 500

OPBEVARING: Efter modtagelsen skal seettet opbevares ved 2-8°C. Efter abning skal
hver reagens opbevares som beskrevet herunder. Reagenser ma ikke bruges efter den
udlgbsdato, der star pa meerkaten. Seettets udlgbsdato er angivet pa den udvendige
meerkat og svarer til tracerens udlgbsdato.

Reagenser fra forskellige batches ma ikke blandes.

4.1 ['*I] Angiotensin | Tracer: lyofiliseret reagens

Rekonstituer glasset med ['?°l] Angiotensin | Tracer ved at tilsaette 5 mL renset vand.
Bland grundigt ved at vende glasset op og ned eller ryste det forsigtigt. Tilsaet indholdet
af to tracer-glas til 100 mL assaybuffer. Tracer-bufferreagensen er stabil ved 2-8°C
indtil seettets udlgbsdato.

Efter rekonstituering indeholder hvert glas ca. 1 pCi tracer (<1 pg/mL Angiotensin 1) i
5mL fosfatbufferet saltvandsoplgsning med bovint serumalbumin, der er ftilsat
konserveringsmidlet thimerosal.
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4.2 Proveror coatet med antiangiotensin | fra kanin: brugsklar reagens
12 x 75 mm prevergrene er coatet med antiangiotensin | fra kanin (titer
<1 ug/preverer) og pakket i en plastpose. Opbevares ved 2-27°C.

4.3 Bufferkoncentrat til angiotensinassay (11X): koncentreret reagens

Tilseet hele indholdet af glasset med assaybufferkoncentrat til 100 mL renset vand, og
bland grundigt. Hvert glas indeholder 10 mL fosfatbuffer med 0,1% natriumazid som
konserveringsmiddel.

4.4 Maleatbuffer til angiotensingenerering: brugsklar reagens

Hvert glas indeholder 5 mL maleatbuffer, natrium-EDTA, neomycinsulfat og et inert blat
farvestof med 0,1% natriumazid som konserveringsmiddel. Hvis der dannes krystaller
under transporten, kan glasset varmes op til 37°C, indtil krystallerne oplgses.

4.5 Angiotensinphenylmethylsulfonylfluorid: brugsklar reagens
Hvert glas indeholder 1 mL phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) i ethanol.

4.6 Reninaktivitetskontrol: lyofiliseret reagens

Rekonstituer fer brug ved at pipettere 3,0 mL renset vand ved 2-8°C. Anbring glasset i
et isbad i 10 minutter, og ryst eller hvirvl det forsigtigt, til indholdet er blandet grundigt.
Heeld 1,0 mL portioner i afkglede glas-eller plastpravergr. Forsegl prevergrene, og
opbevar dem ved -20°C. Prgverne kan opbevares i isbadet eller i keleskabet ved
2-8°C, hvis analysen skal udfares pa dette tidspunkt.

Den rekonstruerede kontrol skal opbevares frossen ved -20°C, og den er stabil i mindst
to maneder. Opteoning skal ske i isbad eller koleskab ved 2-8°C, og den
rekonstituerede kontrol ma ikke nedfryses igen efter optening.

Der er observeret variationer i PRA, nar analysen er gentaget med frossen plasma efter
opbevaring i forskellige tidsrum.'®? Derfor kan det give upalidelige resultater at bruge
plasma, der har vaeret opbevaret i frossen tilstand, som kontrol ved PRA-bestemmelser.
Reninaktivitetskontrol bruges rutinemaessigt ved bade angiotensin | -generering og
radioimmunoassay og udger dermed et palideligt indeks for kvalitetskontrol af hele
assayet. Der findes yderligere oplysninger i afsnittet om kvalitetskontrol.

Efter rekonstituering indeholder hvert glas 3 mL behandlet humant plasma med
0,1% natriumazid.

4.7 Angiotensinkalibratorer (A-F) lyofiliseret reagens

BEMAERK: Blank og kalibratorer bruges kun i radioimmunoassay-delen og ma ikke
gennemga angiotensin |-generering.

Rekonstituer hvert glas med 2,0 mL renset vand, og bland godt fer brug. Blank og
kalibratorer skal herefter afkales i et isbad fer analysen. De kan opbevares 2-8°C i op
til to uger og i leengere tid ved -20°C.

Efter rekonstituering indeholder hvert glas 2 mL angiotensin |, BSA i fosfatbufferet
saltvandsoplgsning. Kalibratorer er kalibreret til henholdsvis 0; 0,2; 0,8; 3,0; 10,0 og
50,0 ng/mL. DiaSorins kalibratorer til plasmareninaktivitet kalibreres ved hjaelp af den
aktuelle produktions hovedbatch. Seettets kalibratorer viser kommutabilitet med
patientprgver, nar de bruges med de reagenser og procedurer, der anbefales i denne
in vitro diagnostiske test.

5. ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
TIL BRUG VED IN VITRO-DIAGNOSTIK.
Ma ikke bruges indvortes eller udvortes til mennesker eller dyr.

REAGENSER INDEHOLDENDE MATERIALE AF HUMAN OPRINDELSE

Skal behandles som potentielt smittefarligt.

Hver serum-/plasmadonorenhed, der anvendes til fremstillingen af dette produkt, er
testet med en metode godkendt af FDA (USA), og fundet ikke-reaktiv for HBsAg,
antistoffer mod HCV og antistoffer mod HIV 1/2. Selvom disse metoder er meget
praecise, kan de ikke garantere, at alle inficerede enheder detekteres. Desuden kan
dette produkt indeholde andet materiale af human oprindelse, som der ikke findes en
godkendt test for. Der findes ikke en testmetode, der kan garantere 100%, at der ikke
findes hepatitis B virus (HBV) eller hepatitis C virus (HCV), Human Immunodeficiency
Virus (HIV) eller andre smittestoffer.
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Derfor bgr man altid overholde god laboratoriepraksis ved handtering af produkter
indeholdende materiale af humanoprindelse — herunder tage passende forholdsregler
som beskrevet af USA’s Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes
of Health Manual, “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories” 4™ ed.,
maj 1999 eller aktuel udgave.

REAGENSER DER INDEHOLDER NATRIUMAZID

FORSIGTIG: Nogle af reagenserne i dette saet indeholder natriumazid. Natriumazid
kan reagere med bly og kobber i vandrgr og danne yderst eksplosive metalazider. Nar
det haeldes ud skal der skylles med rigeligt vand for at forhindre azidaflejringer.
Yderligere oplysninger findes i “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove
Azide Salts”, i Manual Guide-Safety Management No. CDC-22, udgivet af Centers for
Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976.

Den Europaiske Unions risikosatninger for farlige stoffer (Direktiv 1999/45/EU)
R20/21/22 - Farlig ved indanding, ved hudkontakt og ved indtagelse.

R32 - Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre.

S28 - Kommer stof pa huden vaskes straks med store meengder vand.

REAGENSER DER INDEHOLDER THIMEROSAL

Nogle af reagenserne i dette seset indeholder thimerosal, der indeholder en
kviksglvforbindelse. Bortskaffelse af frit kviksalv, uorganisk kviksglv, kviksglvoxider og
kviksglvforbindelser skal ske under overholdelse af alle gaeldende love og
bestemmelser.

ADVARSEL: Dette produkt indeholder stoffer, der i Californien vides at have forarsaget
fedselsdefekter eller andre reproduktionsskader.

Den Europzeiske Unions risikosaetninger for farlige stoffer (Direktiv 1999/45/EU)
Reagenser der indeholder ethanol

R11 - Meget brandfarlig

S7 - Emballagen skal holdes teet lukket.

S16 - Holdes veek fra anteendelseskilder - Rygning forbudt

Reagenser der indeholder PMSF

R22 - Farlig ved indtagelse.

R36/38 - Irriterer gjnene og huden.

S45 - Ved ulykkestilfeelde eller ved ildebefindende er omgaende laegebehandling
ngdvendig. (vis etiketten, hvis det er muligt).

Reagenser der indeholder kaliumhydroxid

R35 - Alvorlig setsningsfare

S26 - Kommer stoffet i gjnene, skylles straks grundigt med vand og leege kontaktes.
S37/39 - Brug egnede beskyttelseshandsker og -briller/ ansigtsskaerm under arbejdet.

REAGENSER DER INDEHOLDER JOD-125
Dette seet indeholder radioaktivt materiale, der ikke ma overstige 2 uCi (74 kBq — seet
CA-1533) eller 10 uCi (370 kBq — seet CA-1553) af jod-125. Der skal tages passende
forholdsregler og anvendes god laboratoriepraksis ved opbevaring, handtering og
bortskaffelse af dette materiale.
Til leeger eller institutioner, der modtager radioisotoper med en generel licens:
Dette radioaktive materiale ma kun modtages, kgbes, ejes og bruges af laeger,
praktiserede dyrleeger, kliniske laboratorier og hospitaler og kun til in vitro kliniske test
eller laboratorietest, der ikke indebeerer udvendig eller indvendig administrering af
materialet eller af dets straling til mennesker eller dyr. Modtagelse, kab, eje, brug og
transport af materialet er underlagt forskrifter og retningslinjer fra U.S. Nuclear
Regulatory Commission eller den stat, hvor kommissionen har en aftale om
handhaevelse af bestemmelserne.
1. Opbevaring af radioaktivt materiale skal begraenses til et omrade, der er afsat til
formalet.
2. Adgang til radioaktivt materiale skal begreenses til autoriseret personale.
3. Pipettér ikke radioaktivt materiale med munden.
4. Der ma ikke spises og drikkes i de omrader, der er beregnet til arbejde med
radioaktivt materiale.
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5. Omrader, hvor der forekommer spild, skal terres af med det samme og vaskes
med et basisk renggringsmiddel eller et radiologisk dekontamineringsmiddel.
Glasvarer, der bruges, skal skylles grundigt af med vand, fgr de vaskes sammen
med andet laboratorieudstyr.

Til laeger eller institutioner, der modtager radioisotoper med en specifik licens:
Modtagelse, brug, transport og bortskaffelse af radioaktivt materiale er underlagt
forskrifter og betingelserne for den specifikke licens.

ADVARSEL: Dette produkt indeholder et kemisk stof, der i Californien vides at
forarsage cancer.

PAS PA: Den radioaktivitet, der er trykt pa indlaegssedlen, kan afvige lidt fra den
radioaktivitet, der er trykt pa seskens meerkat eller pa tracerglassets meerkat. /Eskens
og tracerglassets meerkat angiver den faktiske radioaktivitet pa kalibreringsdatoen,
mens indlaegssedlen angiver seettets teoretiske radioaktivitet.

6. INDSAMLING OG KLARGQRING AF PROVER
Pa grund af degnvariationen i reninudskillelsen er plasmareninaktiviteten hgjest om
morgenen, og prgverne bgr udtages regelmeessigt pa dette tidspunkt.’®® En
veneblodprgve opsamles aseptisk med et evakueret prgvergr, der indeholder EDTA.
Prgver kan indsamles, transporteres og centrifugeres ved stuetemperatur. Blodet kan
opbevares ved stuetemperatur i op til seks timer fgr centrifugering uden signifikant
akkumulation af angiotensin |. Efter at blodet er centrifugeret, kan plasma opbevares i
frossen tilstand, indtil det skal analyseres. Prgver kan fryses ved -20°C i op til en
maned. Frysnings-optgningscyklusser, der kan forekomme i selvafrimende frysere, ber
undgas. Der er observeret variationer i PRA bade pa grund af opbevaring ved
2-8°C og ved lengere tids opbevaring ved -20°C.20. !
Fer analysen skal frosne praver hurtigt optas til stuetemperatur.
Haemolyserede, lipeemiske, ikteriske eller citrerede prever ma ikke anvendes. Brug ikke
heparin som antikoagulerende middel. Se afsnittet om metodens begraensninger
vedrgrende yderligere forholdsregler og oplysninger.

7. NODVENDIGT MATERIALE, DER IKKE MEDFGLGER
7.1 Rensetvand.
7.2 Vandbad med konstant temperatur, 37 + 2°C.
7.3 Isvandbad.
7.4 Volumetriske pipetter (1, 2, 3 og 5 mL).
7.5 Gradueret cylinder (100 mL).
7.6  Praecisionspipetter (10, 100, 500 og 1000 pL).
7.7 Gammateeller
7.8 Plast- eller glaspravergr, 12 x 75 mm (til angiotensin |-generering).
7.9 Stativ til provergr.
7.10 Vortexmixer (ekstra).
7.11 Vandsug (ekstra).
7.12 Sugende papir med plastbagside (ekstra).

8. PROCEDURE FOR ANGIOTENSIN I-GENERERING

8.1 Overfgr 1,0 mL plasma til et ucoatet glas- eller plastprgvergr maerket med
identifikationsnummer og endelsen 37.

8.2 Tilseet 10 uL PMSF-oplgsning og 100 uL maleatbuffer (pH 6,0) til hvert 1,0 mL
alikvot fra trin 1. Bland godt, og anbring i isbad.

8.3  Overfgr 500 pL plasma fra trin to til et tilsvarende afkglet pregvergr maerket
med endelsen 4.

8.4  Anbring 37-seriens prgvergr i et vandbad ved 37°C. Hold 4-seriens prgvergr i
isbadet. Kgr generering med maleatbuffer i 90 minutter.
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8.5

Det haevdes, at patientprever med PRA-veerdier under 1,0 ng/mL/t kan
genereres ved inkubering i atten timer og herefter genanalyseres.*
Beregningerne skal justeres for eventuelle sendringer i genereringstid.

Efter endt genereringsperiode overfares prgverne i 37-serien enten til isbadet,
hvis analysen skal udfgres med det samme, eller til fryseren sammen med
praverne fra 4-serien, sa de kan analyseres senere.

9. ANALYSEMETODE
Analysetrinnet omfatter udarbejdelse af en kalibreringskurve, ud fra hvilken det ukendte
indhold af angiotensin | i bade 37- og 4-seriepraverne interpoleres. Derefter trackkes
baggrundsveerdierne (4-serien) fra de tilsvarende prgver i 37-serien.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5
9.6

9.7
9.8

Lad tracer-buffer-reagensen fa rumtemperatur, og bland grundigt fer brug.
Opbevar blank og kalibratorer, genereret kontrol og genererede patientprgver i
et isbad, og bland grundigt far brug.

Meerk et saet GammaCoat-prgvergr i to kopier i henhold til falgende system.
Totalteellinger [T1,T2] og Bo preverer [1, 2] kan veere ngdvendige til visse
datareduktionsprogrammer, men kan udelades, hvis kalibreringskurven plottes
pa semilogoritmisk grafpapir.2%-2°

Praverer Bogstav  Angiotensin |
nr. Indhold af prgvergr -kode (ng/0,1 mL)
T1,T2  Totalteellinger (Tracer-Buffer)

1,2 Angiotensin | blank 0 ng/mL A 0
3,4 Angiotensin | kalibrator 0,2 ng/mL B 0,02
5,6 Angiotensin | kalibrator 0,8 ng/mL C 0,08
7,8 Angiotensin | kalibrator 3,0 ng/mL D 0,30
9,10  Angiotensin | kalibrator 10,0 ng/mL E 1,0
11,12 Angiotensin | kalibrator 50,0 ng/mL F 50

13,14  Reninaktivitetskontrol, generering ved 37°C
15,16  Reninaktivitetskontrol, generering ved 4°C
17,18 Patient “X”, generering ved 37°C

19,20 Patient “X”, generering ved 4°C

Pipettér til de tilhgrende dublerede praveror:

a. 100 pL af hver angiotensin | blank eller kalibrator.

b. 100 pL af “37”- og “4”-genereringsserien til reninaktivitetskontrol til den
tilherende gruppe pa 4 provergr.

c. 100 pL af hver “37’- og “4’-genereringsserie til patientprgve til den
tilhgrende gruppe af 4 prevergr.

Tilseet med det samme 1,0 mL tracer-buffer-reagens til hvert prgverer

inklusive totalteellinger. Bland reagenserne ved at centrifugere hvert prgvergr

forsigtigt.

Inkubér alle prgvergr ved stuetemperatur (20-27°C) i tre timer.

Aspirér eller dekanter alle prgvergr undtagen totalteellingerne.

HVIS OPL@SNING, DER PA KLABER TIL VAGGENE, IKKE FJERNES

HELT, KAN DET MEDF@RE DARLIG REPRODUCERBARHED AF

RESULTATER OG FALSKE VARDIER.

Hvis der anvendes en aspirationsteknik, skal man sgrge for, at sugets

plastspids rgrer bunden af det coatede pr@vergr og at al veeske fiernes.

Hvis dekanteringsteknikken anvendes, vendes prgvergrene i 3 - 5 minutter, sa

vaesken kan lgbe ud. Bank glassene pa absorberende papir for at fierne

eventuel resterende veeske, far de vendes igen.

Teel alle prevergr i gammatzaelleren i et minut med vinduet indstillet til jod-125.

Beregn resultaterne. Se afsnittet om resultater.
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10. KVALITETSKONTROL

Der fglger én Renin Activity Control med seettet. Koncentrationsintervallet for hver
kontrol er oplyst pa analysecertifikatet og viser de graenser, som DiaSorin har fundet
for kontrolvaerdier, der kan opnas ved palidelige analysekgrsler. Kontrollen skal
gennemga generering fer analysen.

Hvert laboratorium bgr anvende kontroller pa forskellige niveauer for at kontrollere
analysekvaliteten. Kontroller skal behandles som ukendte. Der skal fgres
kvalitetskontrolskemaer for at falge kontrollernes kvalitet. Anvend passende statistiske
metoder til at evaluere trends. Hvert laboratorium skal fastlaegge kvalitetsgreenser for
acceptabel ydelse.?> %

11. RESULTATER

11.1  Registrer den bundne aktivitet pr. minut (CPM) for hvert pravergr.

11.2  Plot det bundne CPM for angiotensin I-kalibratorerne (lodret akse) i forhold il
antal nanogram (ng) tilsat angiotensin | pr. prevergr (vandret akse) pa
semilogaritmisk grafpapir.

11.3 Tegn den kurve, der passer bedst. Se TABEL | vedrgrende typiske data.
FIGUR 1 viser en typisk kalibreringskurve.

11.4  Lokaliser det bundne CPM for hvert prgvergr, der svarer til hver prgve pa den
lodrette akse, og felg en vandret linje, der skeerer kalibreringskurven. Pa
skeeringspunktet aflaeses ng angiotensin | pa den vandrette akse. For hver
preve og kontrol bestemmes ng-gennemsnit for “37” og ng-gennemsnit for “4”.

12. PLASMARENINAKTIVITET (PRA)

Plasmareninaktivitet (PRA) udtrykkes som ng/mL/t af genereret angiotensin |I.
Folgende matematiske korrektioner udfgres for at finde ng/mL/t:

121  Treek gennemsnitsveerdien for “4” (baggrund) fra gennemsnitsvaerdien for “37”
(genereret):
Netto ng = ng “37” — ng “4”

12.2  Sterrelse af prgve analyseret i coatet prgverer (C): 0,1 mLc

12.3  Fortynding af prave (S) med genereringsbuffer (B) og haemmer (l):

(1,0 mLg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLEnde"g

1,0 mLg 1,00 mLjnitiel

12.4  Genereringstid for angiotensin I: 1,5 timer

BEMAERK: Hvis genereringstidens lsengde aendres, skal dette tal sendres
tilsvarende.

12.5 Beregning af generering med maleat:
ng"37"-ng"4" 1.11mL
X
0.1mL 1.00 mL
1.5hr

PRA = (7,40/mL/t) x (netto ng)
Eksempel: Patient “X” plasmapregve:
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/t)
PRA = 2,44 ng/mL/t

PRA =
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TABEL |
Registrering af data
Ma ikke bruges til at beregne ukendte prgver

Angiotensin  Endelig

Pravergr Indhold af prevergr CPM l-niveau PRA
nr. bundet (ng/prevergr) (ng/mLit)
T1  Totalteellinger (Tracer-Buffer) 29242 - -
T2 Totalteellinger (Tracer-Buffer) 28992 - -
1 Angiotensin | blank 0 ng/preverer 13617 - -
2 Angiotensin | blank 0 ng/preverer 13048 - -
3 Angiotensin | kalibrator 0,02 ng/pravergr 13163 - -
4 Angiotensin | kalibrator 0,02 ng/preverer 12625 - -
5 Angiotensin | kalibrator 0,08 ng/pravergr 11305 - -
6 Angiotensin | kalibrator 0,08 ng/pravergr 11291 - -
7  Angiotensin | kalibrator 0,3 ng/preverar 6991 - -
8 Angiotensin | kalibrator 0,3 ng/pravergr 7110 - -

9  Angiotensin | kalibrator 1,0 ng/preverer 3053 - -
10  Angiotensin | kalibrator 1,0 ng/preverar 3056 - -
11 Angiotensin | kalibrator 5,0 ng/preverar 1307 - -
12 Angiotensin | kalibrator 5,0 ng/pravergr 1232 — -
13 Renin Activity Control, 37°C 3149 0,97
14 Renin Activity Control, 37°C 3053 1,01

Gns.: 0,99
15 Renin Activity Control, 4°C 8674 0,20
16 Renin Activity Control, 4°C 8607 0,20
Gns.: 0,20 5,85
17  Patient “X” plasmapreave, 37°C 4362 0,41
18 Patient “X” plasmaprave, 37°C 4459 040
Gns.: 0,41
19 Patient “X” plasmaprave, 4°C 8546 0,08
20 Patient “X” plasmaprgve, 4°C 8557 0,08

Gns.: 0,08 2,44
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Typisk kalibreringskurve
Ma ikke bruges til at beregne ukendte prover

PM

O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

4 \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

FIGUR 1

13. METODENS BEGRANSNINGER
Metodemaessige

131

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7
13.8

13.9

Plasticposen med de coatede praverar skal lukkes sikkert, nar de ubrugte rgr
gemmes, og skal opbevares ved 2-27°C.

Vandet skal altid std hgjere end veesken i pragvergrene, dog uden at disse
kommer til at flyde.

Brugeren skal veaere klar over, at fejlagtige resultater kan skyldes forkert
handtering af patientprgverne.

Veer meget opmaerksom pa at vedligeholde isvandets temperatur under
reagensklarggringen, angiotensin I-genereringsproceduren og assayproceduren.
Frosne prgver skal hurtigt optgs til stuetemperatur og blandes grundigt fer
pipetteringen.

Det er observeret, at heparin inhiberer reninreaktionen ved koncentrationer pa
5 IU/mL. Der méa derfor ikke anvendes heparin som antikoagulerende middel i
blodpraver, der skal undersgges for plasmareninaktivitet.®

Haemolyserede praver indeholder angiotensinaser og ber ikke bruges.

Ifglge publicerede data kan man ikke forudsaette, at angiotensin
I-genereringen forlgber linezert i en forudbestemt genereringsperiode, hvad
enten perioden er sa kort som tredive minutter eller sa lang som atten timer.?
Afvigelser fra lineariteten kan vaere reglen snarere end undtagelsen, selv med
kontrolleret brug af buffer ved en hvilken som helst pH. Der kan vaere andre
faktorer end pH, der pavirker lineariteten for generering af angiotensin I. Indtil
alle variabler er fuldt kontrollerbare, er det nok ngdvendigt at forvente ikke-
linezere egenskaber.

Hvis der ikke kan opnas passende kontrolveerdier, kan det skyldes ungjagtig
manipulation, forkert handtering eller nedbrydning af reagenserne. Der skal
bestemmes en kalibratorkurve baseret pa passende kalibratorveerdier for hver
karsel.

Fortolkningsmassige
Det er vigtigt at tage hgjde for fysiske variabler, s& som patientens stilling og enten
saltindtag eller 24-timers natriumudskillelse med urinen, for at opna en preecis
fortolkning af analysens resultater. Alder, kan og race er ligeledes vigtige faktorer, der
skal tages i betragtning.
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Andringer i PRA kan pavirkes af en raekke stoffer, heriblandt diuretika,
epinephrinblokkere, vasodilatorer, antihypertensive midler, store doser progestin,
angiotensin ll-antagonister, orale preeventionsmidler eller @strogenterapi samt
mineralkortikoide antagonister. Brug af diatrizoat, f.eks. ved renografi, kan ogsa pavirke
PRA-veerdierne. Hvis patientens medicinindtag ikke tages i betragtning, kan det fare til
en fejlfortolkning af PRA-vaerdierne.

Forskellige kliniske tilstande, inklusive normal graviditet, pavirker PRA. Disse faktorer
er sammenfattet i oversigtsartikler af flere forskere.?-%

14. FORVENTEDE VARDIER
Den kliniske bedemmelse af dette PRA-szet er udfert af en uafhaengig forsker, og
resultaterne er kort opsummeret i dette afsnit. Disse data er ment som en vejledning for
brugere af dette sset. Da patientpopulationer kan veere forskellige, tilrades det, at
brugerne fastleegger deres egne data (for eksempel PRA i forhold til nomogram over
natriumudskillelse).

14.1 Effekten af saltindtag

Plasmapraver og 24-timers urinopsamling blev indhentet fra normale voksne uden
kendte kardiovaskuleere sygdomme eller nyresygdomme. Hver person blev sat pa en
dieet med et kendt indhold af natrium og kalium. Efter en periode til at opna ligeveegt
blev der indhentet plasmaprgver for PRA og 24-timers urin. Resultaterne af disse
studier er indeholdt i TABEL Il. Dataene blev opdelt i fire undergrupper baseret pa det
fundne interval for natriumudskillelse: Fri saltindtagelse (75-150 mEq/24 timer). diast
med salttilskud (150 mEq/24 timer). og to diseter med begreenset saltindtag. Under
rutinemaessige kliniske omsteendigheder er det muligt at opna en moderat reduktion af
saltudskillelsen til 30-75 mEqg/24 timer. Det laveste interval for natriumudskillelse pa
0-30 mEqg/24 timer er useedvanligt og kreever et steerkt nedsat saltindtag. Det
forventede omvendte forhold mellem PRA og natriumudskillelse med urinen blev
fundet. Da kostens saltindhold kan variere i forskellige geografisk omrader, ber hvert
enkelt laboratorium tilvejebringe data for PRA kontra natriumudskillelse.

| lgbet af den kliniske evaluering af dette saet blev der indsamlet prgver i ambulatorier
og pa hospitaler fra voksne uden kendte kardiovaskuleere sygdomme eller
nyresygdomme. Patienterne var pa frit saltindtag, og der blev ikke gjort forseg pa at
kontrollere deres aktiviteter. Alle prgver blev indsamlet mellem kl. 8 og 10. Data fra
disse observationer findes i TABEL lll. De falder inden for det PRA-interval, man finder
hos normale personer med normalt saltindtag i denne population. De hgjere veerdier
hos indlagte patienter kan skyldes eendringer i saltindtag pa grund af institutionsmaden,
stress pa grund af hospitalsmiljget og andre ubekendte faktorer.

TABEL Il
PRA med begranset saltindtag
Na+ udskillelse mEq/24 timer Gennemsnit +1 S.D.
(ng/mL/t)
0-30 16,34 +7,52
30-75 591+1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
TABEL lll

PRA med frit saltindtag

Gennemsnit £1 S.D.

(ng/mL/t)
Tilfeeldige oppegaende normale 1,67 £ 0,83
Ikke-oppegaende normale 3,30+ 1,85
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14.2 Virkningen af kropsstilling

Preecis bestemmelse af PRA-veerdier afheenger af laegens viden om patientens
kropsstilling, idet PRA-veerdier pavirkes af stillingen. Effekten af at skifte til oprejst
stilling efter en nat med sgvn i rygleje er angivet i TABEL IV.

TABEL IV
Virkningen af kropsstilling

Gennemsnit £1 S.D.

(ng/mL/t)
Rygleje 1,24 £ 1,09
Oprejst 2,63+1,32

14.3 Furosemidstimulering

Klinisk bestemmelse af renin-angiotensinsystemet kan kreeve en vurdering af
aendringer i PRA efter stimulering. Effekten af furosemid pa renin-angiotensinsystemet,
registreret som aendringer i PRA, blev bestemt i et studie, der er sammenfattet i TABEL
V. Der var en signifikant stigning i PRA-veerdierne efter furosemidstimulering.

