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DEUTSCH

NUR FUR DIE IN - VITRO — DIAGNOSTIK BESTIMMT

R-EX-125 125 Bestimmungen

1. VERWENDUNG

Der Testsatz RENIN dient der quantitativen Bestimmung der
Plasmareninaktivitat (PRA) in humanem Plasma. Die Methode umfasst
ohne Verdiinnung einen Messbereich von 0,033 bis 25 ng/ml.

2. PHYSIOLOGIE

Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System ist ein  hormonelles
“Kaskade”-System, dessen erste Komponente das Angiotensinogen
ist. Renin, ein proteolytisches Enzym, transformiert Angiotensinogen in
Angiotensin |, ein Polypeptid, das nicht biologisch aktiv ist. Angiotensin
| ist das Substrat, das durch ein “converting enzyme” in das biologisch
aktive Angiotensin Il umgewandelt wird. Die wichtigsten biologischen
Aktivitaten von Angiotensin Il sind die Vasokonstriktion und die
Regulation der Synthese und Freisetzung von Aldosteron, das die
Elektrolyt-Bilanz moduliert. Daher ist das System Uber verschiedene
Mechanismen bei der Regulation des Blutdrucks involviert. Es ist
mdglich, durch die Messung der Plasmareninaktivitat die Aktivitat des
Systems zu bewerten; sowohl Angiotensin | als auch Renin-Assays
haben methodische Probleme (niedrige Werte beim ersten, strukturell
ahnliche Enzyme beim zweiten). Renin wird in den juxta-glomeruléren
Zellen der Niere gebildet und hat ein Molekulargewicht von ca. 40.000
Dalton. Die Messung der PRA ist ein gutes Mittel, um die Prognose
und Therapie von Patienten mit Hypertonie zu beurteilen. Trotzdem ist
es notwendig, verschiedene Faktoren zu kennen, die Werte verandern
kénnen, wie z.B. Natriumaufnahme, aufrechte oder liegende Haltung
oder Medikamentengabe. Die Plasmareninaktivitit steigt bei
reduzierter Natriumaufnahme an und sinkt im Liegen. AuBerdem
fuhren einige Medikamente wie Diuretika oder orale Kontrazeptiva zu
einem Anstieg, L-Dopa oder Reserpin zu einer Verringerung der
Plasmareninaktivitat.

Hyperreninismus kann aufgrund verschiedener Konstellationen
auftreten:

- Hyperreninismus mit Hypertonie: reno-vaskulérer Bluthochdruck,
Wilms-Tumor, Robertson-Kihara-Syndrom.

- Hyperreninismus ohne Hypertonie:
nephrotisches Syndrom, Bartter-Syndrom.

Hyporeninismus kann aufgrund verschiedener Konstellationen
auftreten:

- Hyporeninismus mit Hypertonie: Conn-Syndrom, primarer
Pseudohyperaldosteronismus, Biglieri-Syndrom und einige
Falle von essentieller Hypertonie.

- Hyporeninismus ohne Hypertonie: Hypoaldosteronismus,
Natriumbelastung und positive Wasserbilanz, verminderte
Aktivitat des sympathischen Nervensystems.

In einigen Fallen kann es sinnvoll sein, Veradnderungen der
Plasmareninaktivitdt nach Stimulationstests zu Uberpriifen (z.B. nach
FurosemidStimulation).

Natriummangel,

3. TESTPRINZIP

Die Konzentration bzw. Aktivitat von Renin im Plasma wird nicht direkt,
sondern durch die radioimmunologische Bestimmung von Angiotensin |
ermittelt. Vor der radioimmunologischen Bestimmung wird das Plasma
inkubiert, und unter standardisierten Bedingungen wird durch Renin
Angiotensin | gebildet. Ein Enzyminhibitor verhindert den
enzymattischen  Abbau von Angiotensin | wahrend des
Entwicklungsschrittes. Fur die Entwicklung des Angiotensin zwei
kénnen zwei verschiedene Ph-Bedingungen gewahlt werden:

- Generation Buffer pH 7,4 (separat erhaltlich)

Entspricht den physiologischen Bedingungen.

- Generation Buffer pH 6.0 (im Kit enthalten)
Die gebildete Angiotensin-I-Menge ist doppelt so hoch wie diejenige,
die bei pH 7,4 gebildet wird; diese Methode ist somit besser fiir Proben
mit niedriger Plasmareninaktivitat geeignet.
Die Entwicklung von Angiotensin | verlauft zeitlich linear, man erhalt
also die gleichen Ergebnisse bei geénderter Entwicklungszeit. Dieser
Test sieht trotzdem eine Inkubationszeit von 90 Minuten bei pH 6,0
und 3 Stunden bei pH 7,4 vor, um die Methode zu standardisieren und
eine gute Préazision zu garantieren. Nach der Entwicklungszeit wird der

Radioimmunoassay durchgefihrt. Unmarkiertes Antigen
(Patientenserum bzw. Standards), radioaktiv markiertes Antigen und
ein spezifisches Antiserum werden in definierten Mengen in einem
Rohrchen gemischt und inkubiert. Die radioaktiv markierten und
unmarkierten Antigene konkurrieren wahrend der Inkubation um die
begrenzte Anzahl der Bindungsstellen am 1. Antikorper. In dieser
Reaktion bilden markiertes und unmarkiertes Antigen mit dem
Antiserum Antigen-Antikdrper-Komplexe. Die Komplexbildung strebt
nach dem Massenwirkungsgesetz ein Gleichgewicht an. Nach der
Inkubation wird die Trennung von freiem und gebundenem Angiotensin
I mit einem 2. Antikdrper durchgefuhrt. Der 2. Antikorper ist kovalent an
magnetisierbare Partikel gebunden. Dies ermdglicht eine schnelle
Trennung von gebundenem und freiem Antigen mit Hilfe einer
einfachen Magnetplatte. AnschlieRend wird unter dem Einfluss des
Magneten das freie Antigen mit dem Uberstand dekantiert. Das im
Réhrchen verbliebene Prazipitat wird in einem Gammacounter
gemessen.

4. REAGENZIEN - Vorbereitung und Lagerung

Bei groReren Testansatzen dirfen nur Reagenzien mit der
gleichen Chargennummer verwendet werden. Die
Chargennummern auf den Roéhrchen und Reagenzien soll  ten mit
denen auf dem Kontrolltestzertifikat Gbereinstimmen . Verwenden
Sie die Kitkomponenten nur bis zum angegebenen Verf  allsdatum.
DerRenin Kit enthélt ausreichend Reagenzien fur 125 Bestimmungen
und ist bis zum angegebenen Verfallsdatum bei 2-8C haltbar.

1. Renin ®J-markierter, 1 Flaschchen: Das Flaschchen enthalt
13,0 ml **®J-markiertes Angiotensin | in Phosphatpuffer mit BSA
und 0,05% Natriumazid. Max. Radioaktivitat: 85 kBq.
Gebrauchsfertig; Lagerung bei 2-8C bis zum angegeb enen
Verfallsdatum. NICHT EINFRIEREN.