TABEL V
Furosemidstimulering*

Gennemsnit £1 S.D.

(ng/mL/t)
Far stimulering 2,36 + 1,23
Efter stimulering 6,92 + 2,76

BEMARK: En monografi, der beskriver hele evalueringen, fas pa bestilling ved
henvendelse til kundeservice. Monografien indeholder resultater fra felgende
studier:

urin-aldosteron vs. PRA.

studier af renin i nyrevenerne hos patienter med renovaskuleer hypertension
PRA-bestemmelse hos patienter uden nyrer.

PRA-resultater hos patienter i haemodialyse.

reninprofilering af patienter med essentiel hypertension.

fem timer efter furosemid, 40 mg p.o.

coRwN s
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15. SPECIFIKKE YDELSESSPECIFIKATIONER

15.1 Analytisk sensitivitet

Kalibreringskurvens sensitivitet er defineret som den mindste enkeltveerdi, der kan
skelnes fra nul. En statistisk vurdering af den mindste registrerbare koncentration
(sensitiviteten) blev beregnet i henhold til D. Rodbards metode, (1978),3' for
tredive kopier ved kalibreringskurvens nulpunkt. Den beregnede sensitivitet er
0,018 ng/pravergr.

15.2 Preecision

Praecisionen inden for karslen blev bestemt ud fra gennemsnittet af tyve samtidige
assays pr. prgve. Preecisionen mellem kersler blev bestemt ud fra gennemsnittet af
kopier fra tyve forskellige karsler.

Standard-
Praecisionsprave, Antal Gennemsnit  afvigelse, SD  Variationsko-
samme karsel assays (ng/mL/t) (ng/mL/t) efficient
Plasma-pool A 20 1,6 0,16 10,0
Plasma-pool B 20 6,2 0,28 4,6
Plasma-pool C 20 17,9 1,68 9,4
Standard-
Praecisionsprave, Antal Gennemsnit  afvigelse, SD  Variationsko-
forskellige karsler assays (ng/mL/t) (ng/mL/t) efficient
Plasma-pool A 20 1,6 0,09 5,6
Plasma-pool B 20 10,7 0,82 7,6
Plasma-pool C 20 15,2 1,04 6,8

15,3 Aviditet
Den beregnede affinitetskonstant for dette saets antiserum er ca. 3 x 10 liter/ mol.

15.4 Analytisk specificitet

Data vedrgrende krydsreaktivitet for dette ssets antiserum er udtrykt som forholdet
mellem koncentrationen af angiotensin | og koncentrationen af det krydsreagerende
stof ved 50% inhibering af den maksimale binding.

Stof % krydsreaktivitet
Angiotensin | 100
Tetradekapeptid® 0,02
Angiotensin Il <0,03
Angiotensin IlI <0,03

* Syntetisk reninsubstrat.

SE LITTERATURLISTEN PA SIDSTE SIDE
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GAMMACOAT® PLASMA RENIN ACTIVITY RADIOIMMUNOASSAY KIT

1. AVSEDD ANVANDNING

FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.

GammaCoat ['#I] Plasma Renin Activity Radioimmunoassay Kit ar avsedd att
anvandas for kvantitativ bestdmning av plasmareninaktiviteten (PRA) genom
radioimmunoassay av bildat angiotensin I.

2. SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

Renin &r ett proteolytiskt enzym med en molekylvikt pa cirka 40 000, som frisatts fran
de juxtaglomeruldra cellerna i njuren. Dess substrat ar ett alfa-2-globulin som bildas i
levern, och enzymet verkar i cirkulationen genom att klyva detta substrat, sa att
dekapeptiden angiotensin | bildas.

Angiotensin | klyvs snabbt genom aktiviteten av konvertasenzym, framst i lungorna.
Darvid bildas den biologiskt aktiva oktapeptiden angiotensin Il. Angiotensin Il bryts i sin
tur snabbt ner till inaktiva peptidfragment, av en grupp plasma- och vavnadsenzymer
som kallas angiotensinaser. De metaboliska stegen i renin-angiotensinsystemet
illustreras nedan:

reninsubstrat

V¥ renin
angiotensin |
konvertas

angiotensin Il
V¥ angiotensinaser
inaktiva peptidfragment

Angiotensin Il har en extremt kort halveringstid in vivo, men det ar den mest kraftfulla
vasopressor man kanner till. Angiotensin Il spelar en nyckelroll vid flera former av
hypertension, liksom vid den fysiologiska blodtrycksregleringen. Dessutom har man
kunnat visa att angiotensin Il utgdr den viktigaste faktorn vid regleringen av binjurens
aldosteronsekretion.

De tekniska svarigheter som ar forenade med matningar av angiotensin Il-halterna i blod
har gjort att att de kliniska laboratorierna har vantat med att godkanna nagot test for det.
Eftersom halterna av angiotensin | direkt speglar reninaktiviteten i plasma, har man i stor
utstrackning valt att anvanda matning av plasmareninaktiviten fér att bedéma renin-
angiotensinsystemet vid sjukdomstillstand. Matning av plasmareninaktiviteten hos
patienter med hypertension ar ett viktigt hjalpmedel for differentialdiagnostik av primar och
sekundar aldosteronism. En uppskattning av reninaktivieten ar aven vardefull for
bedémning av prognos for och lampligaste behandling av patienter med essentiell
hypertension.

En radioimmunoassay for angiotensin | och dess anvandning som ett index pa
plasmareninaktiviteten har beskrivits tidigare.! GammaCoat Kit-metoden for
bestdmning av plasmareninaktiviteten ar en anpassning av denna assay.

3. ANALYSPRINCIP

Testet ar baserat pa principen med kompetitiv bindning i en radioimmunoassay.?
| GammaCoat ['*]] Plasma Renin Activity RIA Kit &r antikroppen immobiliserad pa den
nedre delen av innervdggen i GammaCoat-réren. Vid PRA-analysen inkuberas forst
plasma sa att angiotensin | bildas, och darefter sker en kvantitativ bestdmning av
angiotensin | med radioimmunoassay. Bildningen av angiotensin | i humansubstrat-
systemet styrs av:

3.1 pH vid inkubationen.

3.2 plasmans utspadningsgrad.

3.3 val avenzymhammare.

3.4  okanda faktorer i varje enskilt plasmaprov, sdsom halten av reninsubstrat.

3.5 inkubationens varaktighet.

3.6 inkubationstemperatur.
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pH vid angiotensinbildning

Hastigheten for angiotensin I-bildningen in vitro &r pH-beroende. | denna sats anvands
ett pH pa 6,0, vilket ar det pH som i allmanhet rader i proverna efter tillsats av bufferten
med pH 5,7. Férdelen med att inkubera vid pH 6,0 i stéllet for det fysiologiska pH 7 ar
att man far en dubbelt s& snabb bildning av angiotensin |, vilket i motsvarande grad
forbattrar kansligheten for prover med lag reninaktivitet.>'* Som ett resultat av denna
optimering racker det med en kortare inkubationstid for bildning av angiotensin I.

Val av enzymhammare

En rad olika substanser kan anvandas for att blockera den enzymatiska omvandlingen
av angiotensin | till angiotensin Il och férhindra proteolytisk nedbrytning under
bildningen av angiotensin I."*'”| denna sats anvands fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF).

Effekter av plasmaspéadning

Man bér undvika att spada plasmaproverna, eftersom reninreaktionen ar
substratberoende vid den reninhalt som vanligen rader i plasma. Effekterna av
substratspadning kan ses vid alla intervall under bildandet av angiotensin |, och
speciellt vid hdgre spadningsgrader.*

Tid fér angiotensin I-bildning

Kortast mdjliga inkubationstid bor anvandas for bestdmningen av enzymaktiviteten.
Pa det viset far man den basta uppskattningen av reaktionens initialhastighet och
minimerar substratférbrukningen. Radioimmunoassayen for angiotensin | ar tillrackligt
kanslig for att mojliggéra en PRA-bestdamning med optimerade betingelser for
angiotensin I-bildning vid pH 6,0.

Foljande faktorer gor att det med GammaCoat Plasma Renin Activity Kit racker med en
kortare tid for angiotensin I-bildning: plasmaprovet ar minimalt utspatt, det ar buffrat till
ett optimalt pH och det kérs med en hammare som har god effekt vid det valda pH. Det
har féreslagits att man skulle kunna kvantifiera laga halter genom att inkubera proverna
i 18 timmar och sedan koéra en assay.*

Tid for radioimmunoassayen
GammaCoat Plasma Renin Activity Kit behdver tre timmar for radioimmunoassay-
inkubationen. Resultaten blir klara samma arbetsdag.
4. REAGENS | FORPACKNINGEN
Assayror belagda med

kaninantikroppar mot angiotensin |
Buffert for angiotensinassay (11x)
Maleatbuffert for
angiotensinbildningssteget
Angiotensin-PMSF
Reninaktivitetskontroll
Angiotensinkalibreringslésningar (A-F)
Angiotensinsparamne

1 pase a 100 ror
1 flaska a 10 mL

1 flaska a 5 mL
1flaskaa 1 mL
1 flaska a 3 mL
6 flaskor a 2 mL
2 flaskor a 5 mL

5 pasar a 100 ror
5 flaskor a 10 mL

3 flaskor a 5 mL
2 flaskor a 1 mL
2 flaskor a 3 mL
12 flaskor a 2 mL
10 flaskor a 5 mL

Antal test

100

500

FORVARING: Odppnad férpackning férvaras vid 2-8 °C. Oppnade reagens férvaras
enligt anvisningarna for varje reagens nedan. Reagensen far ej anvandas efter det
utgdngsdatum som anges pa etiketten. Utgangsdatum for satsen anges pa etiketten pa
ytterférpackningen och motsvarar utgangsdatum for sparamnet.

Reagens fran skilda batcher far ej blandas.

4.1 Sparamne - ['*l]-angiotensin I: frystorkat reagens

Rekonstituera flaskan med ['?I]-angiotensin | genom att tillsdtta 5 mL renat vatten.
Blanda val genom att vanda pa flaskan eller vortexa den forsiktigt. Tillsatt innehallet i
tva sparamnesflaskor till 100 mL assaybuffert. Blandningen av sparamne och buffert ar
stabil vid 2-8 °C fram till utgangsdatum for satsen.

Efter rekonstituering innehaller varje flaska cirka 1 pCi sparéamne (<1 pg/mL
angiotensin 1) i 5 mL PBS-buffert med bovint serumalbumin, med timerosal som
konserveringsmedel.
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4.2 Assayror belagda med kaninserum mot angiotensin I: reagens fardigt for
anvandning 12 x 75 mm-réren ar belagda med kaninserum mot angiotensin | (titer
<1 ug/ror) och férpackade i en plastpase. Forvaras vid 2-27 °C.

4.3 Koncentrat for angiotensinassaybuffert (11X): koncentrerat reagens

Tillsatt hela innehallet i flaskan med koncentrat till 100 mL renat vatten och blanda
val. Varje flaska innehaller 10 mL fosfatbuffert med 0,1 % natriumazid som
konserveringsmedel.

4.4 Maleatbuffert for angiotensinbildningssteget: reagens fardigt fér anvandning
Varje flaska innehaller 5 mL maleatbuffert, natrium-EDTA, neomycinsulfat och inert
blatt fargdmne samt 0,1 % natriumazid som konserveringsmedel. Om kristaller bildats
under transporten kan flaskan varmas vid 37 °C tills kristallerna 16sts upp.

4.5 Fenylmetylsulfonylfluorid for angiotensin: reagens fardigt fér anvandning
Varje flaska innehaller 1 mL of fenylmetylsulfonylfluorid (PMSF) i etanol.

4.6 Reninaktivitetskontroll: frystorkat reagens

Rekonstitueras fére anvandning genom pipettering av 3,0 mL renat vatten med en
temperatur av 2-8 °C. Lat flaskan sta i isbad i 10 minuter och vortexa eller svang runt
den forsiktigt. Pipettera upp portioner a 1,0 mL till i férvag kylda glas- eller plastror.
Forslut réren noga och férvara vid -20 °C. En portion kan sparas i isbad eller i kylskap
vid 2-8 °C om assayen skall koras vid detta tillfalle.

Den rekonstituerade kontrollen maste forvaras fryst vid -20 °C och ar stabil i minst tva
manader. Upptiningen maste ske i isbad eller kylskap vid 2-8 °C och den
rekonstituerade kontrollen far inte frysas pa nytt efter upptining.

Man har sett variationer i PRA vid upprepade assayer pa fryst plasma efter varierande
lagringstider.’®2° Féljaktligen kan resultaten bli otillforlitiga nar man anvander fryst
plasma som kontroll vid PRA-matningar. Reninaktivitetskontrollen anvands rutinmasigt
vid bade angiotensin I-bildning och radioimmunoassay, och fungerar d& som en
tillforlitlig kontrollindikator pa hela assayen. Se avsnittet Kvalitetskontroll for ytterligare
information.

Efter rekonstituering innehaller varje flaska 3 mL behandlad human plasma med
0,1 % natriumazid.

4.7 Kalibreringslosningar med angiotensin | (A-F): frystorkat reagens

OBS! Blank och kalibreringslésningar anvands endast i radioimmunoassaydelen och
skall inte inkuberas for angiotensin I-bildning.

Rekonstituera varje flaska med 2,0 mL renat vatten och blanda val fére anvandning.
Blank och kalibreringslésningar skall sedan kylas i ett isbad innan de kors i assayen.
De kan forvaras vid 2-8 °C i upp till tva veckor, och vid -20 °C vid langre tids férvaring.
Efter rekonstituering innehaller varje flaska 2 mL angiotensin | med BSA i PBS-buffert.
Kalibreringslosningarna ar kalibrerade till 0; 0,2; 0,8; 3,0; 10,0 respektive 50,0 ng/mL.
Kalibreringslésningarna i satsen kalibrerades med hjalp av den aktuella
produktionshuvudbatchen. Kalibreringslésningarna i satsen kan betraktas som
likvardiga med patientprover, nar de anvands med de reagens och metodanvisningar
om rekommenderas for detta diagnostiska in vitro-test.

5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
FOR DIAGNOSTISKT BRUK IN VITRO.
Ej avsett for vare sig invartes eller utvartes bruk pa manniskor eller djur.

REAGENS SOM INNEHALLER MATERIAL AV HUMANT URSPRUNG
Behandlas som potentiellt smittfarligt.

Varje donerad enhet serum/plasma som anvants fér beredning av produkten har
testats med en metod godkand av USA:s lakemedelsverk (FDA) och befunnits negativ
vad galler forekomst av HBsAg, antikroppar mot HCV och antikroppar mot HIV 1/2.
Aven om dessa metoder ar mycket tillférlitiga, utgér de ingen garanti fér att samtliga
infekterade enheter upptacks. Produkten kan aven innehalla annat material av humant
ursprung for vilket det inte finns nagot godkant test. Eftersom ingen kand testmetod
kan ge en fullstdndig garanti for att det inte féorekommer hepatit-B-virus, hepatit-C-virus
(HCV), humant immunbristvirus (HIV) eller andra infektiésa agens, skall alla produkter
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som innehaller material av humant ursprung hanteras i enlighet med god laboratoriepraxis
och med lampliga forsiktighetsatgarder (se handboken "Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories" fran U.S. Centers for Disease Control and Prevention/National
Institutes of Health, 4:e upplagan, maj 1999, eller aktuell upplaga).

REAGENS SOM INNEHALLER NATRIUMAZID

FORSIKTIGT! Vissa reagens i satsen innehaller natriumazid. Natriumazid kan reagera
med bly och koppar i avloppsledningarna och bilda hdgexplosiva metallazider.
Nar reagensen kasseras maste man spola efter med stora mangder vatten for att
forhindra att azid ackumuleras. For ytterligare information hanvisar vi till avsnittet
"Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts" i handboken
Safety Management No. CDC-22 utgiven av Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, USA 1976.

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

R20/21/22 - Farligt vid inandning, hudkontakt och fortéring.

R32 - Utvecklar mycket giftig gas vid kontakt med syra.

S28 - Vid kontakt med huden tvatta genast med mycket vatten.

REAGENS SOM INNEHALLER TIMEROSAL

Vissa reagens i satsen innehaller timerosal, dar en kvicksilverférening ingar. Metalliskt
kvicksilver, oorganiska kvicksilverféreningar, kvicksilveroxider och organiska
kvicksilverféreningar maste kasseras i strikt 6verensstimmelse med alla lokala och
nationella regler.

VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka missbildningar eller annan reproduktiv skada.

Europeiska Gemenskapens Riskfraser for farliga preparat (EU-kommissionens
direktiv 1999/45/EC)

Reagens som innehaller etanol

R11 - Mycket brandfarligt.

S7 - Forpackningen forvaras val tillsluten.

S16 - Forvaras atskilt fran antandningskallor - Rokning férbjuden.

Reagens som innehaller PMSF

R22 - Farligt vid fortaring.

R36/38 - Irriterar 6gonen och huden.

S45 - Vid olycksfall, illamaende eller annan paverkan, kontakta omedelbart Iakare. Visa
om mojligt etiketten.

Reagens som innehaller kaliumhydroxid

R35 - Starkt fratande.

S26 - Vid kontakt med 6gonen, spola genast med mycket vatten och kontakta lakare.
S37/39 - Anvand lampliga skyddshandskar samt skyddsglasdgon eller ansiktsskydd.

REAGENS SOM INNEHALLER JOD-125

Satsen innehaller radioaktivt material som ej 6verstiger 2 uCi (74 kBq - sats CA-1533)
eller 10 pCi (370 kBq - sats CA-1553) jod-125. Adekvata forsiktighetsatgarder maste
vidtas och god laboratoriepraxis foljas vid férvaring, hantering och kassering av detta
material.

For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en allman licens:
Detta radioaktiva material far endast tas emot, férvarvas, &gas och anvandas av
lakare, veterindrer med praktik inom veterindrmedicin, kliniska laboratorier eller
sjukhus, och far endast anvandas for kliniska tester in vitro eller laboratorietester in
vitro, vilka ej innebéar nagon invartes eller utvartes administrering av materialet, eller av
stralning fran det, till manniskor eller djur. Fér mottagande, férvarv, innehav,
anvandning och Overlatelse géller de regler och den allmanna licens som utfardats av
den amerikanska Nuclear Regulatory Commission eller av den stat med vilken
kommissionen har ingatt ett avtal fér utdvande av regulatorisk myndighet.
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Radioaktivt material far endast férvaras pa en speciellt avsedd plats.
Endast auktoriserad personal far ha tillgang till radioaktivt material.
Pipettera aldrig radioaktivt material med munnen.

Undvik att ata eller dricka i lokaler dar radioaktivt material anvands.

Ytor dar spill kan férekomma skall torkas av och darefter rengéras med ett
alkaliskt rengdringsmedel eller radiologisk dekontamineringslésning. Alla
glasvaror som anvands maste skoéljas noga med vatten innan de diskas
tillsammans med andra glasvaror for laboratoriebruk.

For mottagningar och institutioner som tar emot radioisotoper under en specifik licens:
Nar ni tar emot, anvander, Overlater och kasserar radioaktivt material galler reglerna
och villkoren i er specifika licens.

VARNING! Produkten innehaller en kemikalie som enligt staten Kalifornien ar kand for
att orsaka cancer.

ok wbd-=

OBSERVERA! Den radioaktivitet som anges pa bipacksedeln kan skilja sig nagot fran
den aktivitet som anges pa etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet.
Etiketterna pa kartongen och pa flaskan med sparamnet anger den verkliga
radioaktivitetsmangden vid kalibreringsdatum, medan bipacksedeln anger den
teoretiska radioaktiviteten for satsen.

6. PROVTAGNING OCH PROVHANTERING

Pa grund av dygnsvariationen for reninfrisattning ar plasmareninaktiviteten hogst pa
formiddagen, och proverna bor regelmassigt tas vid denna tidpunkt.’®' Anvand
aseptisk teknik och tag venprover i ror av vacutaineryp med EDTA-tillsats. Proverna
kan tas, transporteras och centrifugeras vid rumstemperatur. Blodet kan sta vid
rumstemperatur i upp till sex timmar fére centrifugering utan signifikant ackumulering
av angiotensin |. Sedan blodet centrifugerats kan plasma forvaras i frys tills den testas.
Proverna kan forvaras frysta vid -20 °C i upp till en manad. Undvik cykler med
upptining och frysning, dven sadana som kan férekomma i sjéalvavfrostande frysar. Man
har observerat variationer i PRA orsakade bade av forvaring vid 2-8 °C och av
langvarig forvaring vid -20 °C.20. !

Fore assay maste de frysta proverna snabbt tinas till rumstemperatur.

Hemolyserade, lipemiska eller ikteriska prover, eller prover med citrattillsats, bor ej
anvandas. Anvand ej heparin som koagulationshammande medel. Se avsnittet
Metodbegrénsningar for ytterligare forsiktighetsatgarder och upplysningar.

7. EJTILLHANDAHALLEN MEN NODVANDIG MATERIEL
7.1 Renat vatten.
7.2  Vattenbad med en konstant temperatur pa 37 + 2 °C.
7.3 Isbad.
7.4 Vollpipetter (1, 2, 3 och 5 mL).
7.5 Matglas (100 mL).
7.6  Precisionspipetter (10, 100, 500 och 1000 pL).
7.7  Gammaraknare.
7.8  Plast- eller glasror, 12 x 75 mm (fér bildning av angiotensin 1).
7.9  Provrorsstall.
7.10 Vortexblandare (ej obligatoriskt).
7.11 Vattensug (ej obligatoriskt).
7.12 Absorberande papper med plastad baksida (ej obligatoriskt).
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8. PROCEDUR FOR ANGIOTENSIN I-BILDNING

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Pipettera 1,0 mL plasma till ett glas- eller plastrér utan antikroppbeléggning.
Roret skall vara markt med patientidentifiering plus suffixet 37.

Tillsatt 10 yL PMSF-I6sning och 100 pyL maleatbuffert (pH 6,0) till varje
1,0 mL-prov fran steg 1. Blanda véal och placera i isbad.

Pipettera 500 pL av plasman fran steg 2 till ett motsvarande, kylt rér markt
med suffixet 4.

Placera réren i 37-serien i ett vattenbad vid 37 °C. Lat réren i 4-serien sta kvar
i isbadet. Lat angiotensinbildning i maleatbufferten paga i 90 minuter.

Det har foreslagits att patientprover med PRA-varden under 1,0 ng/mL/h kan
kéras med en angiotensinbildning som far paga i 18 timmar och darefter testas
pa nytt.* Vid alla andringar av angiotensinbildningstiden maste berdkningarna
justeras.

Nar bildningsinkuberingen ar avslutad flyttar man réren i 37-serien till isbadet
om assayen skall kéras genast, alternativt till frys tillsammans med roren i
4-serien for assay vid ett senare tillfalle.

9. TESTPROCEDUR
| assayproceduren ingar framtagning av en kalibreringskurva i vilkken man avlaser den
okanda angiotensin I-halten for roéren i bade 37-serien och 4-serien. Bakgrundsvardena
(réren i 4-serien) subtraheras sedan fran motsvarande varden for roren i 37-serien.

9.1

9.2

9.3

9.4

9.5

Lat det beredda sparamnesreagenset anta rumstemperatur och blanda det val

fore anvandning. Lat blank och kalibreringslosningar, samt kontroll och

patientprover som genomgatt angiotensinbildning std pa isbad, och blanda

dem val fére anvandning.

Mark upp GammaCoat-ror for dubbelprover enligt foljande schema. Roéren for

totalaktivitet [T1,T2] och Bg [1, 2] kan kravas for vissa datareduktionsprogram,

men kan aven uteslutas om kalibreringskurvan plottas pa lin-log-papper.2%-2°
Ror Kod-  Angiotensin |
nr Innehall i réren bokstav (ng/0,1 mL)
T1,T2  Totalaktivitet (Berett sparamne)

1,2 Angiotensin I-blank 0 ng/mL A 0

3,4 Angiotensin |-kalibreringslésning 0,2 ng/mL B 0,02

5,6 Angiotensin I-kalibreringsldsning 0,8ng/mL C 0,08

7,8 Angiotensin I-kalibreringsldsning 3,0 ng/mL D 0,30

9,10 Angiotensin I-kalibreringslésning 10,0 ng/mL E 1,0
11,12 Angiotensin |-kalibreringslésning 50,0 ng/mL F 5,0

13,14 Reninaktivitetskontroll, 37 °C angiotensinbildnin:
15,16  Reninaktivitetskontroll, 4 °C angiotensinbildning
17,18 Patient "X", 37 °C angiotensinbildning

19,20 Patient "X", 4 °C angiotensinbildning

Pipettera till respektive dubbelprovsror:

a. 100 pL av varje angiotensin I-blank eller kalibreringslsning.

b. 100 pL reninaktivitetskontroll som genomgatt angiotensinbildning vid
"37 °C" respektive "4 °C". Tva ror for vardera temperaturen ger en grupp
pa fyra ror.

c. 100 pL fran "37"-roret respektive "4"-roret for varje patientprov. Tva ror for
vardera ger en grupp pa fyra ror.

Tillsatt genast 1,0 mL berett sparamnesreagens till varje ror, inklusive

totalaktivitetsroren. Blanda reagensen genom att forsiktigt vortexa varje ror.

Inkubera alla ror vid rumstemperatur (20-27 °C) i tre timmar.
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9.6

9.7
9.8

Sug bort eller dekantera vatskan i alla ror utom totalaktivitet.

OM INTE LOSNING SOM HAFTAR VID RORVAGGARNA AVLAGSNAS PA
KORREKT SATT KAN MAN FA DALIG REPRODUCERBARHET OCH
FELAKTIGA VARDEN.

Om man véljer att suga bort vatskan maste man se till att plastspetsen pa
sugen vidror botten pa det belagda roret och att all vatska sugs bort.

Om man véljer att dekantera skall man lata réren sta upp och ned och droppa
av i 3-5 minuter. Knacka réren mot absorberande papper for att fa bort all
vidhaftande vatska och vand dem sedan ratt igen.

Rékna alla rér 1 minut i en gammaraknare med fonstret korrekt installt for jod-125.
Berakna resultaten. Se avsnittet Resultat.

10. KVALITETSKONTROLL

En reninaktivitetskontroll medféljer i satsen. Koncentrationsomradet for varje kontroll
rapporteras pa analyscertifikatet och anger granserna som faststallts av DiaSorin for
kontrollovarden som kan erhallas i tillforlitiga analysserier. Kontrollen maste genomga
inkubering for angiotensinbildning innan den kdrs i assayen.

Varje laboratorium bér anvanda kontroller med flera olika nivaer for att folja upp testets
prestanda. Kontrollerna skall behandlas som okanda prov. Man bér kontinuerligt féra in
kontrollvardena i ett diagram for att kunna félja hur val kontrollerna ligger. Lampliga
statistiska metoder skall anvandas for att utvardera trenderna. Varje enskilt
laboratorium bor faststéalla godtagbara prestandagranser.?? 2

11. RESULTAT

141
11.2

1.3

1.4

Anteckna den bundna aktiviteten i CPM for varje ror.

Plotta bunden aktivitet (CPM) for kalibreringslésningarna (lodrat axel) mot
mangden tillsatt angiotensin | (ng) per ror (vagrat axel) pa ett lin-log-papper.

Rita in den kurva som passar bast till punkterna. For ett typiskt exempel pa
matdata hanvisar vi till Tabell I. FIGUR 1 visar en typisk kalibreringskurva.

Ga in pa den lodrata axeln vid CPM-vardet for varje prov och folj en vagrat
linje tills den skar kalibreringskurvan. Fran den punkt dar linjen skar kurvan gar
man ner och ldser av ng angiotensin | pa den vagrata axeln. Bestédm
medelvardena i ng for de bada "37"-réren respektive de bada "4"-réren for
varje prov och kontroll.