2. Renin Kalibratoren, 8 Flaschchen: 8 Flaschchen mit
Angiotensin | in Phosphatpuffer mit BSA und <0,2% Natriumazid
in den Konzentrationen 0- 0,2- 0,5- 1,0- 2,0- 5,0- 10,0 und 25,0
ng/ml; lyophilisiert. Der Nullstandard wird mit 2,0 ml, die tUbrigen
Standards werden mit 1,0 ml destilliertem Wasser aufgeldst.
Vorsichtig mischen, bis das Lyophilisat grundlich geldst ist.
Lagerung bis zu 24 Stunden bei 2-8C oder bis zum V erfallsdatum
bei -20C.

3. Renin Antikdérper, 1 Flaschchen: Das Flaschchen enthalt
Phosphatpuffer mit Anti-Angiotensin-I-Antikdrper (Kaninchen), mit
Kaninchen-Gammaglobulin, BSA und 0,05% Natriumazid;
lyophilisiert. Mit 12,5 ml destilliertem Wasser rekonstituieren und
grundlich mischen, bis das Lyophilisat vollstandig geldst ist.
Lagerung nach Rekonstitution bis zu 3 Tage bei 2-8°C oder bis
zum Verfallsdatum bei -20<C.

4. Renin Trennreagenz, 1 Flaschchen: Das Flaschchen enthélt 125
ml  Anti-Kaninchen-Gammaglobulin ~ (Ziege), gebunden an
magnetisierbare Partikel, in Tris-Puffer mit BSA und < 0,1 %
Natriumazid. Gebrauchsfertig. Lagerung bei 2-8C bis zum auf
dem  Flaschchen  angegebenen  Verfallsdatum. NICHT
EINFRIEREN.

5. Renin Enzyminhibitor, 1 Flaschchen: Das Flaschchen enthalt
(0,5 ml) 5 % Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) in ethanolischer
Lésung. Gebrauchsfertig; Lagerung bei 2-8C bis zum
angegebenen Verfallsdatum. Wenn die Ldsung Kristallisation
zeigt, das geschlossene Flaschchen auf 37C erwéarme n. Achtung:
Das Flaschchen nicht offen stehenlassen.

6. Renin Generation Puffer pH 6.0, 1 Flaschchen:  Das Flaschchen
enthalt 6,0 ml Phosphatpuffer mit gelbem Farbstoff und <0,1%
Natriumazid. Gebrauchsfertig; Lagerung bei 2-8C bis zum
angegebenen Verfallsdatum. NICHT EINFRIEREN.

7. Renin Generation Puffer pH 7.4, 1 Flaschchen: (separat
erhéltlich) Das Flaschchen enthalt 3,0 ml Phosphatpuffer mit
orangem Farbstoff und <0,1% Natriumazid;

gebrauchsfertig.Lagerung bei 2-8C bis zum angegebe nen
Verfallsdatum. NICHT EINFRIEREN.
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5. HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAH MEN

Die Reagenzien sind nur zur In-vitro-Diagnostik bes  timmt.
Mit diesem Test sollte nur erfahrenes Laborpersonal arbeiten. Der

Umgang sollte nach MaflRgabe der ,Guten Laborpraxis” (GLP)
erfolgen.
Bei groReren Testansatzen diurfen nur Reagenzien mit der

gleichen Chargennummer verwendet werden.
Physikalisches Daten of *°J: Ende die Arbeitsanleitung sehen

1. Radioaktivitat: Der Kit soll bis zu seiner Verwendung unter
Strahlenschutzbedingungen gelagert werden. Es wird auf die
Vorschriften der Strahlenschutzverordnung hingewiesen.

Folgende Regeln gelten neben anderen bei der Handhabung von

radioaktivem Material:

o] Nicht rauchen, trinken oder essen.

o] Nie radioaktive Lésungen mit dem Mund pipettieren.

0 Hande moglichst mit Gummihandschuhen schiitzen.

0 Verschittete radioaktive Lésungen sofort wegwischen und
kontaminierte Gerate dekontaminieren. Einwegmaterialien
werden zum radioaktiven Abfall gegeben.

0 Standige Arbeitsmittel sind wiederholt auf Kontamination hin
zu prifen.

o] Radioaktiver Abfall mu grundsétzlich an eine Sammelstelle
abgegeben werden.

Eine Lagerung von kurzlebigem radioaktivem Abfall (z.B. J-125)

bis zum praktisch vollstandigen Abklingen und seine

anschlieBende Beseitigung wie normaler Abfall ist moglich, bedarf
aber der Genehmigung der Aufsichtsbehdrde. Nach § 3 der

Strahlenschutzverordnung dirfen wir radioaktive Reagenzien nur

an Personen liefern, die im Besitz einer entsprechenden

Umgangsgenehmigung sind.

Auf  Wunsch nennen  wir Ihnen das  zustandige

Gewerbeaufsichtsamt zur Beantragung einer

Umgangsgenehmigung; gerne sind wir lhnen dabei behilflich.

2. Natriumazid: Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (<0,2%)
als Konservierungsmittel. Natriumazid kann mit Blei und Kupfer
explosive Metallazide bilden. Reagenzienreste sollten daher mit
reichlich Wasser verdiinnt beseitigt werden. Nicht mit der Haut
oder Schleimhaut in Berlihrung bringen.

Risiko-Satze:

R-21/22 Gesundheitsschadlich bei Berilhrung mit der Haut und

beim Verschlucken.

Sicherheits-Satze:

S-26 Bei Beriihrung mit Augen grundlich mit Wasser abwaschen
und Arzt konsultieren.

S-28.1 Bei Berilihrung mit der Haut grindlich mit viel Wasser
abwaschen.

S-46 Bei Verschlucken sofort arztichen Rat einholen und
Verpackung oder Etikett vorzeigen.

3.  Humanserum: Das fir einige Reagenzien verwendete
Humanserum wurde mit Immunoassays auf Hepatitis-B-
Oberflachenantigen (HBsAg) und Anti-HIV Uberprift und negativ
gefunden. Dennoch wird empfohlen, diese Reagenzien wie auch
die Patienten-Proben als potentiell infektiés zu betrachten und
entsprechend zu handhaben. Es ist wahrscheinlich, daf3 in dem
Produkt Antikérper gegen das Hepatitis-C-Virus nachweisbar sind.
Obwohl die Nachweisbarkeit von HCV-Antikérpern nicht zwingend
bedeuten muB, daR die Materialien infektiés sind, sollten zur
Vermeidung eines Ansteckungsrisikos geeignete
VorsichtsmaBnahmen bei der Handhabung beachtet werden.

6. PROBENVORBEREITUNG UND VERDUNNUNG

In diesen Assay mussen Plasmaproben eingesetzt werden.
Entnehmen Sie die Proben bei Raumtemperatur. Die EDTA-Na,-
Roéhrchen (2 mg/ml Blut) nicht kiihlen oder auf Eis lagern.
Zentrifugieren Sie die Rohrchen in einer ungekihlten Zentrifuge und
trennen Sie das Plasma sofort nach der Zentrifugation von den Zellen.
Nicht gekuhlt lagern. Das Plasma nach max. 6 Stunden einfrieren.
Wenn die Proben gekihlt oder fir einen langeren Zeitraum
Temperaturen von < 6 € ausgesetzt werden oder in flissigem
Zustand (d.h. nicht gefroren) gekuhlit werden, tritt eine Kryoaktivierung,
d.h. eine Konversion von Prorenin zu Renin auf (12,13). Vor der
Testdurchfihrung sollten die Proben in lauwarmem Wasser schnell
aufgetaut und auf Raumtemperatur gebracht werden. Patienten unter
Einnahme von Diuretika, Antihypertensiva, Vasodilatoren oder oralen

Kontrazeptiva sollten die Aufnahme fur 2 Wochen vor der
Testdurchfihrung unterbrechen. Dasselbe gilt fir den Genuss von
Lakritze. Die Renin-Konzentration ist wahrend der Schwangerschaft
und bei Diaten mit reduzierter Salzaufnahme erhoht. Aul3erdem, da
Renin sowohl durch die Kdrperposition als auch durch eine diurnale
Rhythmik beeinflusst wird, sollten die Proben am Morgen entnommen
und die Position des Patienten (sitzend oder liegend) sollte
dokumentiert werden. Nicht wiederholt auftauen und einfrieren.
Eventuelle Verdinnungen kénnen nach der Bildung von Angiotensin |
mit dem kitinternen Nullstandard durchgefiihrt werden.
Achtung:
- Verwenden Sie kein Heparin als Antikoagulans, da es bei der
Bildung von Angiotensin | zu Interferenzen fuhrt.
- Verwenden Sie keine hamolysierten Proben.Stark ikterische
Proben.

7. ARBEITSANLEITUNG

1. Packungsinhalt
Der Renin Kit (Code: R-EX-125) enthéalt folgende Komponenten:

Reagenz Flaschchen
Renin **J-markierter 1
Renin Kalibratoren

Renin Antikodrper

Renin Trennreagenz

Renin Generation Puffer H 6.0
Renin Enzyminhibitor

PP P P o

2. Auf Anfrage erhaltlich
Generation Buffer pH 7.4 (Code: R-EX-LC).

3. Zusatzlich benétigtes Material

destilliertes Wasser.

Préazisionspipetten mit Einmal-Spitzen 0,01 und 1,0 ml.
Plastikréhrchen.

Wasserbad 37 + 2<T.

Vortexmischer.

-Separator und Rack.

Saugféhiges Papier.

Eisbad.

Gamma-counter.

4. Entwicklung des Angiotensin |

Fir die Entwicklung des Angiotensin | kdnnen zwei verschiedene pH-

Bedingungen gewahlt werden: Generation Buffer pH 7.4 (separat

erhéltlich) oder Generation Buffer pH 6.0 (im Kit enthalten). Die

Verfahrensweise ist in beiden Fallen gleich. Pipettieren Sie in

Plastikréhrchen in der angegebenen Reihenfolge:

1,0 ml Probe.

0,01 ml Enzyminhibitor (PMSF).

0,1 ml Generation Puffer.

Mischen (Vortex-Mischer).

Bereiten Sie flr jede Probe 4 Rdhrchen vor, und stellen Sie in 2

Racks:

¢« 2 Roéhrchen fur die Inkubation bei 37C (Réhrchen mit “37”
markieren);

¢ 2 Rohrchen fir die Inkubation im Eisbad bei 4C (Rohrchen
mit “4” markieren).

6. Pipettieren Sie aus dem oben beschriebenen Ansatz jeweils 0,1
ml in die vier Testréhrchen, und inkubieren Sie entsprechend bei
4T im Eisbad bzw. 37 € im Wasserbad.

Die Inkubationszeiten betragen 3 Stunden bei Verwendung des
Generation Puffer pH 7.4 oder 90 Minuten beim Generation Buffer
pH 6.0.

Danach werden die Probenréhrchen, die bei 37 ink ubiert
wurden, im Eisbad auf 4T gekiihlt.

apONE

5. Radioimmunoassay

Vorbereitung des Testansatzes
Stellen Sie folgende Réhrchen zu den 0.g. Probenréhrchen ins Eisbad:
- 2 Rohrchen fir die Totalaktivitat (TA).
- 2 Rohrchen fur die NSB.
- 2 Rohrchen fur BO.
- 2 Rohrchen fiir jede Standardkonzentration.
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Testdurchfiihrung

1. 0,1 ml Nullstandard in die R6hrchen fir BO pipettieren.

2. 0,2 ml Nullstandard in die Réhrchen fir NSB pipettieren.

3. 0,1 ml der ubrigen Standards in die entsprechend markierten
Roéhrchen pipettieren.

4. 0,1 mlRenin Tracer in alle R6hrchen pipettieren.

5. 0,1 ml Renin Antiserum in alle Réhrchen auer TA und NSB
pipettieren.

6. Den Inhalt aller Réhrchen mischen (Vortex-Mischer) und 18-20
Stunden im Eisbad im KuhlIschrank bei 4C inkubieren .

7. Das Eisbad aus dem Kuihlschrank nehmen und - wéahrend die
Réhrchen im Eisbad bleiben - 1,0 ml Renin Separation Reagent
in alle Rohrchen auRBer TA pipettieren.

Hinweis: Wéahrend des Pipettierens das Flaschchen ab und zu
schiitteln, damit die Suspension homogen bleibt. KEINEN
MAGNETRUHRER VERWENDEN!

8. Den Inhalt aller Réhrchen mischen (Vortex-Mischer). Das Rack
aus dem Eisbad nehmen und 10 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren. Die Réhrchen fur die TA aus dem Rack nehmen.

9. Das Rack mit den Rohrchen in den Separator schieben und die
magnetisierbaren Partikel 10 Minuten magnetisch trennen. Alle
Réhrchen miissen mit der Oberflache des Separators in Kontakt
stehen.

10. Den Uberstand aus allen Réhrchen durch vorsichtiges Umdrehen
des Separators dekantieren. Den umgedrehten Separator auf
saugféhiges Papier stellen und mehrfach kréaftig aufklopfen, um an
den Roéhrchen haftende Restflissigkeit vollstandig zu entfernen.

11. Messen Sie die Aktivitdt in den Rdéhrchen eine Minute in einem
Gammacounter.

8. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Von allen Doppelwerten (Standards und Patientenproben, nicht TA)
wird der Mittelwert bestimmt und anschlieBend der Mittelwert der NSB
subtrahiert. Die cpm-Mittelwerte von BO werden verwendet, um die
prozentuale Bindung in Abwesenheit von unmarkiertem Antigen
(maximale Bindung) zu berechnen:

cpm-Mittelwert BO

X 100 = % Bindung
cpm-Mittelwert der Totalaktivitat

Die relative prozentuale Bindung der Standards und Proben wird nach
folgender Formel berechnet:

cpm-Mittelwert (Standard/Probe)

X 100 = % relative Bindung
cpm-Mittelwert BO

Die so errechneten relativen Bindungen  werden auf
semilogarithmischem Papier gegen die entsprechenden Angiotensin |-
Standardkonzentrationen aufgetragen.

Die Plasmareninaktivitat (PRA) wird als ng/ml/Std. nach folgender
Formel berechnet:

(ng/ml “37” - ng/ml “4”) x 1,11*
PRA = = ng/ml/Std
Std.**

* = Verdlnnungsfaktor der Probe nach Zugabe von PMSF und
Generation Buffer.
** = |nkubationszeit (in Stunden) fur die Entwicklung von Angiotensin .

1.  Berechnungsbeispiel - Beispiel einer Standardkurve

(9,84-0,31) x 1,11
Probe 1 =

= 7,05 ng/ml/Std.

15
Hinweis: Diese Daten dienen als Beispiel und durfen nicht anstelle der
in jedem Testansatz zu ermittelnden Werte verwendet werden.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden
sollte.