12. PLASMARENINAKTIVITETEN (PRA)

121

12.2
123

124

Plasmareninaktiviteten (PRA) uttrycks som ng/mL/h bildat angiotensin |. Utfér
féljande matematiska korrigeringar for att fa fram ng/mL/h:

Subtrahera medelvardet for "4" (bakgrunden) fran medelvardet for "37"
(nybildat):
Netto-ng = "37"-ng - "4"-ng
Volym for provet som testades i réret med beldggning (C): 0,1 mLc¢
Utspadning av provet (S) fran maleatbuffert (B) och hammare (l):
(1,0 mLg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLSIutIig
1,0 mLS 1,00 mLInitiaI

Tid fér angiotensin I-bildningen: 1,5 h
OBS! Om tiden for bildningsinkubationen @ndras, maste denna siffra andras
pa motsvarande satt.
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12.5 Berakning av bildat angiotensin | i maleatbufferten:

0,1mL¢

ng"37"-ng"4" N 1,11mL
1,00 mL

)

PRA=£
1,50

PRA = (7,40/mL/h) x (netto-ng)

Exempel: Plasmaprovet for patient "X":
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/h)

PRA = 2,44 ng/mL/h

TABELL |
Hur man antecknar data
Anviand inte detta diagram for att berdkna okédnda prover

CPM Mangd Slutligt
Ror  Innehall bunden  Angiotensin | PRA
nr. irdren aktivitet (ng/rér) (ng/mL/h)
T1  Totalaktivitet (Berett sparamne) 29242 - -
T2 Totalaktivitet (Berett sparamne) 28992 - -
1 Angiotensin I-blank 0 ng/ror 13617 - -
2 Angiotensin I-blank 0 ng/ror 13048 - -
3 Angiotensin I-kalibreringslésning 0,02 ng/rér 13163 - -
4 Angiotensin I-kalibreringslésning 0,02 ng/rér 12625 - -
5 Angiotensin |-kalibreringslésning 0,08 ng/ror 11305 - -
6 Angiotensin |-kalibreringslosning 0,08 ng/ror 11291 - -
7 Angiotensin I-kalibreringslésning 0,3 ng/rér 6991 - -
8 Angiotensin |-kalibreringslésning 0,3 ng/rér 7110 - -
9 Angiotensin |-kalibreringslésning 1,0 ng/ror 3053 - -
10  Angiotensin I-kalibreringslésning 1,0 ng/ror 3056 - -
11 Angiotensin I-kalibreringslésning 5,0 ng/rér 1307 - -
12 Angiotensin I-kalibreringslésning 5,0 ng/rér 1232 - -
13  Reninaktivitetskontroll, 37 °C 3149 0,97
14 Reninaktivitetskontroll, 37 °C 3053 1,01
medel: 0,99
15 Reninaktivitetskontroll, 4 °C 8674 0,20
16  Reninaktivitetskontroll, 4 °C 8607 0,20
medel: 0,20 5,85
17  Plasmaprov Patient "X", 37 °C 4362 0,41
18 Plasmaprov Patient "X", 37 °C 4459 0,40
medel: 0,41
19 Plasmaprov Patient "X", 4 °C 8546 0,08
20 Plasmaprov Patient "X", 4 °C 8557 0,08
medel: 0,08 2,44
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Typisk kalibreringskurva
Anvind inte detta diagram for att berakna okédnda prov

PM

O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

4 \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

FIGUR 1

13. METODBEGRANSNINGAR
Procedurméssiga

1341

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7
13.8

13.9

Plastpdsen med oanvanda rér med belaggning maste forslutas noggrant och
foérvaras vid 2-27 °C.

Vattennivan maste hallas 6ver ytan pa l6sningen i roren utan att réren borjar
flyta.

Anvandaren maste vara medveten om att felaktiga resultat kan bero pa att
proverna forvarats eller hanterats felaktigt.

Man maste vara mycket noga med att isbadet haller ratt temperatur under
reagensberedning, procedurer med angiotensin av generation | och
assayprocedurer.

Frysta prover skall tinas snabbt till rumstemperatur och blandas omsorgsfullt
innan de pipetteras.

Det har visat sig att heparin hdmmar reninreaktionen i halter pa 5 IE/mL;
foljaktligen bor heparin ej anvandas som koagulationshammande medel i
blodprov dar plasmareninaktiviteten skall analyseras.®

Hemolyserade prover innehaller angiotensinaser och bor ej anvandas.
Publicerade data uppvisade evidens for att man inte kan forutsatta linearitet for
angiotensin I|-bildningen under en forutbestdmd bildningstid, &ven om den ar sa
kort som 30 minuter eller sa lang som 18 timmar.® Avvikelse fran en réat linje kan
vara regel snarare an undantag, aven vid kontrollerad buffring vid vilket pH som
helst. Det kan vara sa att andra faktorer an pH kan paverka lineariteten hos
angiotensin I-bildningen. Tills det gar att kontrollera dessa variabler verkar det
nddvandigt att rakna med en icke-linjar karakteristik.

Icke-korrekta varden for kontrollen kan tyda pa bristande noggranhet vid
pipetteringen, felaktig hantering eller fér gamla reagens. En kalibreringskurva
skall ritas upp for varje kdrning, baserad pa vardena for kalibreringsloésningarna.

Tolkningsmaéssiga

For att tolka assyresultaten korrekt ar det viktigt att ta hansyn till fysiologiska variabler,
som patientens kroppstallining och antingen intaget av natrium eller dygnsutséndringen
av natrium i urinen. Alder, kén och ras &r ocksé viktiga faktorer att ta hansyn till.
Forandringar i PRA kan framkallas av ett spektrum av ldkemedel, t.ex. diuretika,
adrenerga blockerare, vasodilatorer, antihypertensiva, stora doser av progestiner,
angiotensin Il-antagonister, perorala antikonceptionsmedel eller 6strogenbehandling,
samt mineralkortikoidantagonister.

98



Anvéandning av diatrizoat vid exempelvis renografi kan ocksa paverka PRA-vardena. Om
man underlater att ta hansyn till farmakologiska effekter fran patientens lakemedel kan
detta leda till en felaktig tolkning av PRA-vardena. Olika kliniska tillstand, inklusive en
normal graviditet, paverkar ocksd PRA. Dessa faktorer finns sammanfattade i
Oversiktsartiklar av flera forskare.?”-%

14. FORVANTADE VARDEN
Denna PRA-sats har utvarderats av en oberoende forskare och resultaten
sammanfattas i detta avsnitt. Presenterade data &r avsedda som en vagledning for
anvandaren. P& grund av variationerna mellan olika patientpopulationer
rekommenderar vi att anvandarna upprattar egna data (exempelvis ett nomogram for
PRA/. natriumutséndring).

14.1 Effekter av saltintag

Plasmaprover och 24-timmarsurin insamlades fran friska vuxna férsdkspersoner utan
synbar hjartkarl- eller njursjukdom. Varje forsdksperson sattes pa en diet med kant
natrium- och kaliuminnehall. Efter en jamviktningsperiod insamlades plasmaprover for
PRA, och 24-timmarsurinprov. Resultaten fran dessa studier redovisas i TABELL II.
Data delades in i fyra undergrupper baserat pa observerade natriumutséndrings-
varden: saltintag ad libitum (75-150 mEqg/24 h); diet med salttillskott (150 mEq/24 h);
och tva dieter med saltrestriktioner. Under kliniska férhallanden kan man astadkomma
mattliga reduktioner av natriumutséndringen, till 30-75 mEq/24 h. Det lagre intervallet
for natriumutséndring, 0-30 mEqg/24 h, ar ovanligt och kraver strénga restriktioner for
natriumintag. Det forvantade omvanda sambandet mellan PRA och
natriumutséndringen i urin observerades. Eftersom saltmangden i kosten varierar
regionalt, rekommenderar vi att varje enskilt laboratorium tar fram data fér PRA vs.
natriumutsoéndring.

Under den kliniska utvarderingen av denna sats insamlades prov fran ambulanta eller
sjukhusintagna vuxna utan synbar hjartkarl- eller njursjukdom. Dessa patienter fick inta
salt ad libitum och man vidtog inte nagra atgarder for att reglera deras aktiviteter. Alla
prov togs mellan 8:00 och 10:00. Data fran dessa observationer aterfinns i TABELL IlI.
De faller inom det PRA-omrade som iakttogs fér personer med normalt saltintag for
denna population. De hogre vardena for personer intagna pa sjukhus kan tillskrivas de
forandringar i saltintag som foljer med storkdksmat, den stress som sjukhusmiljon
utdvar eller andra, ej faststallda, faktorer.

TABELL II
PRA med restriktioner for saltintag
Na+-utséndring Medelvarde +1 S.D
mEQq/24 h (ng/mL/h)
0-30 16,34 +7,52
30-75 5,91 +1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
TABELL llI

PRA med salt ad libitum

Medelvarde £1 S.D.

(ng/mL/h)
Slumpmassigt utvalda ambulanta normalpersoner 1,67 £ 0,83
Icke-ambulanta normalpersoner 3,30+ 1,85
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14.2 Effekt av kroppsstillning

For en korrekt beddmning av PRA-vardena kravs det att l1dkaren har kdnnedom om
patientens kroppsstallning, eftersom vardena paverkas av denna. Effekten av att resa
sig till stdende efter en natts sémn i liggande stallning framgar av TABELL IV.

TABELL IV
Effekt av kroppsstéllning

Medelvarde £1 S.D.

(ng/mL/h)
Liggande 1,24 + 1,09
Staende 2,63+1,32

14.3 Furosemidstimulering

For en klinisk beddmning av renin-angiotensinsystemet kan det kravas att man mater
PRA-férandringen  efter  stimulering.  Effekten av  furosemid p& renin-
angiotensinsystemet, pavisad som en férandring av PRA, bestdmdes i en studie som
sammanfattas i TABELL V. Det foérelag en signifikant héjning av PRA-vardena vid
furosemidstimulering.

TABELL V
Furosemidstimulering*

Medelvarde +1 S.D.

(ng/mL/h)
Fore stimulering 2,36 +1,23
Efter stimulering 6,92 + 2,76

OBS! En monografi med alla detaljer kring hela utviarderingen kan pa begéaran

erhallas fran var kundtjanst. Monografin innehaller resultat fran féljande studier:
1. urin-aldosteron vs. PRA.

studier av renin i njurvenerna pa patienter med renovaskular hypertension.

PRA-bestdmningar pa anefriska patienter.

PRA-resultat fran patienter pa hemodialys.

reninprofilering av patienter med essentiell hypertension.

5 h efter furosemid, 40 mg p.o.

aphwN

*
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15. SPECIFIKA PRESTANDA

15.1 Analytisk kanslighet

Kalibreringskurvans kanslighet definieras som det lagsta enskilda varde som kan
sarskiljas fran noll. En statistisk uppskattning av den lagsta pavisbara halten
(kansligheten) beréknades med metoden enligt D. Rodbard, (1978),%' for 30 replikat vid
kalibreringskurvans nollpunkt. Den beraknade kansligheten ar 0,018 ng/ror.

15.2 Precision

Den intraseriella precisionen bestdmdes fran medelvardet av 20 samtidiga tester av
varje prov. Den interseriella precisionen bestdmdes fran det genomsnittliga
medelvardet fér dubbelprov vid 20 separata kérningar.

Prov for
intraseriell Antal Medelvarde  Standardavvikelse
precision assayer (ng/mL/h) (ng/mL/h) Variationskoefficient
Plasmapool A 20 1,6 0,16 10,0
Plasmapool B 20 6,2 0,28 4,6
Plasmapool C 20 17,9 1,68 94
Prov for
interseriell Antal Medelvarde  Standardavvikelse
precision assayer (ng/mL/h) (ng/mL/h) Variationskoefficient
Plasmapool A 20 1,6 0,09 5,6
Plasmapool B 20 10,7 0,82 7,6
Plasmapool C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Auviditet

Den berdknade affinitetskoefficienten for satsens antiserum ar cirka 3 x 10 liter/ mol.

15.4 Analytisk specificitet

Data for korsreaktiviteten for det antiserum som anvands i satsen uttrycks som kvoten
mellan koncentrationen av angiotensin | och koncentrationen av det korsreagerande
amnet vid 50 % hamning av maximal bindning.

Férening % korsreaktivitet
Angiotensin | 100
Tetradekapeptid® 0,02
Angiotensin Il <0,03
Angiotensin llI <0,03

* Syntetiskt reninsubstrat.

FOR REFERENSER HANVISAS TILL SISTA SIDAN
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SOUPRAVA GAMMACOAT® PRO RADIOIMUNOANALYTICKE STANOVENI
AKTIVITY RENINU V PLAZME

1.  POUZITI
URCENO PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.
Souprava GammaCoat ['?l] Plasma Renin Activity Radioimmunoassay je uréena ke
kvantitativnimu stanoveni aktivity reninu v plazmé (PRA) radioimunoanalyzou
generovaného angiotenzinu .

2. SOUHRN A VYSVETLENI

Renin, proteolyticky enzym s molekulovou hmotnosti pfiblizné 40 000, je uvolfiovan
juxtaglomerularnimi burikami ledvin. Tento enzym pUsobi v celkovém krevnim obéhu
tak, ze Stépi svlj substrat alfa-2 globulin, syntetizovany v jatrech, za tvorby
dekapeptidu angiotenzinu I.
Angiotenzin | je rychle Stépen aktivitou angiotenzin-konvertujiciho enzymu, hlavné
v plicich, na biologicky aktivni oktapeptid angiotenzin Il. Angiotenzin Il je dale rychle
degradovan na neaktivni peptidové fragmenty enzymy pfitomnymi v plazmé a tkanich,
znamymi jako angiotenzinazy. Metabolicka draha renin-angiotenzinového systému je
popsana nize:

substrat reninu

renin

angiotenzin |

V¥ konvertujici enzym

angiotenzin Il

V¥ angiotenzinazy

neaktivni peptidové fragmenty

Angiotenzin Il ma in vivo extrémné kratky polocas, je vSak nejucinné&j§im znamym
vazopresorem. Angiotenzin Il hraje kliCovou roli v rdznych formach hypertenze i v
regulaci tlaku krve. Kromé toho byl angiotenzin Il prokézan jako hlavni Cinitel majici vliv
na sekreci aldosteronu nadledvinkami.

Technické potize spojené s méfenim hladiny angiotenzinu Il v krvi zpomalily
vSeobecné pfijeti jeho stanoveni v klinickych laboratofich. Protoze hodnoty
angiotenzinu | jsou pfimym dasledkem aktivity reninu v plazmé, stanoveni aktivity
reninu v plazmé bylo vSeobecné pfijato k vyhodnocovani systému renin-angiotenzin pfi
onemocnénich. Méfeni aktivity reninu v plazmé u hypertonikd je dalezitou pomuckou v
diferencialni diagnostice primarniho a sekundarniho aldosteronismu. Ur€eni aktivity
reninu je také vyznamné pfi stanoven prognézy a nejvhodnéjSi terapie uosob s
esencialni hypertenzi.

Byla popséna radioimunoanalyza angiotenzinu | a jeji pouziti jako ukazatele aktivity
reninu v plazmé." Postup pouzity v soupravé GammaCoat pro stanoveni aktivity
reninu v plazmé vychazi z této metody.

3. PRINCIP STANOVENI
Tento postup je zaloZzen na principu kompetitivni vazby v radioimuno-analyze.?
V soupravé GammaCoat ['#I] pro stanoveni aktivity reninu v plazmé metodou RIA je
protilatka imobilizovana na dolni ¢asti vnitfni stény zkumavky GammaCoat. Stanoveni
aktivity reninu v plazmé (PRA) spociva v pocate€ni inkubaci plazmy za tvorby
angiotenzinu | a nasledném kvantitativnim stanoveni angiotenzinu | radioimuno-
analyzou. Tvorba angiotenzinu | v systému s lidskym substratem je fizena:

3.1 hodnotou pH inkuba&ni smési.
3.2  mirou zfedéni plazmy.
3.3  volbou inhibitorti enzym.

3.4 neznamymi faktory v kazdém individualnim vzorku plazmy, napf. koncentraci
substratu reninu.

3.5 dobou inkubace.
3.6 teplotou inkubace.
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4.

Vyvijeci pH

Rychlost vyvijeni angiotenzinu | in vitro je zavisla na pH. Stanoveni touto soupravou
pouziva pro vyvijeni pH 6,0 — obvyklé pH vzork( po pfidani pufru o pH 5,7. Vyhodou
inkubace pfi pH 6,0 misto fyziologické hodnoty pH 7 je dvakrat vyssi rychlost vyvijeni
angiotenzinu | a tomu odpovidajici lepSi citlivost u vzorkd s nizkym obsahem reninu.*
V dusledku této optimalizace mohou byt pouzity krat$i vyvijeci ¢asy.

Volba inhibitorti enzymu

K zablokovani enzymatické pfemény angiotenzinu | na angiotenzin Il a k zabranéni
proteolytického rozkladu bé&hem vyvoje angiotenzinu | Ize pouzit rizné latky.'s"
Inhibitor pouzity v tomto postupu je fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF).

Vliv zfedéni plazmy

Je nutné vyhnout se zfedéni plazmy, protozZe reakce reninu je pfi koncentraci substratu
reninu, ktera obvykle existuje v plazmé, zavisla na substratu. Vliv zfedéni substratu Ize
pozorovat ve vSech fazich vyvijeni a pfi vy$Sich fedénich je vyrazné;si.*

Vyvijeci doba

Pro stanoveni enzymatické aktivity je nutné zvolit nejkratSi prakticky pouzitelnou dobu,
aby bylo zajisténo nejpfesnéjSi ureni pocate¢ni rychlosti reakce a minimalizovana
spotfebu substratu. Za pouziti optimalizovanych podminek vyvijeni angiotenzinu | pfi
pH 6,0 je radioimunoanalyza angiotenzinu | dostatec¢né citliva na to, aby umoznila
stanoveni aktivity reninu v plazmé.

Metoda soupravy GammaCoat pro stanoveni aktivity reninu v plazmé nabizi snizeni
vyvijeci doby, protoze vzorek plazmy je minimaliné Fedén, pufrovan pfi
optimalizovaném pH a zpracovavan s inhibitorem, ktery je pfi zvolené hodnoté pH
ucinny. Bylo navrZeno, Ze vzorky s nizkou hladinou analytu mohou byt kvantitativné
stanoveny po vyvijeni trvajicim osmnact hodin.*

Trvani radioimunoanalyzy

Metoda soupravy GammaCoat pro stanoveni aktivity reninu vplazmé pouziva
radioimunoanalyzu s inkubaci trvajici tfi hodiny. Vysledky jsou znamé téhoz pracovniho
dne.

CINIDLA DODANA V SOUPRAVE

Zkumavky s nanesenym krali€¢im antisérem 1 sacek/ 5 sacku/

proti angiotenzinu |

Reakéni pufr pro stanoveni angiotenzinu (11 x)
Maleatovy pufr pro vyvijeni angiotenzinu
PMSF pro angiotenzin

Kontrolni vzorek aktivity reninu

100 zkumavek
1 lahvi¢ka/10 ml
1 lahvi¢ka/5 ml
1 lahvi¢ka/1 ml
1 lahvi¢ka/3 ml

100 zkumavek
5 lahvicek/10 ml
3 lahvi€ky/5 ml
2 lahvicky/1 ml
2 lahvi€ky/3 ml

Kalibra¢ni roztoky angiotenzinu (A-F) 6 lahvicek/2 ml 12 lahvi¢ek/2 ml
Znaceny angiotenzin (tracer) 2 lahvi€ky/5 ml 10 lahvicek/5 ml
Pocet testl 100 500

UCHOVAVANI: Po pfijeti je nutné soupravu uchovavat pfi teploté 2 - 8 °C. Po otevfeni
uchovavejte véechna ¢inidla podle nize uvedenych doporuéeni. Cinidla nelze pouzit po
uplynuti data exspirace uvedeného na Stitku. Datum exspirace soupravy je uvedeno na
vnéjsim Stitku a odpovida datu exspirace znacené slouceniny.

Cinidla z riiznych $arzi se nesmi navzajem kombinovat.

4.1 ['*I] znaéeny angiotenzin | (tracer): lyofilizované ¢inidlo

Obsah lahvicky s ['?°I] znaCenym angiotenzinem | rekonstituujte pfidanim 5 ml
precisténé vody. Dobfe promichejte prevracenim lahvi¢ky nebo jemnym michanim na
vortexu. Obsah dvou lahvi¢ek se znacenou latkou pfidejte do 100 ml reakéniho pufru.
Cinidlo se znagenou latkou v pufru je pfi teploté 2 - 8 °C stabilni do data exspirace
soupravy. Po rekonstituci obsahuje kazda lahvi¢ka pfiblizné 1 pCi znacené latky
(<1 pg/ml angiotenzinu 1) v 5 ml fosfatem pufrovaného fyziologického roztoku
obsahujiciho hovézi sérovy albumin s pfidavkem thimerosalu jako konzervaéni latky.
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4.2 Zkumavky s nanesenym krali¢im antisérem proti angiotenzinu I: ¢inidlo
pfipravené k pfimému pouziti

Zkumavky o rozmérech 12 x 75 mm jsou potazeny vrstvou krali¢iho antiséra proti
angiotenzinu | (titr <1 pg/zkumavku) a zabaleny do plastikového sacku. Uchovaveijte pri
teploté 2 - 27 °C.

4.3 Koncentrat reakéniho pufru pro stanoveni angiotenzinu (11 x):
koncentrované Einidlo

Cely obsah lahvi¢ky s koncentratem reakéniho pufru pfidejte do 100 ml precisténé
vody a dikladné promichejte. Kazda lahvi¢ka obsahuje 10 ml fosfatového pufru s
pfidavkem 0,1 % azidu sodného jako konzervaéni latky.

4.4 Maleatovy pufr pro vyvijeni angiotenzinu: ¢inidlo pfipravené k pfimému pouziti
Kazda lahvicka obsahuje 5 ml maleatového pufru, sodnou stl EDTA, neomycin-sulfat a
inertni modré barvivo s pfidavkem 0,1 % azidu sodného jako konzervaéni latky. Dojde-
li béhem prepravy ke tvorbé krystalkl, je mozné lahvicku zahfivat na 37 °C, dokud se
krystalky nerozpusti.

4.5 Fenylmethylsulfonylfluorid pro angiotenzin: cinidlo pfipravené k pfimému
pouziti

Kazda lahvi¢ka obsahuje 1 ml fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF) v ethanolu.

4.6 Kontrolni vzorek aktivity reninu: lyofilizované ¢inidlo

Pfed pouzitim rekonstituujte pfipipetovanim 3,0 ml precisténé vody o teploté 2 - 8 °C.
Lahvicku nechejte 10 minut vledové lazni a jemné zamichejte vortexem nebo
promichejte krouzivym pohybem lahvicky, aby se obsah upIné rozmichal. Rozdélte na
alikvotni ¢asti po 1,0 ml do pfedem vychlazenych sklenénych nebo plastovych
zkumavek. Tésné uzavrete a uchovavejte pfi teploté -20 °C. Je-li stanoveni provadéno
v dobé rekonstituce, muzete jeden alikvotni dil ponechat v ledové lazni nebo chlazeny
pfi2-8°C.

Rekonstituovany kontrolni vzorek musi byt uchovavan zmrazeny pfi teploté -20 °C a je
stabilni minimalné dvou mésice. Rozmrazeni musi byt provedeno v ledové Iazni nebo
v chladni¢ce pfi 2 - 8 °C a rekonstituovany kontrolni vzorek nesmi byt po rozmrazeni
Znovu zmrazen.

PFfi opakované analyze zmrazené plazmy po ruznych dobach skladovani byly
pozorovany zmény PRA."%2° Proto muze pouziti ulozené zmrazené plazmy jako
kontrolni vzorek pfi stanoveni PRA vést k nespolehlivym vysledkdm. Kontrolni vzorek
aktivity reninu je pouzivan rutinné béhem vyvoje angiotenzinu | i pfi radioimunoanalyze
a slouzi tak jako spolehlivy ukazatel fizeni jakosti pro celé stanoveni. DalSi informace
najdete v &asti Rizeni jakosti.

Po rekonstituci obsahuje kazda lahvicka 3 ml zpracované lidské plazmy s 0,1 % azidu
sodného.

4.7 Kalibracni roztoky angiotenzinu (A-F): lyofilizované cCinidlo

POZNAMKA: Slepy vzorek a kalibradni roztoky se pouzivaji pouze v radioimunoanalytické
¢asti a nesmi projit fazi vyvijeni angiotenzinu I.

Obsah kazdé lahvi¢ky rekonstituujte ve 2,0 ml pfecisténé vody a pred pouzitim dobie
promichejte. Slepy vzorek a kalibraéni roztoky pak musi byt pfed stanovenim chlazeny
v ledové lazni. Mohou byt uloZeny pfi teploté 2 - 8 °C po dobu maximalné dvou tydnu a
pfi -20 °C pro dlouhodobégjsi skladovani.

Po rekonstituci obsahuje kazda lahvicka 2 ml angiotenzinu | a BSA ve fosfatem
pufrovaném fyziologickém roztoku. Kalibra¢ni roztoky jsou kalibrovany v koncentracich
0; 0,2; 0,8; 3,0; 10,0 a 50,0 ng/ml. Kalibraéni roztoky aktivity reninu v plazmé
spole¢nosti DiaSorin jsou kalibrovany pomoci aktualni vyrobni primarni $arze.
Kalibraéni roztoky soupravy vykazuji zaménitelnost se vzorky pacientli, pokud jsou
pouzivany s c¢inidly a pracovnimi postupy tohoto diagnostického testu in vitro dle
uvedenych doporuceni.
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5. VAROVANI A ZVLASTNi OPATRENI
URCENO PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.
Neni uréeno pro vnitfni ani vnéjSi pouziti u lidi ani zvifat.
CINIDLA OBSAHUJI MATERIAL LIDSKEHO PUVODU.
Nakladejte s nimi, jako by byla potencialné infekéni.
Kazda jednotka séra/plazmy jednoho darce, pouzitéd pfi pfipravé tohoto vyrobku, byla
testovana metodou schvalenou FDA USA a bylo zjiténo, Ze je nereaktivni na pfitomnost
HbsAg, protilatek proti HCV a protilatek proti HIV1/2. Ackoli jsou tyto metody velmi pfesné,
nezarucuji, ze budou detekovany vSechny infikované jednotky. Tento vyrobek muze
obsahovat také dal$i material lidského pdvodu, pro ktery neexistuje schvaleny test.
Vzhledem k tomu, Ze Zadna znama testovaci metoda nemuze nabidnout Uplnou jistotu, ze
vyrobek neobsahuje virus hepatitdy B, virus hepatitdy C (HCV), virus lidské
imunodeficience (HIV) ani dalSi infekéni agens, je nutné se vSemi vyrobky, které obsahuiji
material lidského plvodu, nakladat v souladu se spravnou laboratorni praxi a pouzivat
vhodna bezpec¢nostni opatfeni popsana v manualu stfedisek pro kontrolu a prevenci
onemocnéni ¢i narodnich Ustavld zdravi ,Biologicka bezpec¢nost v mikrobiologickych a
biomedicinskych laboratofich* (Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories),
4. vydani, kvéten 1999, nebo aktualni vydani.

CINIDLA OBSAHUJICI AZID SODNY

UPOZORNENI: Né&ktera &inidla v této soupravé obsahuji azid sodny. Azid sodny mizZe
reagovat s olovem nebo médi v potrubi a vytvaret vysoce vybusné azidy kovua. PFi
likvidaci splachnéte velkym mnozZstvim vody, zabranite tak usazovani azidu. DalSi
informace naleznete v dokumentu ,Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts” v pfiruéce Manual Guide-Safety Management No. CDC-22
vydané Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976.

Véty popisujici charakter nebezpeénosti chemickych latek Evropského
spolecenstvi (R véty) (smérnice Rady 1999/45/ES)

R20/21/22 - Zdravi $kodlivy pfi vdechovani, styku s kizi a pfi poziti.

R32 - Uvolfiuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S28 - P¥i styku s kdizi okamzité omyjte velkym mnozstvim vody.

CINIDLA OBSAHUJICi THIMEROSAL

Néktera Cinidla v této soupravé obsahuji thimerosal, ktery obsahuje slou€eninu rtuti. PFi
likvidaci kovové rtuti, anorganickych sloucenin rtuti, oxidd rtuti a dal$ich slou¢enin rtuti
museji byt pfisné dodrzovany vSechny mistni a statni predpisy.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo,
Ze zplsobuje vrozené vady nebo dal$i reprodukéni poskozeni.

Véty popisujici charakter nebezpecnosti chemickych latek Evropského
spolecenstvi (R véty) (smérnice Rady 1999/45/ES)

Cinidla obsahuijici ethanol

R11 - Vysoce hoflavy.

S7 - Uchovavejte obal tésné uzavreny.

S16 - Uchovavejte mimo dosah zdroju zapaleni - zakaz koureni.

Cinidla obsahujici PMSF

R22 - Zdravi $kodlivy pfi poziti.

R36/38 - Drazdi oci a kuzi.

S45 - V pfipadé nehody, nebo necitite-li se dobfe, okamzité vyhledejte Iékafskou
pomoc. (je-li mozno, ukazte toto oznaceni).

Cinidla obsahujici hydroxid draselny

R35 - ZpUsobuje tézké poleptani.

S26 - Pri zasazeni o¢i okamzité dikladné vyplachnéte vodou a vyhledejte Iékafskou
pomoc.

S37/39 - Pouzivejte vhodné ochranné rukavice a ochranné bryle nebo oblicejovy Stit.
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CINIDLA OBSAHUJICI JOD 125

Tato souprava obsahuje radioaktivni materidly, jejichz mnozstvi nepfevySuje 2 pCi
(74 kBq — souprava CA-1533) nebo 10 pCi (370 kBq — souprava CA-1553) jodu 125.
PFi skladovani, manipulaci a likvidaci tohoto materialu je nutné dodrzovat odpovidajici
bezpecnostni opatfeni a postupy spravné laboratorni praxe.

Pro Iékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:

Tento radioaktivni material mohou obdrzet, nabyvat, viastnit a pouzivat pouze Iékafi,
veterinafi, ktefi vykonavaji veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to
pouze pro ucely klinickych nebo laboratornich testd in vitro, pfi nichz neni material ani
zareni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitfné ani vnéj$né lidem ani zvifatim. Jeho
obdrzeni, nabyti, drZzeni, uzivani a preprava podléhaji predpisim a obecné licenci.
Komise pro dohled nad jadernou bezpecnosti USA (U.S. Nuclear Regulatory
Commission) nebo statu, s nimz komise uzaviela dohodu o vykonu regulaéni
pravomoci.

1. Skladovani radioaktivniho materialu musi byt omezeno pouze na uréeny prostor.

2. Pristup k radioaktivnimu materidlu musi byt omezen pouze na pracovniky
s pfisluSnym opravnénim.

3. Radioaktivni material nepipetujte Usty.

4. P¥i praci v prostorech ur€enych k praci s radioaktivnim materidlem nejezte ani
nepijte.

5. V pfipadé rozliti je nutno material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo
roztokem pro radiologickou dekontaminaci. VeSkeré pouzité sklo se musi pfed
mytim s jinym laboratornim sklem dikladné umyt vodou.

Pro Iékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci konkrétni licence:
Prijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich materiald podléha predpisim a
podminkam konkrétni licence.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo,
Ze zpusobuje rakovinu.

POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci se mohou mirné lisit od
hodnot uvedenych na Stitku vnéjSiho obalu a na Stitku lahvi¢ky se znacenou latkou.
Stitek vnajsiho obalu a lahvigky se zna&enou latkou oznaduje mnoZstvi radioaktivity k
datu kalibrace; pfibalova informace oznacuje teoretickou radioaktivitu soupravy.

6. ODBER A PRIPRAVA VZORKU
Vzhledem k dennimu kolisani uvolfiovani reninu je aktivita reninu v plazmé nejvyssi
rano a vzorky je nutné odebirat pravidelné v tuto dobu.'®'® Vzorek krve ze zily je
odebiran asepticky do evakuované sklenéné zkumavky obsahujici EDTA. Vzorky Ize
odebirat, pfepravovat a odstfedovat pfi pokojové teploté. Krev mize pred centrifugaci
stat pfi pokojové teploté az Sest hodin bez vyznamné akumulace angiotenzinu I.
Po centrifugaci krve Ize plazmu uchovavat zmrazenou az do provedeni stanoveni.
Vzorky mohou byt zmrazené pfi teploté -20 °C az jeden mésic. Zabrarite opakovanému
zmrazovani a rozmrazovani vzorkl, k némuz by mohlo dochazet v mraznickach
s automatickym odmrazovanim. Zmény PRA byly pozorovany pfi ulozeni pfi 2 - 8 °C i
pfi del$im ulozeni pfi -20 °C.20.- 2!
Zmrazené vzorky pfed stanovenim rychle rozmrazte na pokojovou teplotu.
Nepouzivejte hemolyzované, lipemické nebo ikterické vzorky ani vzorky s pfidavkem
citratu. Nepouzivejte jako antikoagulacni latku heparin. DalSi opatfeni a informace
uvadi ¢ast Omezeni postupu.

7. POTREBNE MATERIALY, KTERE NEJSOU SOUCASTi DODAVKY
71 Precisténa voda.
7.2 Vodni lazen s konstantni teplotou 37 + 2 °C.
7.3 Vodni lazen s ledem.
7.4 Volumetrické pipety (1, 2, 3 a 5 ml).
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7.5
7.6
7.7
7.8
7.9
7.10
7.1
7.12

Odmeérny valec (100 ml).

Presné pipety (10, 100, 500 a 1 000 pl).

Cita& gama zéafeni.

Plastové nebo sklenéné zkumavky, 12 x 75 mm (pro vyvijeni angiotenzinu I).
Stojany na zkumavky.

Michacka ,vortex” (volitelna).

Vodni vyvéva (volitelna).

Savy papir potazeny na rubu plastem nebo podloZeny plastem (volitelny).

8. VYVIJENi ANGIOTENZINU I

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Pfeneste 1,0 ml plazmy do sklenéné nebo plastikové zkumavky bez
nanesené vrstvy, oznacené identifikacnim Cislem a indexem 37.

Pridejte 10 pl roztoku PMSF a 100 pl maleatového vyvijeciho pufru
(pH 6,0) do kazdého 1,0 ml alikvotniho dilu z kroku 1. Dobfe promichejte a
vlozte do ledové l4zné.

Pfeneste 500 pl plazmy z kroku dvou do pfislusné vychlazené zkumavky
oznacené indexem 4.

Radu zkumavek s indexem 37 dejte do vodni lazné o teploté 37 °C. Radu
zkumavek s indexem 4 uchovavejte v ledové lazni. Nechejte probihat vyvijeni
v maleatovém pufru po dobu 90 minut.

Bylo navrhovano, Ze pacientské vzorky s hodnotami PRA nizSimi nez
1,0 ng/ml/h mohou byt vyvijeny inkubaci trvajici osmnact hodin a pak znovu
stanoveny.* Vypocty je nutné odpovidajicim zplsobem pfizpusobit jakékoli
zméneé vyvijeci doby.

Na konci vyvijeci doby pfeneste fadu vzorku sindexem 37 bud do ledové
lazné, ma-li byt stanoveni provedeno okamzité, nebo do mrazni¢ky spole¢né s
fadou vzorkl s indexem 4, jejichZ stanoveni bude provedeno v budoucnosti.

9. POSTUP STANOVENI
Soucasti postupu stanoveni je pfiprava kalibraéni kfivky, ze které je interpolaci
zjiStovan neznamy obsah angiotenzinu | v fadé vzorkd s indexem 37 i v fadé vzorku
s indexem 4. Pozadi (fada s indexem 4) je pak odecteno od odpovidajicich vyvijenych
vzorkud s indexem 37.

9.1 Pred pouzitim vytemperujte ¢inidlo se znacenou latkou v pufru na teplotu okoli
a dobfe je promichejte Slepy vzorek a kalibracni roztoky i vyvijeny kontrolni
vzorek a vyvijené vzorky od pacientll uchovavejte vledové lazni a pred
pouzitim je dobfe promichejte.

9.2 Sadu zkumavek GammaCoat oznacte ve dvou paralelach podle nasledujiciho
schématu. U nékterych programl pro redukci dat mohou byt potfebné
zkumavky pro celkovy pocet impulz( [T1,T2] a zkumavky By [1, 2]; Ize je vSak
vynechat, je-li kalibra¢ni kfivka vynesena na semilogaritmicky papir.2-2

Pismeno Angiotenzin |
Zkumavka ¢. Obsah zkumavek kodu (ng/0,1 ml)

T1,T2  Celkovy pocet impulzl (znacena latka v pufru)

1,2  Slepy vzorek angiotenzinu | 0 ng/ml A 0

3,4  Kalibra¢ni roztok angiotenzinu| 0,2 ng/ml B 0,02

5,6  Kalibra¢ni roztok angiotenzinul 0,8 ng/ml C 0,08

7,8 Kalibra¢ni roztok angiotenzinu| 3,0 ng/ml D 0,30

9,10  Kalibra¢ni roztok angiotenzinu| 10,0 ng/ml E 1,0
11,12  Kalibraéni roztok angiotenzinu | 50,0 ng/ml F 5,0

13,14  Kontrolni vzorek yctivity reninu, vyvijeni pfi 37 °C
15,16  Kontrolni vzorek yctivity reninu, vyvijeni pfi 4 °C
17,18  Pacient ,X“, vyvijeni pfi 37 °C

19, 20 Pacient X", vyvijeni pfi 4 °C
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9.3 Do pfislusnych dvou paralelnich zkumavek napipetujte:
a. 100 pl slepého vzorku angiotenzinu | nebo kalibraéniho roztoku.
b. 100 pl sady kontrolnich vzorku aktivity reninu, vyvijeni ,37¢ a ,4“ do
pFislusné skupiny 4 zkumavek.
c. 100 pl sady pacientskych vzork(, vyvijeni ,37“ a ,4“, do pfislusné skupiny
4 zkumavek.

9.4 Okamzité pridejte do kazdé zkumavky 1,0 ml Cinidla se znacCenou latkou
v pufru, véetné zkumavek na celkovy podet impulzd. Cinidla jemné zamichejte
na michacce vortex.

9.5 Inkubujte vSechny zkumavky po dobu tfi hodin pfi pokojové teploté (20 — 27 °C).

9.6 Odsajte nebo dekantujte vSechny zkumavky kromé zkumavek na celkovy
pocet impulzu.

POKUD NEODSAJETE ULPENY ROZTOK DOSTATECNE, MUZE SE SNIZIT
REPRODUKOVATELNOST A VYSLEDKY MOHOU BYT ZKRESLENE.

Pokud pouzivate techniku odsavani, dbejte na to, aby se plastova Spicka
odsavaci trubiCky dotykala dna zkumavky s nanesenou vrstvou a aby byla
odstranéna veskera kapalina.

Pokud pouzivate techniku dekantace, nechejte vS8echny zkumavky odkapat v
obracené poloze po dobu 3 az 5 minut. Nez zkumavky vratite do vzpfimené
polohy, vyklepejte je na savy filtracni papir, abyste odstranili v§echnu ulpénou
kapalinu.

9.7 Zméfte vSechny zkumavky v ¢&itaci impulzi gama zafeni po dobu jedné minuty
s nastavenim detekéniho okna vhodnym pro jod 125.

9.8 Vypoctéte vysledky. Viz odstavec Vysledky.

10. RIZENIi JAKOSTI

V soupravé je dodan jeden kontrolni vzorek aktivity reninu. Rozmezi koncentraci
kazdého kontrolniho séra je uvedeno na osvéd€eni o analyze a predstavuje limity
stanovené spolecnosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich sér, které Ize ziskat pomoci
spolehlivych stanoveni. Pfed stanovenim musi kontrolni vzorek projit vyvijenim.

Kazda laboratof musi do stanoveni zaradit kontrolni vzorky o nékolika hladinach a
sledovat tak funkéni charakteristiku stanoveni. S kontrolnimi vzorky je nutno zachazet
jako s neznamymi vzorky. Pro sledovani funkéni charakteristiky kontrolnich vzorkd se
musi uchovavat grafy fizeni jakosti. Je tfeba vyhodnocovat trendy pomoci vhodnych
statistickych metod. Pfipustné meze funkéni charakteristiky je nutné zjistit v kazdé
jednotlivé laboratofi individualné.?> 2

11. VYSLEDKY

111 Zaznamenejte pocet impulzd za minutu (CPM) materidlu navazaného na
kazdou zkumavku.

11.2  Na semilogaritmicky papir vyneste CPM navazaného materialu pro kalibraéni
roztoky angiotenzinu | (svisla osa) proti mnozstvi angiotenzinu | pfidaného na
zkumavku v nanogramech (ng) (vodorovna osa).

11.3  Prolozte body kfivkou, ktera nejlépe odpovidd naméfenym bodim. Typicka
data uvadi TABULKA 1. Typicka kalibrac¢ni kfivka je znazornéna na obr. 1.

11.4  Na svislé ose najdéte CPM materialu navazaného na kazdou zkumavku, ktery
odpovida kazdému vzorku, a vedte vodorovnou pfimku protinajici kalibracni
kfivku. V pruseciku odectéte na vodorovné ose odpovidajici mnozstvi
angiotenzinu | v ng. Pro kazdy vzorek a kontrolni vzorek vypocitejte prGmérné
mnozstvi v ng pro ,37“ a prumérné mnozstvi v ng pro ,4“.

12. AKTIVITA RENINU V PLAZME (PRA)

Aktivita reninu v plazmé (PRA) je vyjadfena jako mnozstvi angiotenzinu | v ng
vyvinutého za hodinu v 1 ml (ng/ml/h). Pro ziskani hodnoty v ng/ml/h se provedou
nasledujici matematické upravy:

121 Od pramérné hodnoty vzorkd s indexem ,37“ (vyvijené) odectéte primérnou
hodnotu ,4“ (pozad).
Cisté ng = ng ,37“ — ng ,4"
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12.2
12.3

124

12,5

Objem vzorku stanoveného ve zkumavce s nanesenou vrstvou (C): 0,1 mic
Redéni vzorku (S) vyvijecim pufrem (B) a inhibitorem (1):
(1,0 mlg + 0,1 mig) + 0,01 ml, 1,11 mikoneene
1,0 mlg "~ 1,00 Mipogatecni

Doba vyvijeni angiotenzinu I: 1,5 hodiny
POZNAMKA: Je-li doba vyvijeni zmé&néna, musi byt odpovidajicim zpisobem
zménéno i toto &islo.
Vypocet vyvijeni v maleatovém pufru:

ng"37"-ng"4" 1,11mL

X
0,1mL 1,00 mL
PRA = c

1,5hr

PRA = (7,40/ml/h) x (Cisté ng)
Priklad: Vzorek plazmy pacienta X"
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/ml/h)
PRA = 2,44 ng/ml/h
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TABULKAI

Zaznam dat
Nepouzivejte k vypoctu hodnot neznamych vzorku
Hladina PRA
Zkumavka Obsah CPM  angiotenzinu | Finalni
¢ zkumavek Vazané (ng/zkumavku)  (ng/ml/h)
T1 Celkovy pocet impulzt (znacena latka 29242 - -
v pufru)
T2 Celkovy poéet impulzl (znacena latka 28992 - -
v pufru)
1 Slepy vzorek 0 ng/zkumavku 13617 - -
angiotenzinu |
2 Slepy vzorek 0 ng/zkumavku 13048 - -
angiotenzinu |
3 Kalibraéni roztok 0,02 ng/zkumavku 13163 - -
angiotenzinu |
4 Kalibraéni roztok 0,02 ng/zkumavku 12625 - -
angiotenzinu |
5 Kalibraéni roztok 0,08 ng/zkumavku 11305 - -
angiotenzinu |
6 Kalibraéni roztok 0,08 ng/zkumavku 11291 - -
angiotenzinu |
7 Kalibraéni roztok 0,3 ng/zkumavku 6991 - -
angiotenzinu |
8 Kalibraéni roztok 0,3 ng/zkumavku 7110 - -
angiotenzinu |
9 Kalibraéni roztok 1,0 ng/zkumavku 3053 - -
angiotenzinu |
10 Kalibraéni roztok 1,0 ng/zkumavku 3056 - -
angiotenzinu |
1 Kalibraéni roztok 5,0 ng/zkumavku 1307 - -
angiotenzinu |
12 Kalibraéni roztok 5,0 ng/zkumavku 1232 - -
angiotenzinu |
13 Kontrolni vzorek aktivity reninu, 37 °C 3149 0,97
14 Kontrolni vzorek aktivity reninu, 37 °C 3053 1,01
Pram: 0,99
15 Kontrolni vzorek aktivity reninu, 4 °C 8674 ,20
16 Kontrolni vzorek aktivity reninu, 4 °C 8 607 0,20
Pram: 0,20 5,85
17 Vzorek plazmy pacienta ,X*, 37 °C 4 362 ,
18 Vzorek plazmy pacienta ,X“, 37 °C 4 459 040
Pram: 0,41
19 Vzorek plazmy pacienta ,X*, 4 °C 8 546 0,08
20 Vzorek plazmy pacienta ,X*, 4 °C 8 557 0,08
Prim: 0,08 2,44
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Typicka kalibraéni kfivka
Nepouzivejte k vypoctu hodnot neznamych vzorku

\ Patlsnt X", 4C

15,000

M

o
O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥
Patient "X*, 37°C

/

/ \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

OBRAZEK 1

13. OMEZENi POSTUPU

Proceduralni

13.1  P¥i skladovani nepouzitych zkumavek je tfeba peclivé uzavfit plastovy sacek
se zkumavkami s nanesenou vrstvou a uchovavat ho pfi teploté 2 - 27 °C.

13.2 Hladina vody (v lazni) musi byt udrzovana nad hladinou roztoku ve
zkumavkach, aniz by bylo zkumavkam umoznéno plavat.

13.3  Uzivatel si musi byt védom, Ze nespravné vysledky mohou byt zpusobeny
nespravnou manipulaci se vzorky pacientu.

13.4  Béhem pfipravy &inidla, vyvijeni angiotenzinu | a v pribéhu stanoveni je nutné
vénovat zvySenou pozornost udrzovani teploty vody s ledem.

13.5 Pred pipetovanim by mély byt zmrazené vzorky rychle rozmrazeny na
pokojovou teplotu a dikladné promichany.

13.6  Bylo pozorovano, Ze heparin v koncentracich 5 IU/ml inhibuje reakci reninu, a
proto ve vzorcich krve, v nichz ma byt stanovena aktivita reninu v plazme,
nesmi byt pouzivan jako antikoagulaéni latka heparin.®

13.7 Hemolyzované vzorky obsahuji angiotenzinazy a nelze je pouzit.

13.8 Publikované udaje prokazaly, Ze nelze predpokliadat linearitu vyvijeni
angiotenzinu | béhem predem stanovené vyvijeci doby, dokonce ani béhem
velmi kratké (30 minut) ¢i velmi dlouhé doby (az 18 hodin).® Odchylka od
linearity muze byt spiSe pravidlem nez vyjimkou dokonce za podminek
fizeného pufrovani pfi jakémkoli pH. Je mozné, Ze linearitu vyvijeni
angiotenzinu | mohou ovlivhovat faktory jiné nez pH. Dokud nebudou takové
proménné veli¢iny skutec¢né regulovatelné, bude pravdépodobné nutné
predpokladat nelinearni charakteristiky.

13.9  Pokud nelze dosahnout pfislusnych vysledkl u kontrolnich vzorkd, mize to byt
znamka nepfesné manipulace, nespravného zachazeni nebo rozkladu cinidel.
Pro kazdy béh stanoveni musi byt urCena kalibraéni kfivka zalozena na
pfiméfenych hodnotach ziskanych pro kalibra¢ni roztoky.

Interpretacni

Pro spravnou interpretaci vysledkd stanoveni ma zasadni vyznam, aby byly brany
v Uvahu fyziologické parametry, jako je poloha pacienta a bud pfijem sodiku, nebo
vylu€ovani sodiku moéi za 24 hodin. Vék, pohlavi a rasa jsou téz dulezité faktory ke
zvazeni.
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Zmény PRA mohou byt zplsobeny Sirokym spektrem IéCiv, jako jsou diuretika,
adrenergni blokatory, latky s vazodilatacnimi uCinky, antihypertenziva, velké davky
progestinli, antagonisté angiotenzinu |l, podavani peroralnich kontraceptiv nebo
estrogen( a antagonisté mineralokortikoidd. Uziti diatrizoatu pouzivaného pfi renografii
muize také ovlivnit hodnoty PRA. Neni-li bran v ivahu farmakologicky vliv pacientem
uzivanych lékd, mize to vést k chybné interpretaci hodnot PRA.

PRA je ovliviiovana rtznymi klinickymi stavy v€etné normalniho té&hotenstvi. Tyto
faktory byly struéné nastinény v prehlednych ¢&lancich publikovanych riznymi
autory.?7-30

14. PREDPOKLADANE HODNOTY
Klinické hodnoceni této soupravy pro stanoveni PRA bylo provedeno nezavislym
zkousSejicim a vysledky jsou struéné shrnuty v této ¢asti. Uvedené Udaje maji slouzit
jako voditko uZivateli této soupravy. Vzhledem k variabilit¢ populace pacientl
doporu¢ujeme uzivatelim, aby si urcili sva vlastni data (napf. nomogram PRA vs.
vylu€ovani sodiku).

14.1 Vliv pfijmu soli

Normalnim dospélym subjektim bez zjevnych kardiovaskularnich onemocnéni nebo
nemoci ledvin byly odebrany vzorky plazmy a mo¢i shromazdéné za 24 hodin. Kazdy
subjekt dodrzoval dietu 0 znamém obsahu sodiku a drasliku. Po ekvilibraénim obdobi
byly odebrany vzorky plazmy na stanoveni PRA a vzorky moci shromazdéné za
24 hodin. Vysledky t&chto studii jsou uvedeny v TABULCE IlI. Udaje byly rozdéleny do
Ctyf podskupin podle zjisténého rozsahu vylu€ovani sodiku: pfijem soli podle libosti
(75 - 150 mEq/24 h); dieta s pfidavkem soli (150 mEqg/24 h) a dvé diety s omezenim
pfijmu soli. Za béznych klinickych podminek je mozné dosahnout mirného snizeni
vyluéovani sodiku na 30 - 75 mEg/24 h. Vylucovani sodiku v niz§im rozsahu,
0-30 mEqg/24 h, je neobvyklé a vyZaduje silné omezeni pfijmu sodiku. Byla zjiSténa
predpokladana nepfimo umérna zavislost PRA na vylu€ovani sodiku moci. Protoze
obsah soli v dieté kolisa v zavislosti na regionu, doporucuje se, aby si jednotlivé
laboratore vypracovaly vlastni udaje o PRA vs. vylu€ovani sodiku.

V prabéhu klinického hodnoceni této soupravy byly odebrany vzorky ambulantnim
nebo hospitalizovanym dospélym bez zjevnych kardiovaskularnich onemocnéni nebo
nemoci ledvin. Tyto subjekty pfijimaly stl ad libitum a nebyla Zadna snaha Fidit jejich
aktivity. V8echny vzorky byly odebirany mezi 8:00 aZ 10:00. Udaje z t&chto pozorovani
jsou uvedeny v TABULCE Ill. Spadaji do rozmezi PRA zméfeného u subjektl
s pfijmem soli normalnim pro tuto populaci. Vy$§i hodnoty hospitalizovanych subjektt
lze pfipsat zménam obsahu soli v potravé danym ustavni stravou, stressu
indukovanému nemocniénim prostfedim nebo jinym nezjisténym faktorim.

TABULKAII
PRA u omezeného pfrijmu soli
Vylu€ovani Na+ Stfedni hodnota +1 S.D.
mEQg/24 h (ng/ml/h)
0-30 16,34 +7,52
30-75 5,91+ 1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
TABULKAIIII

PRA u pfijmu soli podle libosti

Strfedni hodnota £1 S.D.

(ng/ml/h)
Nahodilé normalni ambulantni subjekty 1,67 £ 0,83
Neambulantni normalini subjekty 3,30+ 1,85
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14.2 Vliv polohy

Pfesné hodnoceni hodnot PRA zavisi na lékafové znalosti télesné polohy subjektu,
nebot hodnoty PRA jsou ovliviiovany télesnou polohou. Uginek zaujmuti vzpfimeného
postoje po noci spanku vleze naznak ukazuje TABULKA IV.

TABULKA IV
Vliv polohy
Stfedni hodnota +1 S.D.
(ng/ml/h)
Subjekty lezici naznak 1,24 + 1,09
Vzpfimené subjekty 2,63 +1,32

14.3 Stimulace furosemidem

Klinické zhodnoceni stavu systému renin-angiotenzin si mize vyzadat vyhodnoceni
zmény PRA po stimulaci. Byl stanoven G¢inek furosemidu na systém renin-angiotenzin,
jak byl detekovan zménami PRA. Vysledky studie jsou shrnuty v TABULCE V. P¥i
stimulaci furosemidem doslo k vyznamnému naristu hodnot PRA.

TABULKA V
Stimulace furosemidem*

Stfedni hodnota +1 S.D.

(ng/ml/h)
Pfed stimulaci 2,36 £ 1,23
Po stimulaci 6,92 +2,76

POZNAMKA: Na vyzadani u zakaznického servisu je k dispozici monografie
podrobné popisujici celé hodnoceni. Tato monografie obsahuje vysledky
nasledujicich studii:

aldosteron v moci vs. PRA,

studie reninu v zilach ledvin u pacientl s renovaskularni hypertenzi,

stanoveni PRA u pacient( bez ledvin,

vysledky PRA u pacientd na hemodialyze,

studie ¢asového prubéhu aktivity reninu u pacientt s esencialni hypertenzi,

pét hodin po podani furosemidu, 40 mg p.o.

15. SPECIFICKE FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

15.1 Analyticka citlivost

Citlivost kalibraéni kfivky je definovana jako nejmensi hodnota odliSitelna od nuly.
Statistické hodnoceni minimalni detekovatelné koncentrace (citlivosti) bylo vypoc¢itano
metodou dle D. Rodbarda (1978)% pro tficet paralel pfi nulovém bodu kalibraéni kfivky.
Vypoctena citlivost je 0,018 ng/zkumavku.

coRwN s

15.2 Presnost

Pfesnost v ramci jednoho béhu analyzy byla stanovena ze stfedi hodnoty dvaceti
soucasné provedenych stanoveni na jeden vzorek. Pfesnost mezi analyzami byla
stanovena ze stfedni hodnoty prdméru duplicitnich paralel pro dvaceti samostatnych
béhu analyzy.

Vzorek na Stredni Smérodatna
presnost v ramci Pocet hodnota odchylka Variac¢ni
jednoho stanoveni stanoveni (ng/mi/h) (ng/ml/h) koeficient
Slita plazma A 20 1,6 0,16 10,0
Slita plazma B 20 6,2 0,28 4,6
Slita plazma C 20 17,9 1,68 9,4
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Vzorek na Stredni Smérodatna

pfesnost mezi Pocet hodnota odchylka Varia¢ni
stanovenimi stanoveni (ng/mi/h) (ng/ml/h) koeficient
Slita plazma A 20 1,6 0,09 5,6
Slita plazma B 20 10,7 0,82 7,6
Slité plazma C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Avidita

Vypocétena afinitni konstanta antiséra pouzitého v této soupraveé je cca 3 x 10" litrd/ mol.
15.4 Analyticka specifi€nost

Udaje o kfizové reaktivité antiséra pouzitého v této soupravé jsou vyjadfeny jako
pomér koncentrace angiotenzinu | ke Kkoncentraci zkFfizené reagujici latky pfi
50% inhibici maximalniho navazani.

Sloucenina Zkfizena reaktivita (%)
Angiotenzin | 100
Tetradekapeptid® 0,02
Angiotenzin Il <0,03
Angiotenzin Ill <0,03

* Synteticky substrat reninu.

SEZNAM LITERATURY VIZ POSLEDNi STRANA
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GAMMACOAT® RADIOIMMUNOANALYSE-KIT FOR
RENINAKTIVITET | PLASMA

1. BRUKSOMRADE
FOR BRUK TIL IN VITRO-DIAGNOSTIKK.
GammacCoat ['?°l] radioimmunoanalyse-kit for reninaktivitet i plasma skal brukes til den
kvantitative bestemmelsen av reninaktivitet i plasma (PRA) ved hjelp av
radioimmunoanalysen av generert angiotensin |.