- Akzeptanzkriterien fiir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben mussen auf Guter
Laborpraxis beruhen.

9. ERWARTETE WERTE

Probe Plasmareninaktivitat in ng//ml/Std.
pH 6,0 pH7,4
Orthostase 0,98 - 4,18 0,15-2,12
im Liegen 0,51-2,64 0,12 -1,59

Die Bereiche wurden bei Patienten mit einer Natriumausscheidung von
ca. 100 mEg/24 Std. ermittelt. Nach Mdoglichkeit sollte jedes
Laboratorium seine eigenen Normalwerte bestimmen.

10. TESTCHARAKTERISTIKA
1. Richtigkeit - Wiederfindung
Pool-Plasmaproben wurden vor und nach der Zugabe verschiedener

Mengen von Angiotensin | bestimmt, und die mittlere prozentuale
Wiederfindung des zugeftigten Angiotensin | wurde berechnet.

Réhrchen cpm B/T B/BO Konzentration
Mittelwert (%) (%) (ng/ml)
Totalaktivitét 26114 - - -
NSB 274| 1,05 - -
BO 21217 | 81,25 - -
St. 0,2 ng/ml 18458 - 86,8 -
St. 0,5 ng/ml 15002 - 70,3 -
St. 1,0 ng/ml 10906 - 50,8 -
St. 2,0 ng/ml 7060 - 324 -
St. 5,0 ng/ml 3551 - 15,6 -
St. 10,0 ng/ml 2077 - 8,6 -
St. 25,0 ng/ml 1064 - 38 -
Probe 1 (4C) 17053 - 80,12 0,31
Probe 1 (37C) 2103 - 8,73 9,84

Probe zugeflgtes gemessenes  Wiederfindung
Angiotensin | |Angiotensin | (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 0,0 1,40 -
10,0 10,29 88,9
5,0 6,17 95,3
2,0 3,45 102,3
1,0 2,43 103,0
05 1,94 107,0
2 0,0 1,97 -
10,0 12,22 102,5
5,0 6,42 89,0
2,0 3,85. 94,3
1,0 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0,0 3,21 -
10,0 13,90 106,9
5,0 8,25 100,8
2,0 5,37 108,0
1,0 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0

2. Richtigkeit - Linearitat von Verdiinnungen

Drei Patientenproben wurden uber mehrere Stufen mit RENIN
Nullstandard verdiinnt, und die prozentuale Wiederfindung wurde
berechnet. Verdinnungen missen nach der Entwicklung von
Angiotensin | durchgefiihrt werden.

Verdinnungs- gemessene erwartete Wieder-
faktor Angiotensin |- Angiotensin |- findung
Konz. Konz.
(ng/ml) (ng/ml) (%)
- 14,51 - _
2 7,38 7,26 101,7
4 3,92 3,63 108,1
8 1,83 1,81 101,12
16 0,83 0,91 91,7
32 0,39 0,45 85,6
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Verdinnungs- gemessene erwartete Wieder-
faktor Angiotensin |- Angiotensin |- findung
Konz. Konz.
(ng/ml) (ng/ml) (%)
- 19,74 - B
2 9,77 9,87 99,0
4 5,11 4,94 103,5
8 2,48 2,47 100,5
16 1,15 1,23 93,2
32 0,60 0,62 97,3
- 20,18 - -
2 9,66 10,09 95,7
4 5,05 5,04 100,1
8 2,51 2,52 99,5
16 1,14 1,26 90,1
32 0,62 0,63 97,7

3. Prazision

Die Intraassay-Variation (VK) wurde durch 20fache Bestimmung von 3
verschiedenen Kontrollseren in einem Testansatz ermittelt.

Kontrolle Mittelwert+ 1 s VK
ng/ml %

1 2,86 £0,15 5,10

2 4,66 + 0,28 6,04

3 6,41 £ 0,22 3,39

Die Interassay-Variation (VK) wurde durch die Bestimmung von 3
Kontrollseren in 10 verschiedenen Testansétzen ermittelt.

Probe Mittelwert+ 1 s VK
ng/ml %

1 2,96 + 0,15 5,15

2 4,61 +£0,19 4,18

3 6,33 +0,24 3,82

4. Sensitivitat

Die Nachweisgrenze dieses Assays ist definiert als der kleinste von
Null unterscheidbare Wert und wurde als Mittelwert aus der 20fachen
Bestimmung des Nullstandards und der dreifachen Bestimmung des
ersten Standards mit Hilfe einer linearen Regressionsanalyse
berechnet. Sie liegt fiir diesen Assay bei 0,033 ng/ml.

5. Spezifitat

Potentiell kreuzreagierende Substanzen wurden Plasmaproben
zugefugt und mit dem Testsatz Renin bestimmt. Die Kreuzreaktion
wurde nach Abraham (x/y x 100) berechnet, wobei x und y die Menge
von Angiotensin | und der kreuzreagierenden Substanz sind, die
Bindung um 50 % reduziert:

Substanz Kreuzeraktion (%)
Angiotensin | 100.00
Angiotensin Il <0.0023
Angiotensin 11l 0.02
Angiotensin Fragment 1-13 0.32
Angiotensin Il Pentapeptid 0.015

ENGLISH

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

R-EX-125 125 Determinations

1. INTENDED USE

Radioimmunoassay for the measurement of Plasmatic Renin Activity in
human Plasma.

2. EXPLANATION OF THE TEST

Renin-angiotensin-aldosterone system is a hormonal “cascade”
system, whose first compound is represented by angiotensinogen.
Renin, a proteolitic enzyme, transforms angiotensinogen into
angiotensin | a polipeptide which has not biological activity. Angiotensin
| is the substrate on which converting enzyme acts, producing
biologically active angiotensin 1l. The main biological actions of
angiotensin Il consist of vasoconstriction, regulation of synthesis and
release of aldosterone which modulates electrolytes balance. Thus the
system is involved in regulation of blood pressure with several
mechanisms. It is possible to evaluate system activity by measurement
of plasmatic renin activity, because either angiotensin | or renin assay
have methodological problems (low values for the first one, presence of
structurally similar enzymes for the second one). Renin is synthesized
by iuxta-glomerular apparatus of kidney and it has a molecular weight
about 40.000 Dalton. The measurement of its activity is a valid tool in
order to determine prognosis and therapy for patients affected by blood
hypertension. Nevertheless it is important to know several factors
which may alter the values such as: sodium intake, upright or supine
position and drugs. Plasmatic renin activity increases with the reduction
of sodium intake and it decreases changing the upright position into
supine position. Moreover some drugs such as diuretics or oral
contraceptives can produce an increase while other ones such as L-
Dopa, Reserpine can lower renin activity.

Hyperreninism can be due to several situations:

- Hyperreninism with  blood hypertension: reno-vascular
hypertension, Wilms’ tumor, Robertson-Kihara syndrome.

- Hyperreninism without blood hypertension: sodium depletion,
nephrotic syndromes, Bartter's syndrome.

Hyporeninism can be due to several situations:

- Hyporeninism with blood hypertension: Conn’'s syndrome,
primary pseudo-hyperaldosteronism, Biglieri's syndrome, some
cases of essential hypertension.

- Hyporeninism without blood hypertension: hypoaldosteronism,
hydro-saline retection, reduced activity of sympathetic nervous
system.

In some situations it can be useful to evaluate changes of plasmatic
renin activity after dynamic tests. One of the more useful test is
furosemide stimulation.