2. SAMMENDRAG OG FORKLARING

Renin, et proteolytisk enzym med en molekylaer vekt pa ca. 40 000, utskilles av de
jukstaglomerulzere cellene i nyren. Enzymet fungerer i generell sirkulasjon for a spalte
substratet sitt, et alfa-2-globulin som syntetiseres av leveren, for a produsere
dekapeptidet angiotensin I.

Angiotensin | spaltes hurtig ved & aktivt konvertere enzym, hovedsakelig i lungene, til
det biologisk aktive oktapeptidet angiotensin Il. Angiotensin Il brytes deretter hurtig ned
til inaktive peptidfragmenter ved hjelp av enzymer som finnes i plasma og vev, kalt
angiotensinaser. Den metaboliske banen til reninangiotensinsystemet beskrives
nedenfor.

reninsubstrat

renin
angiotensin |
V¥ konvertere enzym
angiotensin Il
V¥ angiotensinaser
inaktive peptidfragmenter

Angiotensin Il har en ekstremt kort in vivo-halveringstid, men er den mest potente
kjente vasopressoren. Angiotensin Il spiller en ngkkelrolle i flere typer hypertensjon, sa
vel som i regulering av blodtrykk. | tillegg har angiotensin Il blitt etablert som den
starste pavirkningsfaktoren pa utskillelsen av aldosteron fra binyrene.

Tekniske vanskeligheter relatert til malingen av angiotensin Il-nivaer i blodet har satt
tilbake den generelle aksepten av denne malingen i det kliniske laboratoriet. Siden
angiotensin I-nivaer er en direkte representasjon av reninaktivitet i plasma, har
bestemmelsen av denne aktiviteten i stor utstrekning blitt adoptert for & vurdere
reninangiotensinsystemet i sykdomstilstander. Maling av reninaktivitet i plasma i
hypertensiver er et viktig verktay i den differensielle diagnosen av primaer og sekundaer
aldosteronisme. Beregning av reninaktivitet er ogsa nyttig for & bestemme prognosen
og den mest egnede behandlingen for personer med essensiell hypertensjon.

En radioimmunoanalyse for angiotensin | og dets bruksomrade som et indisium pa
reninaktivitet i plasma har blitt beskrevet.! GammaCoat-kitets prosedyre for a
bestemme reninaktivitet i plasma har utgangspunkt i denne metoden.

3. METODEN PRINSIPPER
Prosedyren er basert pa konkurrerende bindingsprinsipper for radioimmunoanalyse.?
| GammaCoat ['#1] RIA-kit for reninaktivitet i plasma, immobiliseres antistoffet pa den
nedre innerveggen av GammaCoat-rgret. Bestemmelsen av PRA involverer en
innledende inkubasjon av plasma for & generere angiotensin |, etterfulgt av
kvantifisering av angiotensin | ved hjelp av radioimmunoanalyse. Utviklingen av
angiotensin i det humane substratsystemet styres av:
3.1 pH for inkubasjonen.
3.2 grad av plasmafortynning.
3.3 valg av enzyminhibitorer.
3.4  ukjente faktorer i hver enkelt plasmaprgve, som for eksempel konsentrasjon
av reninsubstratnivaet.
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3.5
3.6

inkubasjonsvarighet.
inkubasjonstemperatur.

Genererings-pH

Genereringshastigheten av angiotensin | in vitro er pH-avhengig. Denne kit-prosedyren
bruker en genererings-pH pa 6,0, den vanlige pH-en til praver etter tilsetning av pH
5,7-buffer. Fordelen med inkubasjon ved en pH pa 6,0 i stedet for den fysiologiske pH-
en 7, er den fordoblede hastigheten av angiotensingenerering | med tilsvarende bedre
felsomhet overfor praver med lavt reninniva.** Optimeringen gjer det mulig & benytte
kortere genereringstider.

Valg av enzyminhibitor

En rekke agenter kan brukes til & blokkere enzymatisk omdanning av angiotensin | til
angiotensin Il og til & forhindre proteolytisk nedbrytning ved generering av angiotensin
1."%17 Fenylmetylsulfonyl-fluorid (PMSF) er inhibitoren som brukes i denne prosedyren.

Effekter av plasmafortynning

Plasmafortynning ma unngas, siden reninreaksjonen er substratavhengig ved
konsentrasjonen av reninsubstrat som vanligvis finnes i plasma. Effektene av
substratfortynning kan observeres ved alle intervaller under generering, og mer
markerte effekter observeres ved hgyere fortynning.*

Genereringsvarighet

Den korteste praktiske tiden skal brukes til & bestemme enzymaktivitet for & gi den
beste beregningen av reaksjonens innledende hastighet og for & minimere
subtratforbruk. Radioimmunoanalysen for angiotensin | er falsom nok til & muliggjere
PRA-bestemmelse ved hjelp av optimerte forhold for generering av angiotensin | ved
pH-en 6,0.

GammacCoat kit-metoden for reninaktivitet i plasma gir redusert genereringstid fordi
plasmapragven er minimalt fortynnet, bufret ved en optimert pH og analysert med en
inhibitor som er effektiv ved den valgte pH-en. Det har blitt antydet at prever med lavt
niva kan kvantifiseres ved & generere prgvene i atten timer og deretter analysere.*

Radioimmunoanalysens varighet
GammaCoat-kit-metoden for reninaktivitet i plasma benytter en radioimmunoanalyse-
inkubasjon pa tre timer. Resultater er tilgjengelige innen den samme arbeidsdagen.

4. REAGENSER SOM FGLGER MED KITET

Rer belagte med anti-angiotensin | fra kanin
Angiotensinanalyse-buffer (11x)
Angiotensinmaleat-genereringsbuffer
Angiotensin-PMSF

Reninaktivitetskontroll
Angiotensinkalibratorer (A-F)
Angiotensinsporstoff

1 pose/100 rar
1 flaske/10 mL
1 flaske/5 mL
1 flaske/1 mL
1 flaske/3 mL
6 flasker/2 mL
2 flasker/5 mL

5 poser/100 rgr
5 flasker/10 mL
3 flasker/5 mL
2 flasker/1 mL
2 flasker/3 mL
12 flasker/2 mL
10 flasker/5 mL

Antall tester

100

500

OPPBEVARING: Ved mottak, skal

kitet oppbevares ved 2-8°C. Etter &pning,

oppbevares hver reagens i henhold til anbefalningene ovenfor. Reagenser ma ikke
brukes etter at utlepsdatoen pa etiketten har gatt ut. Utlgpsdatoen pa kitet angis pa
den eksterne etiketten og tilsvarer utlgpsdatoen pa flasken med sporstoff.

Reagenser fra ulike partier ma ikke blandes.
41

['#1] Angiotensin I-sporstoff: Iyofilisert reagens

Rekonstituer flasken med ['?°l] Angiotensin I-sporstoff ved a tilsette 5 mL renset vann.
Bland godt ved & vende eller dreie flasken forsiktig. Tilsett innholdet fra to flasker med
sporstoff til 100 mL analysebuffer. Sporstoff-buffer-reagensen er stabil ved 2-8°C il
utlgpsdatoen pa kitet.

Ved rekonstituering inneholder hver flaske ca. 1 puCi sporstoff (<1 pg/mL angiotensin 1)
i 5 mL fosfatbufret saltlgsning med bovint serumalbumin med thimerosal tilsatt som
konserveringsmiddel.

116



4.2 Ror belagte med anti-angiotensinserum | fra kanin: ferdig reagens
12 x 75 mm rgr er belagte med anti-angiotensin |-serum fra kanin (titer <1 pg/rgr) og
pakket inn i en plastpose. Oppbevar ved 2-27°C.

4.3 Angiotensinanalyse-bufferkonsentrat (11x) konsentrert reagens

Tilsett alt innholdet fra flasken med analysebufferkonsentrat til 100 mL renset vann og
bland godt. Hver flaske inneholder 10 mL fosfatbuffer med 0,1 % natriumazid som
konserveringsmiddel.

4.4 Angiotensinmaleat-genereringsbuffer: ferdig reagens

Hver flaske inneholder 5 mL maleat-buffer, natrium-EDTA, neomycinsulfat og inaktivt
blatt fargemiddel med 0,1 % natriumazid som konserveringsmiddel. Hvis
krystalldannelse oppstar under forsendelse kan flasken bli varmet opp ved 37°C til
krystallene opplgses.

4.5 Angiotensin-fenylmetylsulfonyl-fluorid: ferdig reagens

Hver flaske inneholder 1 mL fenylmetylsulfonyl-fluorid (PMSF) i etanol.

4.6 Reninaktivitetskontroll: lyofilisert reagens

Rekonstituer fgr bruk ved a pipettere 3,0 mL renset vann ved 2-8°C. La flasken ligge i
et isbad i 10 minutter, og bland godt ved a dreie eller rotere. Pipetter porsjoner pa
1,0 mL i forhdndsnedkjglte glass- eller plastrer. Forsegle godt og oppbevar ved -20°C.
En alikvot kan oppbevares i et isbad eller nedkjelt ved 2-8°C hvis analysen utfgres pa
dette tidspunktet.

Den rekonstituerte kontrollen ma oppbevares nedfryst ved -20°C og er stabil i minst to
maneder. Tining ma finne sted i et isbad eller i et kjgleskap ved 2-8°C og den
rekonstituerte kontrollen ma ikke fryses pa nytt etter tining.

Variasjoner innen PRA har blitt observert ved gjentatt analyse av frossen plasma etter
flere oppbevaringsperioder.'®2° Bruken av oppbevart frossen plasma som en kontroll i
PRA-bestemmelser kan derfor gi upalitelige resultater. Reninaktivitetskontrollen
benyttes rutinemessig under generasjon av angiotensin | sa& vel som under
immunoanalyse, hvilket gir et palitelig kvalitetskontrollindisium for hele analysen. Se
avsnittet Kvalitetskontroll for mer informasjon.

Ved rekonstituering inneholder hver flaske 3 mL prosessert human plasma med
0,1 % natriumazid.

4.7 Angiotensin I-kalibratorer (A-F): lyofilisert reagens

MERK: Blank og kalibratorer brukes kun i radioimmunoanalysedelen og ma ikke
gjennomga generasjon av angiotensin .

Rekonstituer hver flaske med 2,0 mL renset vann og bland godt fgr bruk. Blank og
kalibratorer skal deretter kjgles ned i et isbad fgr analyse. De kan oppbevares ved
2-8°C i opptil to uker og ved -20°C for lengre oppbevaring.

Ved rekonstituering inneholder hver flaske 2 mL angiotensin |, BSA i fosfatbufret
saltlgsning. Kalibratorer kalibreres ved henholdsvis 0, 0,2, 0,8, 3,0, 10,0 og
50,0 ng/mL. DiaSorin-kalibratorene for reninaktivitet i plasma kalibreres ved hjelp av
det gjeldende produksjonshovedpartiet. Kit-kalibratorene utviser kommutabilitet med
pasientprgver nar de brukes med reagensene og operasjonsprosedyren som er
anbefalt for denne in vitro-diagnostikktesten.
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5. ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
FOR BRUK TIL IN VITRO-DIAGNOSTIKK.
Ikke avsett for innvortes eller utvortes bruk hos mennesker eller dyr.

REAGENSER SOM INNEHOLDER HUMANT KILDEMATERIALE

Ma behandles som potensielt infektiogst.

Hver serum/plasma-donorenhet som brukes ved preparering av dette produktet har blitt
testet av en metode godkjent av amerikanske FDA og pavist ikke-reaktiv for
tilstedeveerelsen av HBsAg, antistoff mot HCV og antistoff mot HIV 1/2. Selv om disse
metodene er sveert ngyaktige, garanterer de ikke at alle infiserte enheter vil detekteres.
Dette produktet kan ogsa inneholde annet humant kildemateriale som det ikke
foreligger godkjente tester for. Siden ingen kjent testmetode kan tilby fullstendig
forsikring om at hepatitt B-virus, hepatitt C-virus (HCV), Humant immunsviktvirus (HIV)
eller andre smittestoffer er fraveerende, ma alle produkter som inneholder humant
kildemateriale handteres i overensstemmelse med god laboratoriepraksis ved hjelp av
egnede forholdsregler som beskrives i handboken fra amerikanske Centers for Disease
Control and Prevention/National Institutes of Health, "Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories," 4. utg., mai 1999 eller ndvaerende utgave.

REAGENSER SOM INNEHOLDER NATRIUMAZID

FORSIKTIG: Noen reagenser i dette kitet inneholder natriumazid. Natriumazid kan
reagere med bly- eller kopperrer og danne sveert eksplosive metallazider. Ved
avhending ma det skylles ned med mye vann for & forebygge oppbygging av azid. Hvis
du vil ha mer informasjon, kan du se "Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts," i Manual Guide-Safety Managment no. CDC-22 utgitt av Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, 1976.

EU-risikosetninger for farlige stoffer (radsdirektiv 1999/45/EC)
R20/21/22 - Skadelig ved innanding, hudkontakt og svelging.

R32 - Kontakt med syrer frigjgr sveert giftig gass.

S28 - Etter kontakt med hud, ma du straks vaske med rikelig med vann.

REAGENSER SOM INNEHOLDER THIMEROSAL

Noen reagenser i dette kitet inneholder thimerosal, som inneholder en
kvikksglvforbindelse. Avhendig av elementeert kvikkselv, uorganisk kvikksalv,
kvikksglvoksider og kvikksglvforbindelser skal utfares i streng overensstemmelse med
alle lokale, statlige og federale forordninger.

ADVARSEL: Dette produktet inneholder et kjemikalie som er kjent i den amerikanske
staten California & for & forarsake fedselsdefekter eller annen reproduktiv skade.

EU-risikosetninger for farlige stoffer (radsdirektiv 1999/45/EC)

Reagenser som inneholder etanol

R11 - Sveert brannfarlig.

S7 - Hold beholderen godt lukket.

S16 - Hold pa avstand fra tennkilder — Ingen rayking.

Reagenser som inneholder PMSF

R22 - Skadelig ved svelging.

R36/38 - Irriterende for gyne og hud.

S45 - Ved en ulykke eller hvis du foler deg uvel, ma du straks oppsgke legehjelp. (vis
etiketten hvis det er mulig.)

Reagenser som inneholder kaliumhydroksid

R35 - Forarsaker alvorlige brannskader.

S26 - Ved kontakt med gynene, ma du straks skylle med rikelig med vann og oppsgke
legehjelp.

S37/39 - Bruk egnede hansker og gye-/ansiktsvern.
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REAGENSER SOM INNEHOLDER JOD-125

Dette kitet inneholder radioaktive materialer som ikke overstiger 2 uCi (74 kBq — kit
CA-1533) eller 10 pCi (370 kBq — kit CA-1553) av jod-125. Passende forholdsregler og
god laboratoriepraksis skal brukes ved oppbevaring, handtering og avhending av dette
materialet.

For praktikere eller institusjoner som mottar radioisotoper under en generell lisens.

Dette radioaktive materialet kan kun mottas, anskaffes, eies og anvendes av leger,

veteringerer som praktiserer veterinsermedisin, kliniske laboratorier eller sykehus, og
kun for in vitro kliniske eller laboratorietester som ikke omfatter intern eller ekstern
administrasjon av materialet, eller straling fra dette, til mennesker eller dyr. Mottak,
anskaffelse, eierskap, bruk og overfgring er underlagt forordningene og den generelle
lisensen fra amerikanske Nuclear Regulatory Commission eller staten som
kommisjonen har inngatt en avtale med angéende utgvelsen av lovgivende myndighet.

1. Oppbevaring av radioaktivt materiale skal begrenses til et spesifikt angitt omrade.

2. Tilgang til radioaktive materialer ma utelukkende begrenses til autorisert
personale.

3. Pipetter ik8ke radioaktivt materiale med munnen.

4. Spis eller drikk ikke innen angitte radioaktive arbeidsomrader.

5. Omrader der utslipp kan forekomme, skal terkes og deretter vaskes med et
alkalisk vaskemiddel eller en radiologisk dekontamineringslgsning. Alt brukt
glasstay ma rengjeres grundig med vann fgr de vaskes med annet glasstoy i
laboratoriet.

For praktikere eller institusjoner som mottar radioisotoper under en generell lisens:

Mottak, bruk, overfgring og avhending av radioaktive materialer er underlagt
forordningene og betingelsene i din spesifikke lisens.

ADVARSEL: Dette produktet inneholder et kjemikalie som er kjent som
kreftfremkallende i den amerikanske staten California.

NB: Radioaktivitet som er trykt pa pakningsvedlegget kan variere noe fra
radioaktiviteten som er trykt pa etiketten pa esken og etiketten pa flasken med
sporstoff. Etiketten pa esken og flasken med sporstoff angir den faktiske mengden
radioaktivitet ved kalibreringsdatoen, mens pakningsvedlegget angir kitets teorietiske
radioaktivitet.

6. PROGVETAKING OG -PREPARERING
Reninaktiviteten i plasma er hgyest om morgenen pa grunn av diurnal variasjon i
reninutskillelse, og prover skal tas regelmessig pa denne tiden.”®'® En vengs
blodpragve tas aseptisk ved hjelp av et evakuert glassrgr som inneholder EDTA. Prgver
kan tas, transporteres og sentrifugeres ved romtemperatur. Blod kan bli staende ved
romtemperatur i s& lenge som seks timer fgr sentrifugering uten nevneverdig
oppsamling av angiotensin |. Etter at blodet er sentrifugert, kan plasma oppbevares
nedfryst til det analyseres. Prgver kan vaere nedfryst ved -20°C i opptil én maned.
Fryse- og tinesykluser, som kan forekomme i selvavrimende frysere, ma unngas.
Variasjoner innen PRA har blitt observert bade som fglge av oppbevaring ved 2-8°C og
langvarig oppbevaring ved -20°C.% 2!
Far analysen skal nedfryste praver tines hurtig til romtemperatur.
Hemolyserte, lipemiske, ikteriske eller sitrerte praver ma ikke brukes. Bruk ikke heparin som
antikoagulans. Se avsnittet Prosedyremessige begrensninger for flere forholdsregler og
opplysninger.
7. MATERIALER SOM ER N@DVENDIGE, MEN IKKE ANSKAFFES

7.1 Rensetvann.

7.2  Vannbad ved konstant temperatur, 37 + 2°C.

7.3 Isvannbad.

7.4  Volumetriske pipetter (1, 2, 3 og 5 mL).

7.5 Gradert sylinder (100 mL).

7.6  Presisjonspipetter (10, 100, 500 og 5 pL).
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7.7
7.8
7.9
7.10
7.1
7.12

Gammateller.

Plast- eller glassrer, 12 x 75 mm (for angiotensin I-generasjon).
Testrarstativ.

Rotasjonsblander (ekstrautstyr).

Vannaspirator (ekstrautstyr).

Absorberende papir med bakside av plast (ekstrautstyr).

8. PROSEDYRE FOR ANGIOTENSIN I-GENERASJON

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

Overfgr 1,0 mL plasma til et ubelagt glass- eller plastrgr merket med det
identifiserende nummeret og endelsen 37.

Tilsett 10 pL av PMSF-lgsningen og 100 pL av maleatgenerasjonsbufferen
(pH 6,0) til hver 1,0 mL alikvot fra trinn 1. Bland godt og legg i isbad.

Overfgr 500 L av plasmaet fra trinn to til et tilsvarende nedkjglt rer merket
med endelsen 4.

Legg 37-rgrserien ned i et vannbad pa 37°C. La 4-rgrserien bli liggende i et
isbad. Kjgr maleatbuffergenerasjonen i 90 minutter.

Det har blitt foreslatt at pasientprever med PRA-verdier pa under
1,0 ng/mL/time kan genereres i atten timers lang inkubasjon og deretter
analyseres pa nytt.* Beregninger ma justeres for eventuelle endringer i
generasjonstid.

Ved slutten av generasjonsperioden, overfgrer du enten 37-serien med praver
til isbadet hvis analysen skal utfgres med en gang, eller til fryseren sammen
med 4-serien for fremtidige analyser.

9. ANALYSEPROSEDYRE
Analyseprosedyren inkluderer prepareringen av en kalibratorkurve som det ukjente
angiotensin I-innholdet i bade 37- og 4-serieprevene interpoleres fra. Bakgrunnen
(4-serien) subtraheres deretter fra de tilsvarende 37-generasjonsprgvene.

9.1 La sporstoff-/bufferreagensen né& omgivelsestemperatur og bland godt fer
bruk. La blank og kalibratorer, generert kontroll og genererte pasientprgver
ligge i et isbad og bland godt far bruk.

9.2 Merk et sett GammaCoat-rgr i duplikat i henhold til fglgende system.
Totaltellinger [T1,T2] og Bo-rer [1, 2] kan veere ngdvendige for visse
datareduksjonsprogrammer, men kan utelates hvis kalibratorkurven plottes pa
semilogaritmisk kurvepapir.22

Kode- Angiotensin |
Rearnr. Innhold av rgr bokstav (ng/0.1 mL)
T1,T2  Totaltellinger (sporstoff-buffer)
1,2  Angiotensin I-blank 0 ng/mL A 0
3,4 Angiotensin |-kalibrator 0,2 ng/mL B 0,02
5,6 Angiotensin |-kalibrator 0,8 ng/mL C 0,08
7,8 Angiotensin I-kalibrator 3,0 ng/mL D 0,30
9,10 Angiotensin I-kalibrator 10,0 ng/mL E 1,0
11,12  Angiotensin I-kalibrator 50,0 ng/mL F 5,0
13,14  Reninaktivitetskontroll, 37°C generasjon
15,16  Reninaktivitetskontroll, 4°C generasjon
17,18 Pasient “X”, 37°C generation
19,20 Pasient “X”, 4°C generation
9.3  Pipetter inn i de relevante duplikate rgrene:

a. 100 pL av hver angiotensin I-blank eller kalibrator.

b. 100 pL av “37” og “4’-generasjonen angir reninaktivitetskontroll til den
relevante gruppen pa 4 rgr.

c. 100 pL av hver “37” og “4”-generasjon angir pasientprgve til den relevante
gruppen pa 4 rer.
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9.4

9.5
9.6

9.7

9.8

Tilsett omgaende 1,0 mL sporstoff-/bufferreagens til hvert rgr, inkludert
totaltellinger. Bland reagenser ved a dreie hvert rgr forsiktig.

Inkuber alle rer ved romtemperatur (20-27°C) i tre timer.

Aspirer eller dekanter alle rgr, med unntak av totaltellinger.

DERSOM ADHESJONSL@SNINGEN IKKE FJERNES SKIKKELIG, KAN DET
FORE TIL DARLIG REPRODUKSJON OG FALSKE VERDIER.

Hvis aspirasjonsteknikken brukes, ma du pase at plasttuppen pa
aspirasjonsrgret bergrer bunnen av det belagte rgret og at all vaeske er fjernet.
Hvis dekanteringsteknikken brukes, ma du la rgrene temmes opp ned i
3-5 minutter. Bank rerene pa absorberende papir for a fierne eventuell
adhesjonsvaeske for de stilles i stdende posisjon.

Tell alle rgrene i en gammateller i ett minutt med vinduet passende justert for
jod-125.

Beregn resultater. Se avsnittet Resultater.

10. KVALITETSKONTROLL

En reninaktivitetskontroll felger med settet. Konsentrasjonsomradene for hver kontroll
er angitt pa analysesertifikatet og viser grensene som er fastslatt av DiaSorin for
kontrollverdier som kan oppnas i palitelige analysekjgringer. Kontrollen ma gjennomga
generasjon fgr malingen.

Hvert laboratorium skal benytte kontroller ved ulike nivaer for & male analyse-
utfarelsen. Kontrollene skal behandles som ukjente. Kvalitetskontrolldiagrammer skal
vedlikeholdes for & overholde kontrollenes utfgrelse. Relevante statistiske metoder skal
brukes for & evaluere tendenser. Akseptable utfgrelsesgrenser skal fastslas for det
individuelle laboratoriet.?> 2

11. RESULTATER

111
11.2

11.3

1.4

Registrer tellinger per minutt (CPM) bundet for hvert ror.

Plott CPM bundet for angiotensin I-kalibratorer (vertikal akse) kontra
nanogram (ng) av angiotensin | tilsatt per rer (horisontal akse) pa
semilogaritmisk kurvepapir.

Tegn den best tilpassede kurven. For typiske data, se TABELL |. FIGUR 1
illustrerer en typisk kalibratorkurve.

Lokaliser CPM bundet for hvert rer som tilsvarer hver prgve pa den vertikale
aksen og felg en horisontal linje som krysser kalibratorkurven. Ved
skjaeringspunktet, leser du ng angiotensin | fra den horisontale aksen. For hver
prgvekontroll, determinerer du gjennomsnittlig ng “37” og gjennomnittlig ng “4”.

12. RENINAKTIVITET | PLASMA (PRA)

Reninaktivitet i plasma (PRA) uttrykkes som ng/mL/time av generert angiotensin I.
De fglgende matematiske korreksjonene er utfgrt for & oppna ng/mL/time:

121

12.2
123

124

Subtraher gjennomsnittlig “4”-verdi (bakgrunn) fra gjennomsnittlig “37”
(generert):

Netto ng = ng “37” — ng “4”

Sterrelse pa preve analysert i belagt rer (C): 0,1 mic

Fortynning av praven (S) fra generasjonsbuffer (B) og inhibitor (l):

(1,0 mLsg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLEnde"g

1,0 mLg 1,00 mLjnnled.

Varighet av angiotensjn I-generasjon: 1,5 timer
MERK: Hvis generasjonstidens varighet endres, ma den tilsvarende endringen
utfgres i dette tallet.
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12,5

Beregning av maleatgenerasjon:

ng"37"-ng"4" X(

0,1mL
PRA = c

1,11mL
1,00mL

1,5 timer

PRA = (7,40/mL/time) x (netto ng)
Eksempel: Pasient “X” plasmapregve:
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/time)

PRA = 2,44 ng/mL/time

TABELL |
Registrere data
Bruk ikke for a beregne ukjente prover

Angiotensin | PRA
Rer Innhold av rer CPM niva endelig
nr. bundet (ng/rer) (ng/mL/time)
T1  Totaltellinger (sporstoff-buffer) 29242 - -
T2 Totaltellinger (sporstoff-buffer) 28992 - -
1 Angiotensin I-blank 0 ng/rer 13617 - -
2 Angiotensin |-blank 0 ng/rer 13048 - -
3 Angiotensin |-kalibrator 0,02 ng/rer 13163 - -
4 Angiotensin I-kalibrator 0,02 ng/rer 12625 - -
5 Angiotensin |-kalibrator 0,08 ng/rar 11305 - -
6 Angiotensin |-kalibrator 0,08 ng/rer 11291 - -
7 Angiotensin |-kalibrator 0,3 ng/rar 6991 - -
8 Angiotensin |-kalibrator 0,3 ng/rar 7110 - -
9 Angiotensin |-kalibrator 1,0 ng/rer 3053 - -
10  Angiotensin I-kalibrator 1,0 ng/rer 3056 - -
11 Angiotensin I-kalibrator 5,0 ng/rar 1307 - -
12 Angiotensin I-kalibrator 5,0 ng/rar 1232 - -
13  Reninaktivitetskontroll, 37°C 3149 ,
14 Reninaktivitetskontroll, 37°C 3053 1,01
Gjsn. 0,99
15 Reninaktivitetskontroll, 4°C 8674 0,20
16  Reninaktivitetskontroll, 4°C 8607 0,20
Gjsn. 0,20 5,85
17 Pasient “X” plasmaprgve, 37°C 4362 0,41
18 Pasient “X” plasmaprgve, 37°C 4459 0,40
Gjsn. 0,41
19 Pasient “X” plasmaprgve, 4°C 8546 0,08
20 Pasient “X” plasmaprgve, 4°C 8557 0,08
Gjsn. 0,08 2,44
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Typisk kalibratorkurve
Bruk ikke for & beregne ukjente prover

M

o
O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

/ \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

FIGUR 1:

13. PROSEDYRENS BEGRENSNINGER
Prosedyremessig

1341

13.2
13.3

13.4

13.5

13.6

13.7
13.8

13.9

Plastposen for det belagte reret skal lukkes godt igjen nér den oppbevarer
ubrukte rgr og holdes ved 2-27°C.

Vannivaet ma holdes over det til Igsningen i rarene uten & la rgrene flyte.
Brukeren skal veere oppmerksom pa at feilaktige resultater kan forarsakes av
gal handtering av pasientprgver.

Det er viktig a holde strengt oppsyn med opprettholdelsen av
isvanntemperaturen under reagenspreparering, angiotensin I-generasjons-
prosedyre og analyseprosedyre.

Nedfryste prover skal tines hurtig til romtemperatur og blandes godt for
pipettering.

Heparin er pavist & hemme reninreaksjonen ved konsentrasjoner pa 5 IU/mL;
og ma derfor ikke brukes som en antikoagulens i blodprever som skal
analyseres for reninaktivitet i plasma.®

Hemolyserte prgver inneholder angiotensinaser og skal ikke brukes.

Publiserte data presenterte bevis pa at linearitet av angiotensin I-generasjon i
lepet av en forhandsbestemt generasjonsperiode, selv i sa lite som tretti
minutter eller sa lenge som atten timer, ikke kan formodes.? Avvik fra linearitet
kan veere regelen heller enn unntaket selv ved kontrollert bufring ved en
hvilken som helst pH. Andre faktorer enn pH kan pavirke lineariteten av
angiotensin I-generasjon. Inntil slike variabler fullt ut lar seg kontrollere, virker
det ngdvendig & anta ikke-lineare egenskaper.

Hvis passende kontrollverdier ikke oppnas, kan dette indikere upresise
manipuleringer, gal handtering eller forringelse av reagenser. En kalibratorkurve
basert pa de passende verdiene for kalibratorer ma etableres for hver analyse.

Fortolkning

Det er avgjerende at fysiologiske variabler, som for eksempel pasientens holdning
og enten natriuminntak eller 24-timers natriumutskillelse i urin, vurderes for
ngyaktig fortolkning av analyseresultater. Alder, kjgnn og rase er ogsa viktige
vurderingsfaktorer.
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Endringer i PRA kan pavirkes av et utvalg legemidler, inkludert diuretika, adrenerge
blokkere, vasodilatorer, antihypertensiver, store doser progestiner, angiotensin
ll-antagonister, orale prevensjonsmidler eller g@strogenbehandling og mineral-
kortikoidantagonister. Bruk av diatrizoat, som ved renografi, kan ogsa pavirke PRA-
verdier. Hvis den farmakologiske effekten av pasientens legemiddelinntak ikke tas i
betraktning, kan dette fare til feiltolkning av PRA-verdier.

En rekke kliniske forhold, inkludert normalt svangerskap, pavirker PRA. Disse
faktorene har blitt konsist beskrevet i anmeldelser publisert av flere etterforskere.?’-%

14. FORVENTEDE VERDIER
Klinisk evaluering av dette PRA-kitet ble utfert av en uavhengig etterforsker, og
resultater oppsummeres kort i dette avsnittet. Presenterte data er beregnet som en
veiledning for brukeren av dette kitet. P4 grunn av avvikene i pasientpopulasjon,
tilrades brukere & etablere sine egne data (for eksempel PRA kontra natriumutskillelse-
nonogram).

14.1 Effekt av saltinntak

Plasmapraver og 24-timers urininnsamlinger ble tatt fra normale voksne pasienter uten
kjente kardiovaskulzere eller renale sykdommer. Hver pasient ble satt pa en diett med
kjent natrium- og kaliuminnhold. Etter en ekvilibreringsperiode, ble plasmaprgver for
PRA og 24-timers urinprgver innhentet. Resultatene fra disse studiene er oppfert i
TABELL Il. Dataene ble delt inn i fire undergrupper basert pa observert omrade av
natriumutskillelse: ad libitum saltinntak (75-150 mEq/24 timer.); salttilskuddsdiett
(150 mEqg/24 timer.) og to saltbegrensede dietter. Under rutinemessige kliniske forhold
er det mulig & oppna beskjedne reduksjoner i natriumutskillelse, til 30-75 mEqg/
24 timer. Det nedre omradet av natriumutskillelse, 0-30 mEq/24 hrs., er uvanlig og
krever sterk begrensning av natriuminntak. Det forutsette omvendte forholdet mellom
PRA og natriumutskillelse i urin ble observert. Siden saltinnhold i dietter variere fra
region til region, anbefales det at data vedrgrende PRA kontra natriumutskillelse
utvikles av det individuelle laboratoriet.

| lgpet av den kliniske evalueringen av dette kitet, ble praver tatt fra oppegaende eller
hospitaliserte pasienter uten kjent kardiovaskulaer eller renal sykdom. Disse pasientene
var pa ab libitum-saltinntak og det ble ikke gjort noen forsgk pa & kontrollere
aktivitetene deres. Alle prgver ble innhentet mellom 8:00 og 10:00. Dataene fra disse
observasjonene er oppfert i TABELL lll. De faller innenfor det observerte PRA-omradet
for pasienter pa normalt saltinntak for denne populasjonen. Hgyere verdier hos
hospitaliserte pasienter kan tilskrives en diett med saltendringer som felge av
sykehusmat, sykehusrelatert stress eller andre udefinerte faktorer.

TABELL II
PRA med begrenset saltinntak
Utskillelse av Na+ Gj.sn. £1 S.D.
mEQq/24 time (ng/mL/time)
0-30 16,34 £ 7,52
30-75 5,91+1,82
75-150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46
TABELL llI
PRA med ad libitum-saltinntak
Gj.sn. £1 S.D.
(ng/mL/time)
Tilfeldige oppegaende normaler 1,67 £ 0,83
Ikke-oppegaende normaler 3,30+ 1,85
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14.2 Posisjonell effekt

Ngyaktig vurdering av PRA-verdier avhenger av klinikerens kunnskap om pasientens
holdning, siden PRA-verider pavirkes av posisjon. Effekten av a innta en oppreist
posisjon etter en natts sgvn pa ryggen er angitt i TABELL IV.

TABELL IV
Posisjonell effekt

Gj.sn. £1 S.D.

(ng/mL/time)
Ryggleie 1,24 + 1,09
Oppreist 2,63+1,32

14.3 Furosemid-stimulering

Klinisk vurdering av renin-angiotensinsystemet kan kreve evaluering av PRA-endring
etter stimulering. Effekten av furosemid pa renin-angiotensinsystemet, som detektert av
endring i PRA, ble determinert som vist av en studie oppsummert i TABELL V. Det ble
pavist en betydelig gkning i PRA-verdier med furosemid-stimulering.

TABELL V
Furosemid-stimulering*

Gj.sn. +1 S.D.

(ng/mL/time)
Far stimulering 2,36 £ 1,23
Etter stimulering 6,92 + 2,76

MERK: En monograf som beskriver den fullstendige evalueringen kan skaffes pa
anmodning ved & kontakte kundeservice. Monografen inneholder resultater fra
felgende studier:

aldosteron i urin kontra PRA.

reninstudier i renale vener hos pasienter med renovaskuleer hypertensjon.
PRA-determinasjon i anefriske pasienter.

PRA-resultater hos pasienter pa hemodialyse.

reninprofilering av pasienter med essensiell hypertensjon.

abhobd=

*

fem timer etter furosemid, 40 mg p.o.

15. SPESIFIKKE UTFGRELSESEGENSKAPER

15.1 Analytisk sensitivitet

Kalibratorkurvens sensitivitet defineres som den minste enkeltverdien som kan
skjelnes fra null. En statistisk beregning av den minste registrerbare konsentrasjonen
(sensitivitet) ble beregnet i henhold til metoden til D.Rodbard, (1978),%' for ftretti
replikater ved kalibratorkurvens nullpunkt. Den beregnede sensitiviteten er
0,018 ng/rer.

15.2 Presisjon

Intra-serie-presisjonen ble determinert ut fra gjennomsnittet av tjue samtidige analyser
per prove. Inter-serie-presisjonen ble determinert ut fra gjennomsnittet av
duplikatgjennomsnittet for tjue separate analyser.

Intra-serie- Antall Gj.sn. Standardavvik Variasjons-

presisjonsprgve analyser (ng/mL/time) (ng/mL/time) koeffisient
Plasmapool A 20 1,6 0,16 10,0
Plasmapool B 20 6,2 0,28 4,6
Plasmapool C 20 17,9 1,68 9,4
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Inter-serie- Antall Gj.sn. Standardavvik Variasjons-

presisjonspragve analyser (ng/mL/time) (ng/mL/time) koeffisient
Plasmapool A 20 1,6 0,09 5,6
Plasmapool B 20 10,7 0,82 7,6
Plasmapool C 20 15,2 1,04 6,8
15.3 Aviditet

Den beregnede affinitetkonstanten for dette kitets antiserum er ca. 3 x 10 liter/ mol.

15.4 Analytisk spesifisitet

Data vedrgrende kryssreaktivitet av antiserum som brukes i dette kitet uttrykkes
som forholdet mellom angiotensin I-konsentrasjon og den kryssreagerende
substanskonsentrasjonen ved 50 % hemming av maksimal binding.

Forbindelse % Kryssreaktivitet
Angiotensin | 100
Tetradekapeptid® 0,02
Angiotensin || <0,03
Angiotensin llI <0,03

* Syntetisk reninsubstrat.

SE DEN SISTE SIDEN FOR REFERANSER
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KIT PAAIOANOZOMPOZAIOPIEMOY GAMMACOAT® A TH APASTIKOTHTA
PENINHZ NMAAZMATOZ

1. XPHZH A THN OMNOIA NPOOPIZETAI
I'A AIATNQXTIKH XPHZH IN VITRO.
To kit padioavocotrpoodiopioyod GammaCoat ['?°] yia Tn OpacTIKOTNTA pPEVivNg
TIAGOUOTOG TTPOOPIZETAI YIO XPriON OTOV TTOCOTIKO TTPOCOIOPICHS TNG dpacTIKOTNTAG
pevivng mAdopatog (PRA) pe 1O padioavocoTTpoadIopIoud  TnG  TTapayOuevng
ayyelotevaivng |.

2. TMEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

H pevivn eival éva TTpwTeoAUTIKO €vqupo pe poplakd Bapog Trepittou 40.000 TTOU
€KKPIVETaI OTTO Ta KUTTAPA TNG TTOPACTIEIPOMATIKAG OUCKEUNRG Tou veppou. To éviupo
Opa OTn YEVIKA KUKAOQOpia TOU aiuatog yia va TIPOKAAEi Tn didoTTacn Tou
UTTOOTPWHATOG TOU, HIa 02-0QaIpivn TTOU OXNUaTI(ETal OTO ATTOP, KAI VO OXNMATIOEl TO
dekaTeTTTIOI0 ayyeloTevaivn |.

H ayyeiotevaivn | diaomdral Taxéwg péow TnG OPOCTIKOTNTOG TOU METATPETTTIKOU
evqUpou, TTou BpioKeTal KUPIWG aTOV TIVEUHOVA, OTO BIOAOYIKWG dPACTIKO OKTATTETITIOIO
ayyelotevaivn Il. £1n ouvéxela, n ayyelotevaivn Il diaommdrar Taxéwg ot adpavr)
Tepaxidia memmdiwv Yéow evQUPWV TTOU UTTAPXOUV OTO TTAGOPa Kal Toug I0ToUG,
YVWOoT8 wg ayyelotevoivaoeg. H  petafoAiky 0d6G Tou GCUCTAPATOG  PEvivng-
QAYYEIOTEVOIVNG TTEPIYPAPETAI TTAPOKATW:

UTTOOTPWHA PEVIVNG

Vv  pevivn

ayyelotevaivn |

V  petatpemTiké éviupo
ayyegiotevaivn Il

V¥ ayysiotevaivaoeg
adpavn Tepayidia wemTISiou

H ayyelotevaivn Il éxel e€aipeTikd pikpA nuiogia wn in vivo, aAAd gival 1o 1Mo 1o0Xup6
YVWOTO ayyeloouoTraoTiKO. H ayyelotevaivn 1l aidel Baciké poAo O€ OPKETEG HOPPEG
uTTEPTAONG, KaBWG Kal oTn pUBUIGN TNG apTnPIaKAG Trieong. EmimmAéov, éxel kaBiepwOei
om n ayyelotevaivn |l atmoTeAei Tov TTapdyovTta TTou €MOPA KUPiwg OTNV EKKPION TNG
aAd00TEPOVNG OTTO TO PAOIO TWV ETTIVEPPIBIWV.

O1 TeXVIKEG OUOKOAIEG TTOU OXETICOVTAI PE TN PETPNON TwV EMITTEdWV ayyeloTevaivng
OTO aipa €xouv KaBUOTEPROEl TN YEVIKA aTTodoxXA TOoU TTPOCadiopiouoU TNG OTa KAIVIKG
epyacTipla. E@doov Ta emimeda ayyeiotevaivng | amoteAolv dueon armeikévion Tng
OpaaoTikdTNTAG pevivng TAGopaTog, €xel uloBeTnBei eupéwg o TPOCdIOPICUOG TNG
OpaoTIKOTNTOG pPevivng TTAGOPATOG yia TNV agloAdynon TOU OUCTAPATOG PEvivng-
QYYEIOTEVOiVNG Of€ KATOOTAOEIG aoBévelag. H pétpnon Tng SpacTIKATNTAG PEVivng
TAGOPOTOG O€ UTTEPTACIKG GTOMO OTTOTEAEr onuavtiké Borinua otn S81GkpIon Tou
TpwToTraBoUg amd 10 deuTepoTradry aAdeoTepoviopd. H exTipnon Tng dpaoTikOTNTAG
pevivng gival emiong TTOAUTIUN oTov KABoPIoPO TNG TTPOYVWONG Kal TNG KATAAANASTEPNG
Bepartreiag yia aTopa pe IBI0TTA0A UTTEPTAON.

‘Exel Teprypagei padioavoooTrpoadIiopiopodg yia TNV ayyeloTevaivn | kal TV epapuoyn
™G wg deikTNG TNG dpaoTIKOTNTAG pevivng TAGopaToG.! ATTO TN péEBOdO auTh €Xel
ul006eTnBei n diadikacia Tou KIT GammaCoat yia Tov TTPoadiopIoud TNG OPACTIKOTNTAG
pevivng TTAdopaTog.
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3. APXEZ NPOZAIOPIZMOY

H diadikaaia Baoietar  omg  apxég  aviaywvioTikAg  dféopeuong  Tou
padloavoooTpoodiopiopou.? Z1o KIT RIA ['#]] GammaCoat yia 1n dpacTikGTNTa pPEvivng
TTAGOMATOG, TO OVTIOWHA OKIVNTOTTOIEITAlI GTO KATW E0WTEPIKO TOIXWHO TOU OOKIJACTIKOU
owAjva GammaCoat. O Tpoodiopiouds NG PRA TreplAapBAavel apxikr) £Twacn Tou
TAGopaTOg yia TNV Trapaywyn ayyeiotevoivng |, akoAouBoluevn ammd TOV TTOCOTIKO
Tpoodlopiopd NG ayyelotevaivng | pe  padioavogottpoadiopiopd. H  mrapaywyn
ayyeloTtevaivng | aTo cUOTNPA UTTOOTPWHATOG TOU avOpwIToU e€apTdTal aTmo:

3.1 To pH tng emwaong.

3.2 To BaBud TnG apaiwong Tou TTAGoNATOG.

3.3  Tnv emAoyn Twv avaocToAéwyv evqUpou.

3.4 AyvwoToug Topdyovieg o€ KdaBe EexwploTd deiypa TAGOpATOg, OTTWG N
OUYKEVTPWOT) TOU ETTITTESOU UTTOCTPWHATOG PEVIVNG.

3.5 Tn didpkeia TNG ETTWACNG.

3.6 Tn Beppokpacia TNG £TWACNG.

pH Trapaywyng

O pubuég TTapaywyng TG ayyeiotevaivng | in vitro egaptdral ammd 1o pH. H diadikacia Tou
KIT auTou xpnaoipotroiei pH TTapaywyng ico pe 6,0, To ouvABn pH Twv delypdtwy PeTd TNV
TpoaBrkn pubuioTikoU diaAlpatog pH 5,7. To TAsovékTnua Tng emmwaong ot pH 6,0, ot
avTiBeon pe TO Quolohoyikd pH 7, eivar o BITTAAGCIOG PuBuOG TTapaywyng Tng
ayyelotevaivng | ye avrioToixwg KaAUTepn suaigbnoia yia deiyparta ye XaunAn pevivn.>™
Qg amotéAeopa NG BeATIOTOTIOINGNG, PTTOPOUV va XPNOIMOTTOINBOUV HIKPOTEPOI XPOVOI
TapaYWYNng.

EmiAoyn avacToAéa eviUpou

MTropei va xpnoipotroinBei TTAeidda péowv yia TNV avaoToAf TNG eVCUMIKAG HETOTPOTIAG
NG ayyelotevoivng | o€ ayyelotevoivn Il kar Tnv POANWN NG TTPWTEOAUTIKAG
digoTracng kaTd Tnv Trapaywyn ayyelotevaivng 1.7 ¥t diadikacia authl  wg
avooToAéag xpnaoiyoTroigital @avuhopeBuhocoulpovuropBopidio (PMSF).

Emdpdoeig TnG apaiwong TAdopaTog

Oa Tpémel va amogeuxBei n apaiwon TAGOPATOG ETTEID OTN OUYKEVTPWGON TOU
UTTOOTPWHOTOG PEVIVNG TTOU OUVABWG UTTApYXEl 0To TTAGOPA N avTidpaaon Tng pevivng
eCaptdral amd 10 uTtéoTpwHa. O1 €mMOPACEIS TNG APAIWCNG UTTOOTPWHATOG PTTOPOUV
va trapatnenbolv ka® O6An Tn SIdpKeEId TNG TTOPOYWYNG KOl €ival EVIOVOTEPEG OE
peyaAUuTepn apaiwon.

Aidpkela TNG TTOPAYWYAS

Oa TTPETTEl VA XPpNOIPOTToINBEi 0 YIKPOTEPOG XPAVOG TTOU gival TIPAKTIKA SuvaTOG yia ToV
TPOOdIoPICUS TNG €VEUHIKAG OPaOoTIKOTNTAG TIPOKEIYEVOU va TrapaxBei n BEATIOTN
€KTIUNON TNG APXIKAG TaxUTNTAG TNG avTidpacong Kal va eAaxioTotroinBei n karavaAwon
uttooTpwpartog. O  padloavogoTrpoadIopIoPOg TG ayyelotevaivng | gival apkeTd
€uaioBnTog yia va emTpatei o Tpoadiopiouds TG PRA pe xprion BeATioToTroinuévwy
ouvONKWYV yia TNV TTapaywyr ayyelotevaivng | og pH 6,0.

H péBodog Tou kit GammaCoat yia TN dpaACTIKOTNTA PEVIVNG TTAAOUOTOG TTPOCPEPEI
MEIWPEVO XpOVOo TTopaywyng emeidf 1o deiyua TTAGOUATOG OPOIWVETAlI EAAXIOTA,
puBpifetar o¢ PeAtioToTroiNuévo pH Kol avaAUeTal Pe  avaoToAéa TTou  gival
ATTOTEAEOHATIKOG OTO €TMIAEyPéVO pH. YTTodnAwveTtal 6Tl deiypaTa XOUnAwyY eTTITTESWV
uTTopoUlv va TTPpoadIOpICTOUV TTOCOTIKA PE TTapaywyn SElYNATWY yIa SEKAOKTW WPES
KQI OTN GUVEXEIQ Va EKTEAEOTEI O TTPOOBIOPICPOG TOUG.*

Aidpkela padioavoooTrpocdiopioHoU

H péBodog Tou kit GammaCoat yia Tn dpacTIKOTNTA PEVIVNG TTAGOUATOG XPNGIPOTIOIET
ETTWOON PAdIOAVOCOTIPOCOIOPICHOU TPIWV WPWV. Ta aTToTEA(CHATA gival dlaBéaipa
€VTOG TNG idlag epydoiung nuépag.
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4,

ANTIAPAXTHPIA MOY NAPEXONTAI ME TO KIT

AOKINAOTIKOi CWAAVEG ETTIKAAUPPEVOI JE
avTiayyelotevaivn | kovikAou

PuBuioTiké didAupa TTpoodiopiool
ayyeiotevaivng (11x)

PuBpioTiké d1dAupa pnAgivikwv
TTAPAYWYAG AyyEIOTEVGIVNG

PMSF ayyeiotevaivng

YAIKO eAéyxou OpacTIKOTNTAG PEVIVNG
BaBuovountég ayyeiotevaivng (A éwg F)
IxvnBéTng ayyelotevaivng

1 oakoUAa/100 dok.

OWA.
1 @iaAidi0/10 mL

1 @iaAidio/5 mL
1 @iaAidio/1 mL
1 @iaAidio/3 mL
6 @IaAidIa/2 mL
2 @IaAidIa/5 mL

5 oakoUAeg/
100 SoK. CwA.

5 @iaAidia/10 mL

3 @iaAidia/5 mL
2 @iaAidia/1 mL
2 @iaAidia/3 mL
12 @iaAidia/2 mL
10 @IaAidia/5 mL

Ap1Bu6G dokidwv

100

500

DYANA=H: Metd Tnv TTapaiafn Tou, To KIT Ba TTpéTTel va UAGoaeTal aToug 2 éwg 8°C.
Merd 1O dAvolypa, QUAGETE KGOt avTidOPaACTAPIO OTTWG OCUVIOTATAI  TTAPOKATW.
Ta avnidpacTripia dev Ba TTPETTEN va XPNOIPOTToINBoUV O€ TTEPITITWON TToU TTAPEABEI N
nuepounvia AQgNg otnv €TikéTa. H nuepounvia AAEng Tou KIT avaypdgerar aTnv
€CWTEPIKN ETIKETA KOI QVTIOTOIXEI OTNV NUEPOUNVia ARENG Tou 1XxvnBETn.

Agv evdeikvuTal n avapign avridpacTnpiwy armd SIaQOPETIKEG TTAPTIOEG.

4.1  ['*]] IxvnBéTng ayyeioTevaivng I: Auo@iAoTToinuévo avTidpaoTrplo.

EkteAéate avaouoTtaon oTo IxvnOéTn ayyelotevaivn | ['1] pe mpooOrikn 5 mL
KekaBappuévou vepou. Avapi&te To @IaAidio KaAd avaoTpEPovTag To 1) oTPoRIAI(ovTag TO
ataAd og 6pyavo epIdivnong (vortex). MNpocBéoTe 1o TTePIEXOUEVO Twv 800 PIOAIBIWV
IxvnBéTn oe 100 mL puBpioTik6 diGAupa TTpoadiopigpol. To avTidpacTrplo IxvnOETng-
puBuIoTIKG BIGAUpa gival oTaBepd GToUG 2 £wg 8°C £wg TNV nuUEpopnvia ARENG Tou KIT.
MeTd Tnv avaocuoTaon, k&Be @ioAidio TrepiExel TouhdyioTov 1 uCi ixvnBérn (<1 pg/mL
ayyeiotevaivn 1) oe 5 mL aAatouxo SiGAupa puBuICPEVO PE QWOQOPIKA pE Boeia
aABoupivn opou kai pe BipePolGAn wg cuVTNPNTIKG.

4.2 AokipooTiKoi OwARVEG emKaAuppévol pe avtiopd ayyelotevaivng | amod
KOVIKAO: AvTIOPAGTAPIO £TOIPO VIO XPAON.

O1 dokIpaoTIKOi CWARVEG, 12 x 75 XAOT, gival emKaAuppévol Pe avTiopd ayyeiotevaivng |
atmd KOVIKAO (1o0XUG<1 pg/GoKINaaTIKO CWwAAVA) KOl CUOKEUAZOVTal O€ PIO TTAQOTIKN
oakoUAa. DuhdooeTe aToug 2 £wg 27°C.

4.3 ZupmOkvwpa puBupIoTIKOU 3S1aAUpOTOG TTPOCSIoPICHOU  AYYEIOTEVGIVNG
(11X): ZupTTuKVWPEVO avTIOPACTAPIO.

MpoaBéaTe 6A0 TO TTEPIEXOUEVO TOU PIAAISIOU CUUTTUKVWUEVOU PUBUIOTIKOU SIGAUPOTOG
Tpoodiopiopod oe 100 mL kekaBappévo vepd kal avapifte koAd. Kdabe @iaiidio
mepiéxel 10 mL puBpIOTIKO BIGAUPG QUOPOPIKWY e alidio Tou varpiou 0,1% wg
auvTNPENTIKG.

4.4 PuBuIoTIKO S1GAUMA UNAEIVIKWY TTOPAYWYRG ayyeloTeEVaivng: AvTIOpaaThApIo
£TOIUO YIa Xprion.

Kdabe @iaAidio tepiéxel 5 mL puBpioTiké didAupa pnAgivikwy, EDTA vatpiou, BeikA
VEOUUKIVN Kal adpavr kuavr Baer pe adidio Tou vartpiou 0,1% wg ouvtnpnTikG. Xe
TIEPITITWON TTOU OXNMATIOTOUV KPUOTOAAOI KATA TN PETOPOPA, UTTOPEITE VO BEPUAVETE
10 @IaAidio oToug 37°C €wg 6Tou SlaAuBoUv ol kpUoTaAAol.

4.5 ®aivulopeBurocoulpovuropBopidio ayyeloTevoivng: AvTidpaoTrplo ETOINO
yla xpenon.

KdaBe giahidio repiéxel 1 mL aivuhopeBulocoulpovuropBopidio (PMSF) oe aiBavoAn.
4.6 YAIKO eAéyxou SpaoTIKOTNTAG PEVIVNG: AUOQPIAOTTIOINUEVO AVTIOPACTAPIO.
EkteAéote avaoloTtaon Tpiv amé Tn Xpnon Ttomoletwvrag pe mmmméta 3,0 mL
KekaBapuévo vepd aTtoug 2 éwg 8°C. AlatnpAcTe TO @IaAiIdIO Og TTayOAOUTPO yia
10 Aetrtd, oTpofIAioTe atmraAd ae 6pyavo TepIdivnong f aTpoBIAioTe WoTe va avapiyOei
KaAd. AlaipéoTte pépn 1,0 mL o€ Tpowuypévoug udAivoug 1 TTAAOTIKOUG SOKINACTIKOUG
OWANVEG. Z@payioTe epuNTIKA Kol QUAGETE oToug -20°C. Av Ba  eKTEAEOETE
TTPOGOIoPIoUS AUETA, PTTOPEITE VO QUAGEETE £va KAAOUQ O€ TTayOAOUTPO 1 OTO Wuyeio
oToug 2 £wg 8°C.
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To avaouoTaBév UAIkd eAéyxou Ba TTpéTrel va QuUAdooETal KaTawuypévo atoug -20°C
Kal gival 0TaBepd yia dUo TouAdxioTov pAveg. H améwuln Ba mpémel va yivel ot
TTayoAouTpo i o€ Wuyeio aToug 2 £éwg 8°C kal To avacuaTabév UAIKG eAéyxou dev Ba
TIPETTEI VO KaTAWUXOET HETG TNV atréyuén.

‘Exouv mrapatnpnBei petafoArég otn PRA kartd Tov emavaAapBavopevo poadiopioud
TOU KOTAWUYHEVOU TTAAOUOTOG PETA aTTd BIAPOPES TTEPIODOUG PUAAENG.'2° ETTopéVWG,
n Xpnon katowuyuévou TIAGOPATOG WG UAIKO eAéyxou oe Trpoadiopioyols PRA
evdexopévwg va odnynoel ot avagidmoTa amoteAéopata. To UNKO  eAéyyou
OpaaoTIKOTNTAG PEVIVNG XPNOIPOTIOIEITAI CUVABWG KATA TNV TTapaywyr ayyelotevaivng |,
KoBwg Kal o€ padioavoooTTPoadIoPIoHOUG, TTAPEXOVTOG AgIOTNOTO OEIKTN TTOIOTNTAG
eAéyxou yia oAOkAnpo Tov TTpoadiopiaud. lMNa TTePITOOTEPEG TTANPOYPOPIES, aVATPEETE
oTNV £VOTNTA TTOU AQOPd TOV TTOIOTIKS €AEYXO.