3. PRINCIPLE OF THE METHOD

The kit has been designed for determination of plasmatic renin activity
by radioimmunoassay of angiotensin |. Before radioimmunoassay,
plasma must be incubated so that renin generates angiotensin | in
standardized conditions. Enzymatic inhibitor avoids the enzymatic
degradation of angiotensin | during generation step.
Procedure foresees that the user can choose pH generation.
The kit gives the possibility to performe the plasma generation at two
differents pH:

- Generation Buffer pH 6.0, utilizing the vial supplied with set

reagents
- Generation Buffer pH 7.4, utilizing the vial provided only by
request.

pH 7.4 generation is the same process involved in human physiology,
blocking the activity of the other enzymes of the plasma.
pH 6.0 generation produces twice the amount as much pH 7.4, so that
pH 6.0 method is more reliable for low renin activity samples.
Angiotensin generation is a linear function in the time, so the same
results are reached changing generation time. Nevertheless the
procedure foresees 90 minutes incubation at pH 6.0 and 3 hours
incubation at pH 7.4 in order to standardize the method and to
garantee a good precision. After generation radioimmunoassay is
performed. Antigen, whether from standards or from samples competes
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with radioactive tracer (I***-Angiotensin) for the binding sites of

antibody. After incubation the amount of tracer bound to antibody will
be inversely proportional to the amount of antigen present in standards
or in samples. B/F separation is performed by addition of double
antibody coupled to magnetic particles. The application of magnetic
field allows the sedimentation of immunocomplexes, avoiding the
centrifugation step.
The main steps of RIA assay are:

- incubation of reaction mixture for 18-20 hours at 4C;

- B/F separation by adding double antibody coupled to magnetic

particles;
- Decantation of supernatant;
- Counting of radioactivity in Gamma-counter.

4. REAGENTS

Lot numbers of
Analysis”. Do

Do not interchange reagent from different kit lots.
reagents should be as stated on the “Certificate of
not use kit components beyond their expiration date
The Renin kit contains sufficient reagents for 125 tubes . On receipt,
store the kit at 2-8C, until the expiration date o n the label.

1. Renin Tracer (Red), 1 vial: Containing I**® labelled Angiotensin |
in phosphate buffer with bovine serum albumin and sodium azide
0.05% . 13.0 ml per vial. Maximum Radioactivity: 85 kBq. Expire
date is stated on vial label. The reagent is ready to use. Store at 2-
8<T.

2. Renin Calibrators, 8 vials: Containing: 0- 0.2- 0.5- 1.0- 2.0- 5.0-
10.0- 25.0 ng/ml of lyophilized Angiotensin | in phosphate buffer
with bovine serum albumin and sodium azide 0.2% wi/v. Expiry
date is stated on vial label. Reconstitute the contents of “0”
standard with 2 ml distilled water and the other standards with 1
ml distilled water. Mix gently until the complete solubilization of
freeze-dried residue. Store at 2-8C for 1 day or at -20C for
longer length of time.

3. Renin Antiserum, (color code green), 1 vial: Containing
lyophilized rabbit anti-Angiotensin | in phosphate buffer with rabbit
gammaglobulin, bovine serum albumin, and sodium azide 0.05%
w/v. Expiry date is stated on vial label. Reconstitute the contents
of the vial with 12.5 ml distilled water and mix gently until the
complete solubilization of freeze-dried residue. Store at 2-8C for
3 days or at -20<C for longer length of time.

4. Renin Separation Reagent, 1 vial: Containing goat anti-rabbit
gammaglobulin coupled to magnetic particles in Tris buffer with
bovine serum albumin, and sodium azide <0.1 % w/v. 125 ml.
Expiry date is stated on vial label. The solution is ready for use.
Store at 2-8C. Do not freeze.

5. Renin Generation, Buffer pH 6.0, 1 vial:  Containing 6.0 ml
phosphate buffer with yellow dye. Expire date is stated on vial
label. The suspension is ready for use. Store at 2-8C. Do not
freeze.

6. Renin Generation Buffer, pH 7.4, 1 vial (Provided by request):
Containing 3.0 ml phosphate buffer with dyes (orange color).
Expiry date is stated on vial label. The solution is ready for use.
Store at 2-8TC. Do not freeze.

7. Renin Enzyme Inhibitor, 1 via:  Containing Phenilmethylsulfonyl
Fluoride (PMSF) in ethanol. 0.5 ml. Store at 2-8C. If the solution
crystallizes after 4C storage, let to stand it at 37<C in stoppered
vial. Warning: Avoid to keep the open vial besides the use. The
solution is ready for use.

5. WARNING AND PRECAUTIONS FOR USERS

For In Vitro diagnostic use.

Only experienced laboratory personnel should use th is test and
handling should be in agreement with GLP.

Radioactive Material - Not for Internal or External Use in Humans
or Animals.

This radioactive material may be received, acquired, possessed, and
used only by physicians, 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 there from to human

beings or animals. Its receipt, acquisition, possession, use and transfer
are subject to the regulations of each country.
Physical characteristics of **°| : see end of instructions

1. Safety Precautions: The following precautions should be

observed in handling radioactive material:

o] Store radioactive materials in a designated area.

o] Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics where
radioactive materials are being handled.

o] Do not pipette by mouth.

0  Wear gloves when handling radioactive materials and wash
hands thoroughly afterwards.

o] Cover working area with disposable absorbent paper.

o0  Wipe up all spills immediately and thoroughly and dispose of
the contaminated materials as radioactive waste.

o] Dispose of the liquid radioactive waste into the sanitary
sewage system if permitted by the local regulations.

2. Chemical Hazard - Sodium Azide (NaN3) Warning:  Some of the
reagents in this kit contain sodium azide as a preservative. For all
such reagents, the concentration of sodium azide is <0.2%.
Sodium azide may react with lead and copper plumbing to form
explosive metal azides. Dispose of all non radioactive reagents by
flushing with large amounts of water through the plumbing system.
Risk Phrases
R 21/22 Harmful in contact with skin and if swallowed.

Safety Phrases

S-26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty
of water and seek medical advice.

S-28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of
water.

S-46 If swallowed seek medical advice immediately and show the
container or label.

3. WARNING: Potential Biohazardous Material: ~ This kit contains
some reagents made with human serum or plasma. The serum or
plasma used has been tested by and FDA-approved method and
found to be non-reactive for HIV-1/2 Antibodies, HCV and HBsAg.
Because no method can offer complete assurance that HIV-1/2,
HCV, HBsAg or other infectious agents are absent, these reagents
should be handled at the Biosafety Level 2 as recommended for
any potentially infectious human serum or blood specimen in the
Centers for Disease Control/National Institutes of Health manual
“Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,” 3"
Edition, 1993.

6. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE

Draw specimen at room temperature. Do not chill EDTA-Na; (2 mg/ml
blood) collection tube or_store the collection tube on_ice.
Centrifuge the tube in a non-refrigerated centrifuge, and separate the
plasma from the cells immediately after centrifugation, then aliquot and
freeze immediately. Do not refrigerate. Cryoactivation, that is
conversion of prorenin to renin, occurs when samples are chilled or
exposed to temperatures of 6 or lower for extende d periods of time
and when samples are chilled but remain in a liquid stat.(i.e not frozen)
(12, 13). Before analysis samples should be thawed rapidly to room
temperature by standing them in lukewarm water. Patients taking
diuretics, antihypertensives, vasodilators, oral contraceptives, and
licorice should discontinue use of these substances for two to four
weeks before the test. It should be noted that renin is increased in
pregnancy and in diets with reduced salt intake. Also, since renin is
affected by body position, as well as by diurnal (daily) variation, blood
samples should be drawn in the morning, and the position of the
patient (sitting or lying down) should be noted. Eventual dilutions can
be performed after Angiotensin | generation, using “0" standard
supplied with the kit.
Warning:

- Do not use heparin as anticoagulant because it causes

interference in Angiotensin | generation.
- Do not use hemolyzed samples.

7. ASSAY PROCEDURE

1. Materials Provided

The Renin Kit (R-EX-125) is sufficient for 125 tubes and contains the
following reagents:
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Reagents Quantity
Renin Antiserum 1
Renin Standards

Renin Tracer

Renin Separation Reagent
Renin Generation Buffer pH 6.0
Renin Enzyme Inhibitor

PP PP

2. Reagents Not Supplied with kit provided by request
Generation Buffer pH 7.4 - Code: R-EX-LC.

3. Materials and Equipment Required but not Provided

- Distilled water;

- Plastic test tubes (about 1 x 7);

- Water bath at 37C;

- Graduates pipettes;

- Ice bath;

- Automatic micropipettes with disposable tips (0.01 - 0.1 ml);

- 4<C Refrigerator;

- Vortex Mixer;

- Permanent rack: 50 tubes disposable rack to be slid into
Magnetic Separator;

- Magnetic Separator: Magnetic plate for B/F separation;

- Gamma-counter.

4. Test Procedure

4.1 Angiotensin | Generation

The user can choose the generation pH by using generation buffer pH
7.4 (orange solution - provided only by request) or generation buffer pH
6.0 (yellow solution - supplied with the kit).
In both the cases follow this procedure, add to plastic tubes, following
the indicated order:
- 1.0 ml sample;
- 0.01 ml enzymatic inhibitor (PMSF);
- 0.1 ml buffer;
- Mix on vortex;
Prepare for each sample 4 tubes and put them in 2 Rack-:
- 2 tubes for 37 incubation (marked with 37);
- 2 tubes for ice-bath incubation (marked with 4).
These tubes will be used for radioimmunoassay.
- pipette 0.1 ml sample treated with inhibitor in each tube. Put
the 4 series in ice-bath and 37 series in water-bath at 37<C.
- incubation time is 3 hours if pH 7.4 generation buffer is used
or 90 minutes if pH 6.0 generation buffer is used.
- at the end of incubation put 37 series tubes in ice-bath where
4 series tubes were kept. Then RIA is performed.

4.2 Radioimmunoassay Procedure

Put the following groups of tubes into ice-bath, together with the two
series samples tubes:

- 2 tubes for total radioactivity;

- 2 tubes for NSB;

- 2 tubes for BO;

- 2 tubes for each standard concentration;

- Pipette 0.1 ml standard “0” into BO tubes;

- Pipette 0.2 ml standard “0” into NSB tubes;

- Pipette 0.1 ml each standard into conveniently marked tubes;

- Add 0.1 ml Renin Tracer into all tubes;

- Add 0.1 ml Renin Antiserum into all tubes except into total
radioactivity;

- Mix on vortex and incubate for 18-20 hours in ice-bath put in a
refrigerator (4C);

- At the end of incubation take the ice-bath out of the refrigerator
and always keeping the tubes in ice-bath add 1 ml Renin
Separation Reagent except to total radioactivity. During
dispensing, the magnetic second antibody should be
occasionally mixed to ensure the uniformity.

- Mix the whole rack on vortex; remove the rack from ice-bath
and incubate for 10 minutes at room temperature. Remove total
tubes from the rack and slide the rack into Magnetic Separator;
control that the bottoms of tubes are in contact with the surface
of separator.

- Allow the magnetic suspension to sediment for 10 minutes.

- Decant the tubes by inversion of magnetic separator; place the
inverted separator on absorbent paper in order to remove the
drops of liquid adhering to the sides of the tubes.

- Count all tubes, also total radioactivity, for 1 at least minute in
Gamma-counter.

4.3 Assay Procedure Scheme - (The volumes are expresse d in

ml)

Tubes | Sample | BO |Standard NSB Total
Reagents ‘437" Radioactivity
Sample 0.1-01 - - - -
“0” Standard - - 0.1 - 0.2 -
Standards - - - 0.1 - -
Tracer 01-01 | 0.1 0.1 0.1 0.1
Antiserum 0.1-0.1 |01 0.1 - -

Mix on vortex and incubate for 18-20 hours at 4C i n ice-bath to be placed
in refrigerator.

At the end of incubation, take the ice-bath with the tubes out of the
refrigerator.

Separation Reagent | 1.0 1.0 [10] 10 | 1.0 | -

Mix the rack on vortex and incubate for 10 minutes at room temperature.
Remove total tubes.

Slide the rack into Magnetic Separator and wait for 10 minutes. Count all
tubes, also total radioactivity, for at least 1 minute in Gamma-counter.

8. CALCULATIONS AND RESULTS

NSB mean counts may be subtracted from all mean counts except
from total radioactivity.
BO mean counts are used to calculate the % binding in absence of cold
antigen (maximum binding).

BO mean counts

x 100 = % binding
Total radioactivity mean counts

% relative binding of standard and samples is calculated with the
following formula:

Mean counts (standard, sample)

x 100 = % relative binding
BO mean counts

Draw the dose-response curve by plotting the % relative binding of
each standard (y axis) against the relative concentration (x axis) using
semilogaritmic paper.

By interpolating on the standard curve the % relative binding of each
sample, one obtains the sample antigen concentration in ng/ml.

The plasmatic renin activity (PRA) is calculated as ng/ml/hour with the
following formula:

(ng/ml “37” - ng/ml “4™) x 1.11*
PRA = ng/mi/hour
Hours**

*1.11: Dilution factor of the sample after addition of PMSF and
generation buffer.
**Hours: Incubation time for angiotensin | generation.

For data computerization we suggest to refer to bibliography (11, 12).
The user can choose, according to assay characteristic, the calculation
method and the graphic expression which allows the best data
treatment.
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1. Example of Calculation - Representative Standard Cu  rve

Tubes Mean B/IT B/BO Concentration
cpm (%) (%) (ng/mi)
Total radioactivity 26114 - - -
NSB 274 105 - -
BO 21217| 81.25 - -
St. 0.2 ng/ml 18458 - 86.8 -
St. 0.50 ng/ml 15002 - 70.3 -
St. 1.0 ng/ml 10906 - 50.8 -
St. 2.0 ng/ml 7060 - 324 -
St. 5.0 ng/ml 3551 - 15.6 -
St. 10.0 ng/ml 2077 - 8.6 -
St. 25.0 ng/ml 1064 - 38 -
Sample 1 (“4") 17053 - 80.12 0.31
Sample 1 (“37) 2103 - 8.73 9.84
(9.84-0.31)x1.11
Sample 1 = = 7.05 ng/ml/hour.

15

INTERNAL QUALITY CONTROL

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control
samples, which should be kept frozen in aliquots.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate
results of the samples should rely on Good Laboratory Practises

9. LIM

1.

ITATIONS

To obtain reliable results it is necessary to follow carefully the
instruction reported in this package insert.