Metd Tnv avacuoToon, kGOt @iaAidio Tepiéxel 3 mL emegepyaopévo avBpwTivo
TAGopa pe agidio Tou vatpiou 0,1%.

4.7 BaBpovountég ayyelotevaivng | (A éwg F): Auo@ihotroinuévo avTidpaaTrpio.
THMEIQZXZH: To TupAd kai ol BaBuovounTég xpnoipotrololvial pévo oTo Priua Tou
padloavocoTrpoodiopiool kol dev  Ba  TPETTEl  va  UTTOOTOUV — TTapaywyn
ayyelotevaivng |

EkteAéaTe avacuoTaon kaBe giahidiou e 2,0 mL kekaBapuévo vepd Kal avapi§Te KaAd
TPIV ammd TN XPAon. XTn ouvéxela, To TUQPAS kai ol BaBuovountég Ba Tpémel va
KaTawuxboUv g€ TTaydAouTpo TIPIV ATt TOV TTPoCadIopioud. MTTopolv va QuAdooovTal
otoug 2 £€wg 8°C yia duo eRdopdadeg kal aToug -20°C yia peyaAUTEPOUG XPOVOUG
QUAagNG.

MeTd TNV avacuoTaan, kKGBe @iaiidio Tepiéxel 2 mL ayyelotevaivn |, BSA og alatouyo
SiGAupa pubpiopévo pe pwogopikd. O BabBuovountég €xouv Babuovounbei ata 0; 0,2;
0,8; 3,0; 10,0 kau 50,0 ng/mL, avtioToixa. O1 BaBuovountég dpacTIKOTNTAG PEVIVNG
TAdopatog TnG DiaSorin €xouv BaBuovoundei pe xprion Tng Tpéxoucag KUpiag
TapTidag mapaywyng. O Xeipiopdg Twv BabuovounTtwyv PTTopEi va gival idlog pe autév
TWV delypdTwy acBevov OTav Xpnoigotrololvial Ta avTidPACoTAPIa Kal N AEITOUPYIKA
diadikagia Tng TTapolaag d1ayvwoTIKAG SOKIUAG in vitro, 6TTwg cuvioTdTal.

5. TMPOEIAOMNOIHZEIZ KAl MTPO®YAAZEIX
MONO T'A AIATNQZTIKH XPHZH IN VITRO.
Aev TTpoopileTal yIo ECWTEPIKA 1 EEWTEPIKA XPrON g€ avBpwTToug ) {wa.

ANTIAPAZTHPIA NOY MEPIEXOYN YAIKO ANOPQIINHZ NPOEAEYZHZ
XeipioTeiTe £wg av ATav SuvnTIKWG HOAUGHOTIKA.

Kda0Be povdada d6Tn opoU/TTAGOUOTOG TTOU €XEI XPNOIUOTIOINGEI yIa TNV TTPOETOINATIa TOU
TTAPOVTOG TIPOIGVTOG €xel dokiyaoTei pe PEBODO eykekpiyévn atd Tnv YTnpeoia
Tpogiywy kai Pappdkwy (FDA) Twv H.M.A. kal Bp€Bnke pn avTidPacTIKA wg TTPOG TNV
Trapoucia HBsAg, avriowpaTtog otov 16 HCV kal avTiowpatog atov 16 HIV 1/2. Av kai
ol péBodor auTég eival eCaIPETIKG OKPIBEIG, BEV EyyUWVTAI TNV QViXVEUOn OAwWV Twv
HOAUCHATIKWY Povadwyv. To TTapdv TTPOIOV EVOEXOMEVWG VO TTEPIEXEI KOl AAAO UAIKO
avBpwTTIvng TTPOEAEUCNG Yyia TO OTT0iI0 Oev UTTAPXEI EyKEKPIYEVN DoKIur. ETTeidr kapia
yvwaoTh péBodog dokiyaoiag dev pmropei va Trpoo@épel TTARpn diaBeaiwon Ot
atmoucidfouv o 16G Tng nmartindag B, o 16¢ g nmartimdag C (HCV), o 16G g
avBpwmivng avocoavettdpkelag (HIV) i GAAol yjoAuopaTikoi TTApAayovTeG, O XEIPITPOG
OAWV TWV TIPOIOVTWV TTOU TTEPIEXOUV UAIKA avBpwtrivng TTpoéAeucng Ba Trpérel va
yiveTal cUPQwva Pe KAAEG EPYAOTNPIAKES TTPAKTIKEG XPNOIMOTTOIWVTAG TIG KAOTAAANAEG
TTPOPUAGEEIG, OTTwG TTepIypdgovTal aTo eyxelpidio «Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories», 4" ékdoon, Mdaiog 1999, | v Tpéxouoa £kdooN, TWV
Centers for Disease Control and Prevention/National Institutes of Health (Kévtpa yia
Tov ‘EAeyxo kai Tnv MpdAnwn Néowv/EBvika 18pUpaTta Yyeiag).
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ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTI®paCTAPIA GTO KIT AuTo TTEPIEXOUV adidlo Tou vaTpiou. To alidio
TOU vaTtpiou PTTOopEi va avTidpaoel PE TIG OwANVWOoEelG HOAUBOOU i XaAkoU kal va
oxnuaTioel eEAIPETIKA EKPNKTIKG agidia peTdAAwv. Katd Tnv amoppiwn, EKTTAUVETE pE
dapBovn TmoooTNTA vePOU Yia va guTrodioeTe TN oucowpeuon adidiwyv. MNa TpdabeTteg
TTANpoYopieg, avatpégte oTnv evotnta «Decontamination of Laboratory Sink Drains to
Remove Azide Salts», otov 0dnyod diaxeipiong ac@dAeiag ye kwdikd CDC-22 tou
ekdidetal amd Ta Kévipa yia Tov ‘EAgyxo kai Tnv MpoéAnwn Noéowv otnv ATAdvTa Tng
T¢6pT1QI0, 1976.

Ppdoeig KIvBUVoU yia eTmiKiviuveg ouaieg Twv Eupwiraikwv KoivorATtwy (Odnyia
Emitporrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAaBepd KaTA TNV €I0TTVON, OE ETTOQN PE TO OEPUA KOl OE TTEPITITWON
KOTATTOONG.

R32 - Z¢ emagn pe o&éa eAeuBepwavovTal TTOAU TogIKA aépia.

S28 - Y& TepiTTWON £TTOPRAG PE TO OEPUA, TTAUVETE AuETWG PE APBovo vePd.

ANTIAPAZTHPIA NOY MNEPIEXOYN GIMEPOZAAH

Mepikd avTIOpaoTAPIO TOU KIT QUTOU TIEPIEXOUV BINEPOJAAN n OTIoia  TTEPIEXEI
udpapyupo. H didBeon Tou oToixelakoU udpapyUpou, TOU avopyavou udpapyupou, Twv
oeIdiwv Tou UudpapyUpou Kal TwV EVWOEWV Udpapylpou Ba TPETTEl va yiveTal pe
auoTnpen TAPNON 6AWY TWV TOTTIKWY, TTONITEIAKWY Kal OJOCGTTOVOIAKWY KAVOVIOUWV.
MPOEIAOMOIHZH: To poidv auTd TTEPIEXEl YIa XNMIKF OUCia n oTToia gival yvwoTd
amd v ToAireia TnG Kahipopviag OTI TTpokoAei ouyyeveig avwpahieg 1 GAAeg
QAVATTAPOYWYIKEG AVWHOAIEG.

Ppdoeig KIvdUvou yia emiKiviuveg ouaieg Twv Eupwiraikwv KoivorAtwy (Odnyia
Emitporrig 1999/45/EE)

AvTISpaoTApIa TTOU TTEPIEXOUV a1BavOoAn

R11 - TMoAU eU@AekTO.

S7 - To doxeio va diatnpeital EPUNTIKA KAEIOUEVO.

S16 - Makpid atré mnyég avagAegng — AtrayopeUeTtal To KATTVIOUA.

AvTnidpaoTipia Tou TepiExouv PMSF

R22 - EmBAaBég o€ TEPITITWAON KATATIOOEWG.

R36/38 - EpeBiCel Ta pdTia kal To dépua.

S45 - Xe mepimTwon aruxAuatog ) av aioBavBeite adiabecia {nNTroTE AUECWGS IATPIKA
oupBouUAn (O¢gigTe TNV eTIKETA av gival duvaTov)

AvTISpaoThpIa TTOoU TTEPIEXOUV USPOEEISIO Tou KaAiou

R35 - MpokaAei eykavpata Bapidg HOPPAG.

S26 - Xg TrePITITWON ETMOPAG PE TOUG OPBAAPOUG, EKTTAUVTE aUéOowWS PE dgBovo vepd
Kal avadnTACTE IATPIKA GUUBOUAR.

S37/39 - ®opéate katdAANAa yavTia Kal TIPOCTATEUTIKO 0QOOAUWV/TTPOGWITTOU.

ANTIAPAZTHPIA NOY MNMEPIEXOYN IQAIO 125

To kit auTtd TrepIExel padievepyd UAIKG Ta oTroia dev utrepPaivouv Ta 2 puCi (74 kBg — kit
CA-1533) 4 10 pCi (370 kBq — kit CA-1553) 110810 125. Katd Tn @UAagn, 10 XEIPIOPO Kal
Tn d1dBeon Tou UAIKOU auToU, Ba TTPETTEl va XpNnaldoTToloUvTal KATAAANAEG TTIPOQUAGEEIS
KOl KOAEG EPYAOTNPIAKESG TIPAKTIKEG.

Mpog 1aTpoug ) 1IdpupaTta TTou TTapaAapBdavouv padioicdToTra KATw aTTd Yevikr Adeia:
To Tapdv padievepyd UAIKO pTTopei va An@Bei, va atmokTnOei, va Katéxetal Kai va
xpnoipotroigital gévo atd 10TpolG, KTNVIaTPoug TTou €EAO0KOUV KTNVIATPIKA 1ATPIKA,
KAIVIKG EPYQOTAPIO ] VOOOKOMEIQ Kal HOVO YIA KAIVIKEG 1) EpyacTnpIakég BOKIUEG in vitro
Tou dev TTEPIAAUPBAVOUV TNV €0WTEPIKA 1 €EWTEPIKA XOpriynon Tou UAIKOU, H Tng
akTIvoBoAiag autou, og avBpwTroug Kai {wa. H mTapakafr, n amékTnon, n Katoxn, n
XPNON KOl N METAQOPd UTTOKEIVTOI OTOUG KAVOVIOPOUG KOl Tn YEVIKA 4deia Tng
PuBuioTikig Emrtpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng moAiteiag otnv otroia n
EMTPOTIN £XEI CUVAYEI CUUQWVIA yIa TNV AoKNon Kabnkoviwy apuodiag apxig.
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6.

7.

1. H @UAagn Tou padievepyol UAIKOU Ba TIpETel va  TIEPIOPIOTEl O  EIDIKA
EMONUACHPEVO XWPO.

2. H mpdéoBaon o€ padievepyd UANKE TIPETTEI va  TTEPIOPIOTE  pOVO  Of
€€0UCI000TNUEVO TTPOCWTTIKO.

3. Mn XpnOIYOTIOIEITE TTITTETA PE TO OTOPA O€ padievepyd diaAuuara.

4. Mnv TpWwTE 1 TVETE EVTOG TWV XWPWV EPYACIag TTOU £XOUV ETTIONUAVOEI wg
padievepPyoi.

5. O1 Treploxég, OTTOU €vOEXOPEVWG €XOUV TTPOKANGEl ekyUoelg, Ba TIpémel va
OKOUTTIOTOUV KaI KATOTTIV va TTAUBOUV e aAKaAIKS atroppuTtravtiké A padioAoyikd
atroAupavTikd didAupa. Tuxov udAiva okeln TTOU XPNOIYOTIOINONKAV TTPETTEl vVa
eKTTAUBOUV KOAG peE vepd TIPpIV OTTO TNV TTAUON GAAWV £PyaAcTNPIOKWY UGAIVWY
OKEUWV.

Mpog 1aTpoUg 1 1IdpUpaTa TTou TrTapaAauBdvouy padioigdToTra KATW aTrd €I18IKr Adeia:

H mapaAaBn, n xprion, n YeTagopd Kai n d1dBean Twv PadIEVEPYWY UAIKWV UTTOKEIVTOI
OTOUG KaVOVIGHOUG Kal TIG CUVOAKEG TNG €10IKAG AdEIGG 0aG.

MPOEIAOMOIHZH: To mpoidv auTd TePIEXEl MIa XNMIKFA Oougia n oTroia €ival yvwoTd
atré v TToAiTeia TNg KaAipopviag OTI TTPOKAAET KapKivo.

MPOZOXH: H poadievépyeia TTou avaypd@etal OoTo €vOETO OUOKEUOGIAg UTTOPEi va
dlapEpel EAAPPUWIG OTTO TN PABIEVEPYEIQ TTOU AVAYPAPETAI OTNV ETIKETA CUOKEUAODIAG I
oTnv eTIKETA @IaAidiou 1xvnBETN. H €TIKETA OuOKeuaaoiag Kal n €TIKETA @IaAIdiou 1XvnOETN
UTTOOEIKVUOUV TNV TTPAYUATIKR  TToadTnTa  padievépyelag Katd Tnv  nuepopnvia
BaBuovéunong, evw To £€vBeTo cuokeuaaoiag UTTOBEIKVUEI TN BewpnTIKA padievépyeia
TOU KIT.

ZYAANOI'H KAI NPOETOIMAZIA AEIFMATOX
H dpaoTikdTnTa pevivng TTAGoUATOG €ival uwnAdTeEPN TO TTPWI Adyw TnNG vaAAayAG TNG
€KKpPIONG pevivng Kat@ Tn OIdpKeia TNG nuépag Kal Ta Ociypgata Ba Tpémel va
OUN\éyovTal TTavTa TOo TIPpwi.'®1® TuAAéyetal aonmTikd deiypa @AeBIKOU aipaTog pe
Xpron kevou udAivou dokipacTikoU owArfva TTou TrepiExel EDTA. Ta deiypara ymmopolv
va OUAAeXBoUv, va peTapepBolv Kal va QUYOKEVTPNBoUv og Bepuokpacia dwpartiou.
MTropeite va agrioeTe To aipa oe Beppokpaaia dwuariou yia £€1 WPEG, TO PEYIOTO, TIPIV
TN QUYOKEVTPNON XWPIiG ONUAvTIK) ouoowpeucn ayyelotevoivng |. Metd 1n
(PUYOKEVTPNOT TOU QiJaTOg, TO TTAGOUQ WTTOPEI VO QUAGCOETAI KATAWUYHEVO £wg OTOU
yivel o TTpoadIopIGuAG Tou. Ta deiyyata YTTopouv va QUAGCCOVTAl KATAWUYUEVA GTOUG
-20°C yia éva pAva. Oa Tmpémel va amopeuxBolv KUKMol katawugng-améwuéng, ol
oTtroiol pTropoUv va TTpokAnBolv oe katdwuén pe AsiToupyia autéuatng améyugng.

‘Exouv mapatnpnBei petaBoAég atn PRA 1600 Adyw @UAagng oTtoug 2 £éwg 8°C, 600 Kal

TTapareTapévng @UAagng otoug -20°C.20 21
Mpiv ammd Tov TTPoodIopICHO, Ta KaTawuyuéva Oeiyuata Ba TTpéTTel va atroyUxovTal
Taxéwg o€ Beppokpaaia dwHaTiou.
Agv Ba TTPETTEI va XPNOIYOTIOIOUVTAl QIMOAUGUEVA, AITTAIMIKG Kal IKTEPIKG deiyparta n
deiypata oTa omoia £xouv TIPooTeBei KITpIKE. Mn xpnoidoTroieite nmapivn wg
aVTITINKTIKO. Mo TTPOaBEeTEG TTPOPUAGEEIS KOl TTANPOPOPIEG, avaTPESTE OTNV €voTNTA
TTOU a@OpPA Toug B1adIKAOTIKOUG TTEPIOPICHOUG.
YAIKA MOY AMAITOYNTAI, OMQZ AEN NMAPEXONTAI

7.1 KekaBapuévo vepd.

7.2 YdpoAloutpo oTaBepnrg Bepuokpaaiag, 37 + 2°C.

7.3  TaydAlourtpo.

7.4  OykopeTpikég TTTETEG (1, 2, 3 ki 5 mL).

7.5 Babuovounuévog kUAIVEpog (100 mL).

7.6  TMiméreg akpifeiag (10, 100, 500 kai 1000 pL).

7.7  MetpntAg yaua.

7.8 TlAaoTikoi i udAivol SoKIaoTIKOi OwANveg, 12 x 75 yAoT (yia TTapaywyn

ayyelotevaivng ).
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7.9

7.10
7.1
712

Bdoeig SoKIHaOTIKWY CWARVWY.

‘Opyavo mepidivnong (vortex) (TTPoaIpeTIKO).

uoKeur avappo@nong vepou (TTPOAIPETIKS).

ATTOppOPNTIKG XaPTi PE TTAACTIKG OTTiIBI0 TPAKA (TTPOAIPETIKO).

8. AIAAIKAZIA MAPAIQrHz ArrEIOTENZINHZ |

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

MeTtagépete 1,0 mL mAdopa oe pn €mKAAUpPéVO UGAIVO 1) TTAQOTIKO
OOKIUOOTIKO CWAAVA CNUEIWMEVO HPE TOV avayvwploTIKG apiBud kal tnv
KatdAnén 37.

MpocBéate 10 pL didAupa PMSF kai 100 pL puBuIoTIKO SIGAUMA PNAEIVIKWV
Tapaywyng (pH 6,0) og kGBe kAdopa 1,0 mL Tou BrApaTtog 1. Avapi€te KaAd Kai
TOTTOOETAOTE O€ TTAyOAOUTPO.

MeTtag@épete 500 pL mAdopa TOU OeUTEPOU  BrNATOG OTOV  QVTIOTOIXO
KOTAWUYPévo OOKINOOTIKO OWwAAVO O OTIoiog €ival OnNUEIWPEVOG MPE TNV
KaTdAngn 4.

TomroBeTAOTE TOUG OOKIUACTIKOUG OwARvVeEG oelpdg 37 oe udatdhoutpo 37°C.
AlatnpAoTe Toug OOKIMACTIKOUG CWAAVEG TnNG oelpdg 4 oe TrayoAouTpo.
EkTeAéoTe TTApaywyr HE PUBUIOTIKO SIGAUNA PNAEIVIKWY yia 90 AeTTTd.

‘Exel umrodeixBei omi deiyyata aoBevwv pe TIuEG PRA  pikpdtepeg armmd
1,0 ng/mL/hr ptropouv va TrapayxBolv pe emWaon GEKAOKTW WPWV Kal KAaToTTIv
va yivel gavd o Tpoodiopiopdg Toug.t Or utroloyiopoi Ba  TTpéTTel va
puBUICTOUV WOTE VA AVTOTTOKPIVOVTAI € KABE aAAayf aTO XpOvo TTapaywyng.
2710 TEAOG TNG TTEPIOOOU TTOPAYWYNG, av O TIPOadIOPICPOG TTPOKEITAI VA YiVel
dueoaq, peTapépeTe Ta deiypaTa TNG a€Ipdg 37 o€ TTayOAouUTPO 1, Yo HEANOVTIKO
TPOGdIoPIoOS, 0t KaTtdwusn padi ye Tn o€Ipa 4.

9. AIAAIKAZIA NMPOZAIOPIZMOY

H dia

dikaoia Tou TTpoadiopioyol TrEPIAAUPBAVEl TNV TTPOETOINACIA TNG KAUTTUANG

BaBuovéunong amd Tnv oToia yivetralr n TTAPEPPOAR TNG AyVWOTNG CGUYKEVTPWONG
ayyelotevoivng | ota deiypata 1600 TG oeipdg 37 600 Kal TNG o€Ipdg 4. To uttoRabpo

(o€1pd 4) katéTTIV agaipeital aTTd Ta avTioTolxa OeiyuaTa TTapaywyng TnG oeipdg 37.
9.1 Ag@AocTte TO avTIdPAcTAPIO IXVNOETN-pUBUIOTIKG didAupa  va  @Tdoel o€
Bepuokpaaia  TTEPIBAANOVTOG KOl avopigTe KOAG Tpiv amé TR Xpnon.
AlaTnpACTE TO TUPAS Kal Toug BaBPovouNTEG, TO TTOPAYOUEVO UAIKO €AEyXOU
Kal Ta TTapayopeva deiypata aoBevwv o€ TTayOAOUTPO Kal AVOPi§TE KAAG TTpIv
atod TN xpron.
9.2 EmKOAACTE €TIKETA O€ éva O€T OOKIPNAOTIKWY owAfvwyv GammaCoat €ig
OImAolv  oUp@wva Pe To akdAouBo TAGvo. TMa opiopéva TTpoypdpuaTa
avaywyng Oedopévwy, evOeEXOPEVWG va atraitnBolv SOKINAGTIKOI OWARVEG
oMKWV KpoUoewv [T1,T2] kal dokiyaoTikoi cwAARveg Bo [1, 2], 6pwg pmmopolv
va TapoAn@Bolv av n KauTmuAn PaBuovopnong oxedidletal oe  XopTi
nUIAOYapIBuIKoU ypa@AUaTog.23-28
Ap. dok. MNepiexOueVO SOKIUATTIKWV ApiBudg  Ayyelotevaivn |
OwA.  cwAAvwv KwdikoUu  (ng/0,1 mL)
T1,T2  ZuvoAikég kpoUaeIg (IxVvNOETNG-pUBUIOTIKO SIGAUMA)

1,2  Tu@Ao ayyelotevaivng | 0 ng/mL A 0

3,4 BaBpovopuntig ayyeiotevaivng | 0,2 ng/mL B 0,02

5,6 BaBpovountig ayyeiotevaivng | 0,8 ng/mL C 0,08

7,8 BaBuovopuntig ayyeiotevaivng | 3,0 ng/mL D 0,30

9,10 BaBpovounTtAg ayyeiotevaivng | 10,0 ng/mL E 1,0
11,12 BaBpovounTng ayyeiotevaivng | 50,0 ng/mL F 5,0

13,14 YAKO eAéyyou dpaaTKGTNTaG pevivng, 37°C Trapaywyn
15,16 YAS eAéyxou dpaaTikdTnTag pevivng, 4°C Trapaywyn
17,18  AcBevng «X», 37°C mmapaywyn

9,20 AdgBevrig «X», 4°C mrapaywyn
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9.3 TomoBetAoTE Pe TITTETA 0TOUG KATAAANAOUG SITTAOUG SOKIPOOTIKOUG OWANVEG:
a. 100 pL ammd ka6e TuQASG ayyelotevaivng | ) BabuovounTn.

B. 100 pL UAIKO eAéyxou BpaAOCTIKOTNTAG PEVIVNG TWV OPAdWY TTAPAYWYNAS
«37» Kal «4» oTnV KATAAANAN Oudda 4 SOKIUACTIKWY CWAARVWV.

y. 100 pL kd&Be deiypatog aoBevr) Twv opddwy TTapaywyns «37» Kal «4»
oTnV KatdAANAn opdada 4 SOKINACTIKWY CWARVWV.

9.4 Y& kd&Be OOKIHAOTIKO OwAAva, padi pE autdv Twv OANKWV KPoUCEWV,
TpoaBéoTe apéowg 1,0 mL avmidpaoTtrpio 1xvnBETN-puBUICTIKOU SIaAUpaTOG.
Avapiéte 1o avmidpaaTtipia oTpofIAioviag kdBe OoKIYaoTIKO OwAfva o€
6pyavo Tep1divnong.

9.5 EmwdoTte 6Aoug Toug SOoKINAOTIKOUG OwAfveg ot Bepuokpacaia dwuatiou
(20 £wg 27°C) yia TPEIG WPEG.

9.6 AvappoonoTte | petayyiote 6AOUG TOUG OOKINOOTIKOUG CWAAVEG €KTOG aTTd
auToUG TWV GUVOAIKWY KPOUCEWV.

AN AEN AQAIPEGEI EMNAPKQX TO TMPOZKOAAHMENO AIAAYMA,
ENAEXOMENQX NA EXEI QX AMOTEAEEZMA THN MTQXH EMANAAHWH
KAI WEYAEIZ TIMEZ.

Av XPNOIYOTIOIEITE TEXVIKA avappo®nang, BeRaiwbeite 0TI N TTAACTIKA PUTN TOU
OOKIUAGTIKOU GWARVA avappoé@naong ayyidel To KATw PJEPOG TOU ETTIKAAUMMEVOU
OOKIUNOOTIKOU GWAAvVa Kal 0TI £Xel apaipedei Ao To uypo.

AV XPNOCIYOTTOIEITE TEXVIKI) METAYYIONG, APIOTE TOUG OOKIPNAOTIKOUG CWANVEG VO
amooTpayyioouv avamoda yia 3 €wg 5 AemTd. XTumAOTE OTTOAG TOUG
OOKIUOOTIKOUG OWAAVEG G€ ATroppoPNTIKO XAPTi yIa VO ATTOPOKPUVETE TUXOV
TTPOCKOAANUEVO UYPOS TIPIV TOUG TOTTOBETAOETE O€ OpBia BEan.

9.7  MeTprioTe OAOUG TOUG BOKIMAOTIKOUG OCWANVEG O€ PETPNTH YAUA IO £va AeTTTO
ME TO dvolypa KatdAAnAa puBuicpévo yia 1wdio 125.

9.8 YmoAoyioTe Ta amoteAéoparta. AvaTtpéETe aTnV TTOPAYPA®PO TTOU aPopd Ta
atroTeAéopara.

10. NOIOTIKOZ EAEIMXOxz

Me 10 KIT TTOpéxeTal €va UAIKO eA€éyxou OpaoTIKOTNTAG pevivng. To €Upog Twv
OUYKEVTPWOEWV KABE €AEYXOU ava@EPETAl OTO TTICTOTTOINTIKG avdAuong kail deixvel Ta
opla TTou €xouv kabBopiaTei amd tnv DiaSorin yia Tigég eAéyxwv TTou pTTopoUv va
emTEUXBOUV O agIOTNIOTOUG KUKAOUG €EeTAOEWY. To UAIKO €Aéyyou TTPETTEI VA UTTOOTE]
TTapaywyn TpIv atré Tov TPoadIopIouo.

KdabBe epyaoTripio Ba TTpETTel va XPNOIMOTTOIE UAIKG EAEYXOU OPKETWYV ETTITTEOWV VIO TNV
TrapakoAolBnan Tng ammddoaong Tou TTpoadiopiopol. O XeIPIOPOS TwV UAIKWV eAEyXOU
Ba mpétel va yiveral OTTwG auTdg TWV AyVWOoTWYV JelypdTwy. Oa TPETTel va TnpouvTal
TIVOKEG TTOIOTIKOU €AEYXOU yIa va TTapakoAouBeital n ammddoon Twv UAIKWY eAEyXOuU.
Oa TIPETTEI VO XPNOIUOTIOIOUVTAI KATAAANAEG OTaTIOTIKEG PEBODOI yia TNV agioAdynon
Twv Taoewv. Oa Tpémel va eEakpiBwBolv Ta atrodekTd Opia amédoong yia KABe
EEXWPIOTO £pyaaThplo.?2 2
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11. AMNOTEAEZIMATA

111

11.2

Kataypdwte 11I¢ Kpouoelg avd Aemtd (CPM) Adyw Ofopeuong yia KaBe
OOKINAOTIKO CWARva.

e xapti nuIAoyapiBunuévou ypaeruatog, oxedidaTte To CPM Adyw déopeuong
yla Toug BaBuovountég ayyelotevoivng | (kdBeTog dfovag) ouvaptioel Twv
OICEKATOUUUPIOOTWY Ypauuapiwy (ng) ayyeiotevaivng | mou mpooTiBevial o€
KGO doKIyaaTIKO owArva (opifdvTiog agovag).

2xedidoTe TNV KAPTTOAN KkaAUTEPNG Trpooappoyng. lNa Tumkd OSedopéva,
avaTpééte otov MINAKA |. To ZXHMA 1 ameikovifel pia TUTTIKA KOPTTUAN
BaBuovéunong.

Evtomiote To CPM Adyw &éopeuong yia KaBe OOKIHAOTIKO CwArva TTou
avTIOTOIXEl O€ KGBe Oeiypa aTov kGBeTo Gfova kal oxedidaTe pia opifovTia
YPOUMA péXP! aQUTH va ouvavtAcel TNV KapTruAn BaBuovopnong. XT1o onueio
Toung, dlaBdoTte Ta ng ayyelotevoivng | amd Tov opifdvtio Géova. MNa kabe
Oeiypa Kal UAIKG eAEyxou, uTtoAoyiaTe Ta Yéoa ng «37» Kal Ta HECQ NG «4».

12. APAZITIKOTHTA PENINHZ NMAAZMATOXZ (PRA)

121

12.2

12.3

124

12,5

H OJpaoTikétnTta pevivng TmAdopatog (PRA) exkepdletar oe ng/mL/hr Tng
TTapayouevng ayyelotevaivng |. FivovTal o1 akdAouBeg padnuartikég S10pBWOEIS yia
va AngBouv ng/mL/hr:

AgaipéoTte T péon TR «4» (uTtoBaBpo) amd T péon TIMA  «37»
(Trapayduevo):
KaBapd ng = ng «37» — ng «4»
MéyeBog Oeiyuatog TOU TTPOCDIOPIOTNKE OTOV ETTIKAAUPHPEVO BOKIMAOTIKO
gwAriva (C): 0,1 mLc
Apaiwaon deiypaTtog (S) pe pubuioTiké diGAupa TTapaywyng (B) kai avacTtoAéa (1):
(1,0 mLg + 0,1 mLg) + 0,01 mL, 1,11 mLagy
1,0 mLg ~ 1,00 mLra
Xpoévog Trapaywyng ayyeiotevaivng I: 1,5 wpeg
YHMEIQXH: Av petaBAnBei o xpdvog Trapaywyng, Ba Tpémel va yivel n
avtioToixn aAAayf aTov apiBud auTo.
YTroAoyIopOG PNAEIVIKAG TTapaywyng:
ng"37"-ng"4" " 1,11mL
0,1mL¢ 1,00 mL
PRA =

1,5 wpa

PRA = (7,40/mL/hr) x (kaBapd ng)
Mapadelypa: Agiypa TTAGOPATOG A0BeVA «X»:
PRA = (0,41 - 0,08) ng x (7,40/mL/hr)

PRA = 2,44 ng/mL/hr
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MINAKAZ |
Karaypagn dedopévwv
Na un xpnoigotroinBei yia Tov UTToAOYIoHO AyVWOTWYV SEIYHATWY

Emitredo TeAikA
Ap.dok. Mepiexdpevo CPM Ayyelotevaivngl PRA
OwA.  JOKINATTIKWY CWARVWV degpeupévou  (ng/dok owA.)  (ng/mL/hr)
T1  ZuvoNKKEG KpPoUOEIG (IXVNBETNG-PUBLIOTIKG DidAUpa) 29242 - -
T2  ZuvoONKKEG KPOUOEIG (IXVNBEMG-PUBUIOTIKG didAupa) 28992 - -
1 TupAd ayyeiotevaivng | 0 ng/dok. owA. 13617 - -
2 TupAd ayyeiotevaivng | 0 ng/dok. owA. 13048 - -
3 BoBuovounmig ayyeiotevaivng I 0,02ng/Sok. owA. 13163 - -
4 BoBuovounmg ayyeiotevoivngl - 0,02ng/dok. owA. 12625 - -
5  BaBuovounmig ayyeiotevoivngl 0,08 ng/dok. owA. 11305 - -
6  BoBuovounmig ayyeiotevaivng | 0,08 ng/dok. owA. 11291 - -
7  BoBuovounmig ayyeiotevoivngl 0,3 ng/dok. owA. 6991 - -
8  BaBpovounmg ayyeiotevoivngl 0,3 ngldok.owA. 7110 - -
9  BaBpovounmig ayyeiotevoivngl 1,0 ng/dok. owA. 3053 - -
10  BaBpovounmgayyeiotevaivngl 1,0 ng/dok.owA. 3056 - -
11 BaBuovounmg ayyeiotevaivngl 5,0 ng/dok. owA. 1307 - -
12 BaBpovounmig ayyeiotevoivngl 5,0 ng/dok. owA. 1232 — —
13 YAKKO eAéyxou dpaaTikGTnTOG pevivng, 37°C 3149 0,97
14 YAKKO eAéyxou dpaaTiKOTNTOG pevivng, 37°C 3053 1,01
Méoog 6pog: 0,99
15 YAKkO éAeyyou dpaoTikémTa pevivg, 4°C 8674 0,20
16 YAKKO é\eyxou dpoaaTikéTTa pevivng, 4°C 8607 0,20
Méoog 6pog: 0,20 5,85
17 Aciypa mAdoparog aoBevry «X», 37°C 4362 0,41
18  Aciypa Adoparog aoBevry «X», 37°C 4459 0,40
Méoog épog: 0,41
19  Aciypa TTAGopoTog aoBevr) «X», 4°C 8546 0,08
20  Aciypa TTAGouarog acBevry «X», 4°C 8557 0,08
Méoog épog: 0,08 2,44

136



TumikA KauUAn Babpovéunong
Na pn xpnoigotroinBei yia Tov UTToAoyIoHO AyVWOoTWYV SEIYHATWY

PM

O 7,500 [ Renin Activity Control, 4'C ¥

15,000

\_ Patlsnt X", 4C

Patient "X*, 37°C

/

4 \
Renin Activity Control, 37°C

1
0.02 0.08 0.3 1.0 5.0

Angiotension | ng/tube

ZXHMA 1

13. MEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ
Aladikaoia

131

13.2

13.3

13.4

13.5

13.6

13.7

13.8

H 1TAaOTIKA 0OKOUAO PE TOUG ETTIKAAUPPEVOUG SOKIPOOTIKOUG CWANVEG Ba TTPETTE
va KAEIOTEl ye ao@AAgia Kat@ Tn QUAASN Twv SOKINAOTIKWY CWARVWY TTOU dev
€xouv xpnoiyotroinBei kal n Bepuokpacia TNG Ba TTPETTEN va dIaTNPEITAl OTOUG
2 éwg 27°C.

H ot1dBun vepou Ba mpémmel va Trapapével upnAdTepa amd auTr) Tou SIaAUPATOG
OTOUG OOKIJOOTIKOUG OWAAVEG XWPIG OUwG va €TITTAéOUV O SOKINACTIKOf
OWARVEG.

O xpnotng Ba mpémel va AdBel uttown 611 uTropoUv va TTPokAnBouv ec@aAuéva
amroteAéopaTta atmd 10 AavBacouéVo XEIPIOUS TwV SEIYUATWY aoBEVWV.

Mpémer va OoBei peydAn Tpocox otn diatApnon Tng Oeppokpaciag Tou
TayoAouTpoU KOTAG T TIpOETOIMacia Tou avTmidpacTtnpiou, Tn diadikacia
avaTTapaywyng ayyelotevaivng |, kai Tn diadikacia pebédou.

H améyuén Twv katawuypévwy deiypdtwy Ba mpémel va yivetal Taxéwg o€
Bepuokpacia dwpaTiou Kal autd va avaulyviovial KaAd Tpiv amd  Tnv
TOTTOBETNOT TOUG UE TTITTETEG.

‘Exel onueiwBei 6T n  nmapivn avooTéAAel TNV  avtidpoon pevivng o€

ouykevTpwoelg 5 1U/mL. Emropévwg, dev Ba TTpETTEN va XPNOIPOTIOIEITE NTTApivn
WG QVTITINKTIKG O€ OgiyuaTa aipaTog oTa oTroia TTPOKEITAl va Yivel TTPoadIopIouOg
yla dpaaTikdTNTa pevivng TTAGouaTog.®

Ta aipoAuoTroinuéva Seiypa TTEPIEXOUV AYYEIOTEVOIVAOEG Kal dev Ba TTPETTEl va
xpnaoiyotroinBouv.

Anpoaoieupéva dedopéva Trapouaiacav evoeifelg 6T dev ptropei va BewpnOei
YPOUUIKOTNTA  TNG  Trapaywyng ayyelotevoivng | kartd 1 didpkeia
TTpoKaBopIouévng TTEPIOOOU TTAPAYWYAS, atmd TPIAvTa AETTTA €wWG OEKAOKTW
WPEG.2 H ekTPOTIA aTTO TN YPOAPMIKOTNTA EVOEXOUEVWG VA ATTOTEAET TOV KavOva Kal
Ox1 TNV €€aipeon akoun Kal KATw amé eAeyxduevn puBuion oe otrolodrToTe pH.
Evdexopévwg mmapdyovTeg dIa@opeTikoi ammd 1o pH ptropolv va emrnpedoouv n
YPOAUUIKOTNTO TNG TTapaywyng ayyeiotevaivng |. ‘Ewg étou TéToIEG PETARBANTEG
gival TTpaypaTiké eAeyXOpeveG, Ba TTPETTEl va avaPEVOVTAl XAPOKTNPIGTIKA Un
YPAUMIKOTNTOG.
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13.9 Av dev AapuPdavere owoTEG TIPEG YIO TO UAIKG EAEYXOU, EVOEXOUEVWG OI XEIPITUOI
va eival avakpifeig, n diakivnon AavBaopévn f Ta avTidpagTripia va €Xouv
utroBabuioTei. MNa k&Be ekTéAeon, Ba TPéTel va KABIEPWOEI WIa KaPTTOAN
BaBuovéunong Bacel Twv KATAAANAWY TIHWV yia BaBPOovouNnTEG.

Epunveia

MNa Tnv akpiBr] epunveia Twv OTTOTEAECUATWY TOou TTPOCdIOPICHOU, €ival KpioIJo va

An@Bolv utréwn o1 QuoloAoyikéG PETOBANTEG, OTTWG n OTACN Tou aoBevr Kal n

TTPOCANWN WE TNV TPOYr] vaTpiou ) N 24wpn atrékkpion vartpiou atod Ta oupa. H nAikia,

TO QUAO Kal N QUAR eival €TTiONG ONUAVTIKOI TTAPAYovTEG TTou TTPETEl va AngBolv

uTTown.

O1 petapoAég otnv PRA pTropei va emrnpeacToldv atmd Hia TTOIKIAIG @apuaKwy, OTTwG

dloupnTikd, adpevepyikoi TTapAyovTeG avaaToAng, ayyelodIaoTaATIKA, avBuTrEPTACIKY,

ueydAeg d60€IG TTPOYECTEPOVEG, AVTAYWVIOTEG ayyelotevoivng Il, amd Tou oTdépatog
xopnyoupeva avTIOUMNTITIKE A Beparreia pe 0IOTPOyOva KAl AAATOKOPTIKOEIDEIG
avTaywvioTég. H xprion diaTpidoikol, OTIwG OTnV VEQPOypapia, UTTOPEi €TTiong va
emnpedoel Tig TIHEG TNG PRA. Av dev AngeBei uttdwn n @apuakoAoyIKr) CUVEIGPOPA TNG

AMwng @apudkwv Tou acBevr, evoexouévwg va TTPokANBei AavBaopévn epunveia Twv

TiHwv TG PRA.

AiIGpopeg KAIVIKEG KaTAOTAOEIG, CUMPTTEPIAAUBAvVOPEVNG TNG QUOIOAOYIKNAG KUNONG,

emnpedfouv TNV PRA. O1 mrapdyovieg autoi €XOuv TTEPIYPAPEi TTEPIANTITIKA O€

ONMOCIEUPEVEG OVOOKOTTAOEIG ATTO APKETOUG EPEUVNTEG.27-0

14. ANAMENOMENEZ TIMEZ
H kAiviki aioAdynon Tou mapoviog kIt PRA ekteAéatnke ommd évav avegdpTnto
€PEUVNTH Kal Ta ATTOTEAETUATA CUVOWidovTal oTnV TTapoloa evoTnTa. Ta dedoPEVA TTOU
TrapoucidfovTtal TTpoopifovral wg odnyog yia Tn XPron Tou TTapoviog KIT. Adyw
dlapopwyv oToug TTANBUCGHOUG aoBevwY, GUVIOTATAI OTOUG XPAOTEG Va KABIEPWOOUV Ta
OIK& Toug dedopéva (yia Trapddelyua, vopoypagnua PRA ouvapTAoel TG €KKPIONG
varpiou).
14.1 Emidpaon Tng wpooAnyng ME TNV TPOPR GAATOG
AAQ@Bnkav Oeiypata TTAGopaTog Kol GUANOYEG oUpwv 24wpou atrd @uaioloyikolg
eVANIKEG XWPIiG Kapia @aivopevikr Kapdloayyelak 1 veppikry voco. Kdabe dtopo
akoAouBnoe diaita pe yvwoTr) TToo6TNTA vartpiou Kal KaAiou. Merd améd mepiodo
100pPOTINONG, CUAAEXBNKaV Ta OciypaTa TTAGoparog yia Tn PRA kai Ta deiyyata odpwy
24wpou. Ta atmoTeAéoUaTA QUTWY TWV HeAeTWY TTapouaiddovTal otov MINAKA II. Ta
dedopéva diaipébnkav o€ TEooePIG UTTooNAdEG Bdoel Tou €UPOUG TNG £KKPIONG vaTpiou
Tou TapatnpeiRdnke: ad libitum TpéoAnwn pe Tnv Tpo@r dAatog (75 £wg
150 mEq/24wpo.) Aiaita ye gupttAipwua dAatog (150 mEQg/24 wpo); kai dUo diaiTeg pe
TTEPIOPIOPO dAaTog. Eival epikTd o€ guvnBeig KAIVIKEG TUVORKEG va AauBdvovTal HETPIEG
yelwoelg o ékkpian varpiou, péxpl 30 éwg 75 mEg/24wpo H xaunAdTtepeg TIEG OTO
eUpog €kkpiong vatpiou, 0 €wg 30 mEQ/24wpo, eival aouvhABIOTEG Kal aTraitouv
auoTnpd TEPIOPICPSG TNG TIPOCANWNG We TNV Tpo@r vatpiou. [Naparnpnénke n
TTPORAETTOHEVN avTiaTpo®n axéon YeTagu TNg PRA kai Tng €kkpiong varpiou ata oupa.
E@béoov n TrepiekTIKOTNTO GAaTOG OTn dicuta dIo@EPEI KATA TOTTOUG, TTPOTEIVETAI TA
dedopéva PRA ouvapticel Tng €KKpIOng vartpiou va avamtiooovial amd KAEBe
ZeXxwpPIoTO EPYAOTHPIO.
Karé Tn didpkeia TnG KAIVIKAG agloAdynaong Tou TTapovTog KiT, Ajgonkav deiypata atd
TEPITTATNTIKOUG | VOONAEUOUEVOUG aaBeveis XwpiG @aivOpevikh kKapdloayyeiakn 1
veppikn vooo. O1 aoBeveig autoi AduBavav TTpooAfwelg ye Tnv Tpogr aAatog ad libitum
Kal Ogv €yive Kauia TTpooTrddeia yia Tov €AeyXo Twv OpaaTnpioTATwy Tous. OAa Ta
Ociypata Afednkav petagu 8 kal 10 To TTpwi. Ta dedopéva TWV TTAPATNPATGEWY AUTWV
Trapoucidfovrar  otov  [MINAKA 1ll. Epmimrouv evidég ToUu €Upoug PRA  Tou
TTapaTNENONKE yia Toug acBeveig TTou Adufavav Kavoviki TTPOcANYn PE TNV Tpo®n
aAaTtog yia Tov TTANBuoud autd. O uwnAOTEPEG TINEG TWV VOONAEUOUEVWY a0BEVWV
evdexopévwg va opeilovTal oe aAayég Tou dAaTtog oTn diaita TTou etmiBdAAovTal aTTd To
VOOOKOEIOKS paynTd, TO OTPEG TTOU TTPOKOAEITAI ATTO TO VOGOKOMEIOKS TTEPIBGAAOV 1
GAAoug akaBopIGTOUG TTAPAYOVTEG.
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NINAKAZ II
PRA pe mepiopiopévn TpooAnyn Pe TRV Tpo@n dAarog

‘Exkpion Na+ Méoog 6pog + 1 T.A.
mEqg/24wpo (ng/mL/hr)
0 £wg 30 16,34 +7,52
30 éwg 75 591 +1,82
75 éwg 150 2,12+0,68
>150 0,85+ 0,46

NINAKAZ Il
PRA pe mpéoAnyn pe TNV Tpo@n dAarog ad libitum
Méoog 6pog + 1 T.A.

(ng/mL/hr)
Tuxaia TePITTATIKG QUGIOAOYIKA dTOpa 1,67 £ 0,83
Mn TrepITTaTiké QualoAoyika droua 3,30+1,85

14.2 Emidpaon Tng 8éong

H akpiBAg ekTipnon Twv Tipwv PRA e§aptdtal amré Tn yvwon Tou KAIVIKOU 1aTpou yia Tn
oTdon Tou acBevr), epdoov ol TiuEG PRA emnpeddovrar ammé autrjv. H emidpacn tmou
£xel n utmoBean opbiag Béong petd atmd oAovukTio UTTvo og UTITIa B€on utTTodnAWveETal
otov MNINAKA V.

MINAKAZ IV
Emidpaon 8éong

Méoog 6pog + 1 T.A.

(ng/mL/hr)
YTima 1,24 + 1,09
Opbia 2,63+1,32

14.3 Aiyepon @oupooeuidng

H kAivikiy a&loAdynon Tou CuCTAPATOG PEVIVNG-AYYEIOTEVAIVNG EVOEXOUEVWG VA OTTQITET
TNV agloAdéynon Tng aAAayig PRA petd améd digyepon. H emidpaacn Tng @oupoaeyidng
o010 oUOTNUa  PEVIVNG-QYYEIOTEVOiVNG, OTTWG aviXveuTnke atmd Tnv aAldayry PRA,
uttoAoyioTnke At pia PEAETN TTou ouvowiletar otov MINAKA V. YTIpxe onuavTtikA
augnon oe Tiyég PRA e Tn di€yepan @oupooeUiong.

MINAKAZ V
Aiéyepon @oupooepidng *

Méoog 6pog + 1 T.A.

(ng/mL/hr)
Mpiv Tn diéyepon 2,36 £ 1,23
Metd mn digyepon 6,92 +2,76

ZHMEIQZH: Koartémv aitnong orto TtuApa e§umnpétnong meAatwy, diatiBeral
Hovoypa@ia Trou Treplypd@el pe AemrTopépela oAOkAnpn Tnv agioAéynon. H
Hovoypa@ia TrEPIEXEI TA ATTOTEAECUATA TWV AKOAOUBWYV EAETWV:

1. AAdooTEPOVN oUpwv cuvapTroel PRA.
MeAéTeg pevivng ve@pikAg @AEBaG o aoBEVEIG e VEQPOAYYEIOKN UTTEPTATT.
Mpoadiopioudg PRA og aobeveig xwpig veppo.
Mpoadiopiopds PRA o aoBeveig Tou utrodAAovTtal g€ aigokdBapon.
Mpo@iA pevivng oe acBeveig pe 1810TTaON UTTEPTAOT.

TTEVTE WPEG PETA TNV OTTO TOU OTOPATOG Xopriynon 40 mg gpoupoceuidn.

Ll ol o

*
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15. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

15.1 AvoAuTIKA guaiodncia

H euaioBnaia Tng kapTUANG Babuovounang opideTal wg N HIKPATEPN POVAdIKA TIUM TTOU
utropei va diakpiBei atmé 10 undév. H oTatioTIkh ekTiunon NG €AAXIOTNG avIXVeEUTIUNG
ouykévTpwong (euaioBnoia) uttoAoyioTnke cUP@wva pe T péBodo Tou D. Rodbard,
(1978),*" yia TpidvTa eTTavoAfyelig oto Pndevikd onueio TG KauTruAng Babuovounaong.
H utroAoyiopévn euaigBnoia gival 0,018 ng/dokIpaoTIKO GwARva.

15.2 Akpifeia

H okpiBela yia Tov idlo TTpoodiopioud uttoAoyioTnke amd 1o péoo Opo  €iKOal
TPOCadIOPICPWY TTOU eKTEAEDTNKAV TOUTOXpova ot K&Be deiypa. H okpifeia peragly
oeIpdg TTPOCdIOPIOUWY UTTOAOYIOTNKE aTmd TO MECO O6pO ETMAVOANWEWYV YIa €iKOOI
OIOQOPETIKEG EKTEAEDEIG.

Aciypa akpiBeiag Méaoog TuTKnA
yla Tov idlo ApiBuég 6pog atrokAion JuvTeAEOTAG
TTP0oadIopIoud mpoodiopiopwy  (ng/mL/hr) (ng/mL/hr) SlakUpavong
AeCapevn
TTAGopoTog A 20 1,6 0,16 10,0
Aegapevn
TAdopaTog B 20 6,2 0,28 4.6
Aegapevn
TAGopaTog I 20 17,9 1,68 9,4
Acgiypa akpifeiag Méoog TutmikA
peTagu oeipdg Ap1Bu6g 6po atmékAion JUvTEAEDTNG
TTPOGOIoPICUWY  TTPoodiopioywy  (ng/mL/hr) (ng/mL/hr) dlakUuavong
Aegapevn
TAGopaTog A 20 1,6 0,09 5,6
AeCapevn
TAdopaTog B 20 10,7 0,82 7,6
Aegapevn
TAGouaTog I 20 15,2 1,04 6,8

15.3 lox0g olvdeong avriyovou - avTICWHOTOG

H otaBepd ouyyéveiag, KAtV UTTOAOYIOUOU, TOU avTiopoU TOU KIT auToU gival TTEPITTOU
3 x 10" Aitpa/mole.

15.4 AvoAuTIKA €181KOTNTA

Ta Oedopéva Tng dlOOTAUPOUPEVNG  QVTIOPACTIKOTNTAG TOU  avTiopoU  TToU
XPNOIYOTTOIEiTOl OTO TTOPOV  KIT €KPPAlovIal WG O AOYOG TNG OUYKEVTPWONG
ayyelotevoivng | TPOG TN OUYKEVIPWON TNG ouciag HE  dIaOTAUPOUMEVN
avTIdpacTIKOTNTA 0€ 50% avaoToAr| TNG PEyIoTNG BECUEUONG.

‘Evwaon % dlagTaupouuevn avTidpaaTIKOTNTA
Ayyelotevaivn | 100
TeTpadekatreTidlo* 0,02
Ayyelotevaivn Il <0,03
Ayyeiotevaivn I <0,03

* ZuvBeTIKO UTTOOTPWHA PEVIVNG,

FlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPE=ZTE XTHN TEAEYTAIA ZEAIAA
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SYMBOLS USED WITH DEVICES

C€
g

wl
BH
[ ]

A

@

English Francais Deutsch Espariol Italiano
. Conformité aux CE - Konformitats- Conformidad s
European Conformity| normes kennzeichnun europea Conformita europea
européennes 9 P
- Date limite Mindesthaltbar- Fecha de ’
Expiration Date d'utilisation keitsdatum caducidad Data di scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Instructions ?r?gtsrﬂgggrﬁs Gebrauchsanwei- in;i?uncsc?gﬁ;zije Consultare le
for Use P sung beachten istruzioni per 'uso
d'utilisation uso

In vitro diagnostic.

Diagnostic in vitro.

In-vitro-
Diagnostikum.

Diagnéstico in vitro.

Diagnostica in vitro.

Lot No. No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°
Te.mperlature L|mnta}t|on de Temperaturbereich Limitacion de Limite della
limitation. température. temperatura temperatura

Enzymatic inhibitor

Inhibiteur enzymatique

Enzyminhibitor

Inhibidor enzimatico

N i Inibitore enzimatico
(phenylmethylsulphonyl hén (I?;ﬂe'[molr;jehon I (Phenylmethylsulfonyl- fei\sil?'vl'luectzlosnulggnil (soluzione di fluoruro
fluoride solution). | P ™Y ﬂuorjre) PRONY! ™ fuorid-Lasung). fluoruro) fenilmetilsulfonile).
. . Festphase Fase sdlida Fase solida
Solid phase Phase solide .
" (Beschichtete (Tubos (Cannule
(Coated tubes.) (Tubes enduits). Testrohrchen). recubiertos). con rivestimento).

Tracer: antigen

Traceur : antigéne
125

Tracer: "*|-markiertes

Trazador: antigeno

Tracciatore: antigene

labelled with 2| marqué a l'iode Antigen etiquetado con | | etichettato con '
Buffer Tampon Puffer Tampoén Tampone
Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
. Facilement . P Facilment Facilment
Highly flammable inflammable Leichtentziindlich inflamable infammabile
Harmful Nocif Gesuqdhelts— Nocivo Nocivo
schadlich
Corrosive Corrosif Atzend Corrosivo Corrosivo

SYMBOLS USED WITH DEVICES CONTINUED ON NEXT PAGE.



CONTINUED FROM PREVIOUS PAGE - SYMBOLS USED WITH DEVICES

Portugués

Dansk

Svenska

Czesky

Conformidade com
as normas europeias

Europeeisk
Overensstammeise

Europeisk
Overensstammeise

Znacka evropské shody

Datum ukonéeni

C€
g
ul

(1]

IVD

LOT
[ag] ™1

AL

@

O

1

(solugao de fluoreto

de fenilmetilsulfonil).

(phenylmethylsulpho
nylfluorid-oplgsning).

(fenylmetylsulfonyl-
fluoridldsning).

Prazo de validade Udlgbsdato Utgangsdatum pouzitelnosti
Fabricante Producent Tilverkare Vyrobce
Consulte as
" Prostuduijte navod k
instrugdes de Se brugsanvisning Se bruksanvisningen poJuziti
utilizagéo
Diagnéstico in vitro. In vitro diagnostik. Diagnostik in vitro. Dlagnostilﬁl?i/tforostredek
N.° do lote Lotnr. Batch-nummer Cislo sarze
Limite de Temperaturgreense TemPeraFur- Teplotni limit
temperatura. begransning.
Inibidor enzimatico Enzymhaemmer Enzymatisk inhibitor Inhibitor enzymu
(fenylmethylsulfonyl-

fluorid)

Fase sdlida (Tubos

Fast fase (coatede
provergr).

Solid fas
(Belagda ror ).

Pevna faze

Corrosivo

revestidos).
. : Sparelement: .
Tragador: antigeno Tracer: antigen . |zotopovy indikator:
marcado com "% maerket med 2| ant|gcre1:1etée1tzes<|:knad antigen znageny %I
Tampéo Buffer Buffert Pufr
Calibrador Kalibrator Kalibrator Kalibrator
Radioactivo Radioaktiv Radioaktiv Radioaktivni
’i::flca"m:c;? Yderst brandfarlig Mycket brandfarligt Vysoce hotlavy
Nocivo Skadelig Skadligt Zdravi $kodlivy
Atsende Fréatande Ziravina
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Norsk

EAANvIKG

(S

EU-konformitet

EupwTraikf Zuppdpewon

Utlgpsdato

Hupepounvia Angng

Tilvirker

KataokeuaoTrig

HE

Se Bruksanvisninger

ZUPBOUAEUTEITE TIG
Odnyieg Xpriong

IVD

In vitro-diagnostikk.

In vitro dlayvwaoTikG
10TPOTEXVOAOYIKO TTPOIOV.

E
w
E : E g
H i i 3
@ M ]

O
hd
r

X ] &

begrensning.

Partinr. Ap. TapTidag
Temperatur- Mepiopiopoi
Beppokpaciag

Enzyminhibitor
(fenylmetylsulfonyl-
fluoridigsning).

Evqupikég avaoToAéag
(paivulopeBuroocourgovu
Ao @Bopiolyo didAupa).

Solid-fase (belagte
ror.)

Z1epen @don
(EmikaAuppévol
OOKIPAOTIKOi CWAAVEG ).

Sporstoff: antigen

IxvnBéTng: Avtiyévo
ONUACPEVO PE 125

merket '?|
Buffer PuBpioTikd Sidhupa
Kalibrator BaBpovounTtig
Radioaktiv Padievepyo

Sveert brannfarlig

MoAU eU@AekTO

Skadelig

EmBAaBng

Etsende

AloBpwTIkO
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