Do not use the reagents beyond the expiry date stated on vial
labels.

Do not mix reagents from different lots.

After reconstitution, store the reagents at 4T for 3 days in the
stoppered vials. After reconstitution and storage at 4T, the reagents
can be used only once. For longer than 3 days storage, freeze the
reagents at -20T. After freezing, allow the reagents to reach room
temperature gradually, avoiding to use water-bath at 37C.

Avoid to thaw the reagents more than once.

Samples contamined with exogenous radioactivity may give
inaccurate results.

Since angiotensin | generation is a linear function in the time, for
samples supposed at low renin activity (less than 0.15
ng/ml/hour) it is possible to prolong generation time to increase
assay sensitivity. In this way it is possible to read on standard
curve a value which could be out of standard curve (see
generation curve on section 8).

Plasmatic renin activity is closely correlated with sodium
intake of the patient. It is necessary to evaluate both sodium
urinary excretion and plasmatic renin activity to obtain a
complete clinical state.

10. EXPECTED VALUES

Angiotensin | |Angiotensin |
Sample Added Measured Recovery

(ng/ml) (ng/ml) %

1 0 14 -
10 10.29 88.9
5 6.17 95.3
2 3.45 102.3
1 243 103.0
0.5 1.94 107.0

2 0 1.97 -
10 12.22 102.5
5 6.42 89.0
2 3.85 94.3
1 2.97 100.7
0.5 2.46 98.8

3 0 3.21 -
10 13.90 106.9
5 8.25 100.8
2 5.37 108.0
1 4.30 109.0
0.5 3.67 92.0

2. Dilution

In a dilution study, samples were diluted in Zero standard. Proceed to the
dilution after angiotensin generation. The % recovery determined are shown

below:
Dilution Angiotensin |
Sample Factor Measured Recovery
(ng/ml) %
1 - 14,51 -
2 7.38 101.7
4 3.92 108.1
8 1.83 101.1
16 0.83 91.7
32 0.39 85.6
2 - 19.74 -
2 9.77 99.0
4 511 103.5
8 2.48 100.5
16 1.15 93.2
32 0.6 97.3
3 - 20.18 -
2 9.66 95.7
4 5.05 100.1
8 251 99.5
16 1.14 90.1
32 0.62 97.7

3. Precision

Intra-Assay coefficient of variation (C.V.) was evaluated on serum
pools measured 20 time in the same assay. The within-assay variability

is shown below:

Sample Mean S.D. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2.86 0.15 5.1

2 4.66 0.28 6.04

3 6.41 0.22 3.39

Sample Plasmatic renin activity ng/ml/hour

pH 6.0 pH 7.4
Erect 0.98 - 4.18 0.15-2.12
Supine 0.51-2.64 0.12-1.59

The range has been calculated on patients who have a urinary sodium

excretion

of about 100 mEq/24 hours. We suggest that each laboratory

establishes its own normal range.

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

1. Accuracy

Recovery studies were performed by adding Angiotensin | to pooled
plasma samples. Angiotensin | values were determined before and

after addi

tion, and the % recovery of added Angiotensin calculated.

Inter-Assay coefficient of variation (C.V.) was evaluated at several
points along the standard curve in 10 different assays. The between

assay variability is shown below:

Sample Mean S.D. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %
1 2.96 0.15 5.15
2 4.61 0.19 4.18
3 6.33 0.24 3.82
4. Sensitivity

The detection limit of the assay, defined as the concentration of
Angiotensin | equivalent to the mean counts of 20 replicates of the Zero
Standard less two standard deviations, is typically 0.033 ng/ml.
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5. Specificity

The specificity of the Renin assay system was assessed by measuring
the apparent response of the assay to potentially cross-reactive
analytes. The percentage of interference was calculated according to
Abraham’s method (x/y x 100) where x and y are respectively the
weight of Angiotensin | and interfering compound that causes a
decrease of 50% binding capacity.

Cross-Reactant Cross-Reactivity
Angiotensin | 100.00 %
Angiotensin || 0.0023 %
Angiotensin 11l 0.02 %
Angiotensin Fragment 1-13 0.32%
Angiotensin Il Pentaptide 0.015 %

ESPANOL

SOLO PARA USO EN DIAGNOSTICOS IN VITRO

R-EX-125 125 Determinaciones

1. USO PREVISTO

El kit emplea la técnica de radioinmunoensayo (RIA) para medir la
actividad de la renina plasmatica en plasma humano.

2. EXPLICACION DEL TEST

El sistema renina-angiotensina-aldosterona es un sistema hormonal en
“cascada”, cuyo primer compuesto es el angiotensindgeno. La renina
es una enzima proteolitica que convierte el angiotensinégeno en
angiotensina |, un polipéptido sin actividad biolégica. La angiotensina |
es el sustrato sobre el que actlia la enzima de conversiéon para
producir angiotensina Il biolégicamente activa, entre cuyas funciones
biolégicas méas importantes se encuentran la vasoconstriccion y la
regulacion de la sintesis y produccion de aldosterona, que modifica el
equilibrio electrolitico. Por consiguiente, este sistema interviene en la
regulacion de la tensién arterial mediante varios mecanismos. Para
evaluar la actividad del sistema es posible medir la actividad de renina
plasmatica, ya que tanto el ensayo de angiotensina | como el de renina
presentan problemas metodoldgicos (valores bajos en el caso de la
angiotensina y presencia de enzimas estructuralmente similares en el
caso de la renina). La renina es sintetizada por el aparato
yuxtaglomerular del rifién y tiene un peso molecular aproximado de
40.000 daltones. Aunque la medicion de su actividad se considera una
herramienta valida para el pronéstico y tratamiento de la hipertension
arterial, es importante sefalar que los resultados pueden variar a
causa de una serie de factores: la ingestion de sodio, la posicién
(erguido o supina) y los farmacos. La actividad de la renina plasméatica
aumenta conforme se reduce la ingestién de sodio, y disminuye al
cambiarde la posicion erguida a la posicion supina. Asimismo, existen
farmacos que aumentan su actividad, como los diuréticos o los
anticonceptivos por via oral, y otros que la reducen, como la L-Dopa
(larodopa) y la reserpina.

El hiperreninismo puede asociarse a los cuadros siguientes:

- Hiperreninismo con hipertensién arterial:  hipertension
renovascular, tumor de Wilms y sindrome de Robertson-
Kihara.

- Hiperreninismo sin hipertension arterial: deplecién de sodio,
sindrome nefrético y sindrome de Bartter.

El hiporreninismo puede asociarse a los cuadros siguientes:

- Hiporreninismo con hipertension arterial: sindrome de Conn,
pseudo-hiperaldosteronismo primario, sindrome de Biglieri y
algunos casos de hipertensién esencial.

- Hiporreninismo sin hipertension arterial: hipoaldosteronismo,
retencion hidrosalina y disminucion de la actividad del sistema
nervioso simpatico.

En determinados casos puede resultar atil evaluar los cambios
ocurridos en la actividad de la renina plasmatica tras realizar pruebas
dindmicas, entre las que destaca la estimulacién de furosemida.

3. PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO

El kit permite determinar la actividad de la renina plasméatica mediante
el radioinmunoensayo de angiotensina |. Antes de realizar el
radioinmunoensayo, es preciso incubar el plasma para que la renina
genere angiotensina | en condiciones estandar. Durante la fase de
generacion, un inhibidor enzimatico evita la degradacién enzimatica de
la angiotensina .
En este procedimiento se prevé la posibilidad de elegir el pH de
generacion.
El kit permite generar el plasma a dos pH diferentes:
- Tampo6n de generacién a pH 6,0: frasco suministrado con el
conjunto de reactivos
- Tamp6n de generaciéon a pH 7,4: frasco suministrado a
peticién solamente
En el proceso de generacion a pH 7,4 intervienen los mismos procesos
fisiolégicos del ser humano, en los que se bloguea la actividad de otras
enzimas del plasma.
En comparacion con el método a pH 7,4, el método a pH 6,0 se
considera mas fiable para muestras con escasa actividad de renina
porque se obtiene una cantidad dos veces superior. Debido a que la
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generacion de angiotensina se comporta como una funcién lineal en el
tiempo, se obtienen los mismos resultados al cambiar el tiempo de
generacion. Sin embargo, a fin de normalizar el proceso y garantizar
una buena precision, este procedimiento prevé un tiempo de
incubacion de 90 minutos a pH 6,0 y de 3 horas a pH 7,4. El
radioinmunoensayo se efectla tras la fase de generacion. El antigeno
de los estandar o muestras compite con el is6topo radioactivo
(angiotensina 1*®®) por los sitios de unién del anticuerpo. Tras la
incubacion, la cantidad de is6topo radioactivo unido al anticuerpo es
inversamente proporcional a la cantidad de antigenos presente en los
estandar o en las muestras. La fraccion unida se separa de la fraccion libre
mediante la adicién del doble anticuerpo asociado a particulas magnéticas.
La aplicacién de un campo magnético hace posible la sedimentacion del
inmunocomplejo, y evita el centrifugado.
Los pasos més importantes de este ensayo RIA son los siguientes:

- Incubacion de la mezcla reactiva durante 18-20 horas a 4C

- Separacion de la fraccion unida y la fraccion libre mediante la

adicion del doble anticuerpo asociado a particulas
magnéticas
- Decantacion del liquido sobrenadante
- Medicién de radioactividad en un contador de rayos gamma

4. REACTIVOS

No utilice reactivos de lotes diferentes. Consulte los ndmeros de
lote en el “Certificado de Andlisis”. No utilice lo S componentes
del kit después de la fecha de caducidad.

El kit Renin contiene reactivos suficientes para 125 tubos. Conserve el
kit a una temperatura de 2 a 8C hasta la fecha de caducidad indicada
en la etiqueta.

1. 1 frasco de Is6topo Radioactivo Renin: El frasco contiene
angiotensina | marcada con I'® en tamp6n fosfato con alblmina
sérica bovina y azida sédica al 0,05%. 13,0 ml por frasco.
Radioactividad maxima: 85 kBq. La fecha de caducidad se indica
en la etiqueta del frasco. El reactivo esta listo para el uso.
Conservarlo a una temperatura de 2 a 8C.

2. 8 frascos de Estandar Renin:  Los frascos contienen 0- 0,2- 0,5-
1,0- 2,0- 5,0- 10,0- 25,0 ng/ml de angiotensina | liofilizada en
tampon fosfato con albumina sérica bovina y azida sodica al
0,2%. La fecha de caducidad se indica en la etiqueta del frasco.
Reconstituya el contenido del frasco de estandar “0” con 2 ml de
agua destilada, y utilice 1 ml de agua destilada para reconstituir
los deméas estandar. Mezcle con suavidad hasta la total
solubilizacion de los residuos de suero liofilizado. Puede
conservarlo durante 1 dia a una temperatura de 2 a 8C, o a -
20<C durante un periodo de tiempo prolongado.

3. 1 frasco de Antisuero Renin (codigo de color verde  ): El frasco
contiene anti-angiotensina | de conejo liofilizada en tampoén
fosfato con gammaglobulinas de conejo, albimina sérica bovina y
azida sédica al 0,05%. La fecha de caducidad se indica en la
etiqueta del frasco. Reconstituya el contenido del frasco con 12,5
ml de agua destilada y mezcle con suavidad hasta la total
solubilizacién de los residuos de suero liofilizado. Puede
conservarlo durante 3 dias a una temperatura de 2 a 8C, o0 a -
20<C durante un periodo de tiempo prolongado.

4. 1 frasco de Reactivo de Separacion Renin:  El frasco contiene
gammaglobulinas de cabra anticonejo asociadas a particulas
magnéticas en tampon Tris con albdmina sérica bovina y azida
sédica al <0,1%. 125 ml. La fecha de caducidad se indica en la
etiqueta del frasco. La solucién esta lista para el uso. Conserve a
una temperatura de 2 a 8C. No congelar.

5. 1 frasco de Tampdn de Generacion a pH 6,0 Renin:  El frasco
contiene 6,0 ml de tampdn fosfato con colorante amarillo. La fecha
de caducidad se indica en la etiqueta del frasco. La suspension esta
lista para el uso. Conserve a una temperatura de 2 a 8C. No
congelar.

6. 1 frasco de Tampon de Generacion a pH 7,4 Renin
(Suministrado a peticion):  El frasco contiene 3,0 ml de tampén
fosfato con colorantes (color naranja). La fecha de caducidad se
indica en la etiqueta del frasco. La solucién esta lista para el uso.
Conserve a una temperatura de 2 a 8C. No congelar.

7. 1 frasco de Inhibidor Enzimatico Renin : El frasco contiene
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) en etanol. 0,5 ml. Conserve a
una temperatura de 2 a 8C. Si la solucién se cristaliza tras
permanecer guardada a 4T, déjela que repose en el frasco
herméticamente sellado a 37C. Advertencia: No deje el frasco
abierto si no lo esta utilizando. La solucion esta lista para el uso.
Conserve a una temperatura de 2 a 8TC. Si la soluci6on se
cristaliza tras permanecer guardada a una temperatura de entre 2
y 8T, déjela que repose en el frasco herméticament e sellado a
37<C.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES PARA EL
USUARIO

Para uso diagnéstico in vitro .

Esta prueba solo debe realizarla personal de labora torio con
experiencia y de acuerdo con GLP.

Material radioactivo. Se recomienda evitar su admin istraciéon por
via interna o externa a seres humanos o animales.

La compra, solicitud, posesion y uso de este material radioactivo sélo
se autoriza a médicos, laboratorios clinicos u hospitales con el
propésito exclusivo de realizar pruebas clinicas y de laboratorio in vitro
que no conllevan la administracion del material por via interna o
externa, ni la exposiciébn de seres humanos o animales a sus
radiaciones. Su compra, solicitud, posesion, uso y transferencia estan
sujetos a las normativas de cada pais.

Caracteristicas fisicas *°| : se encventran al final

1. Medidas de seguridad: Al manipular material radioactivo es
conveniente aplicar las siguientes medidas:

o] Guarde el material radioactivo en las zonas destinadas a
este fin.

o] No coma, beba, fume ni se maquille en zonas en las que se
manipulen materiales radioactivos.

o] No utilice la pipeta con la boca.

o] Utilice guantes para manipular materiales radioactivos vy
lavese bien las manos cuando termine.

o] Cubra el area de trabajo con papel secante desechable.

o] Limpie bien el liquido derramado de inmediato y deseche los
materiales contaminados de la misma forma que los
residuos radioactivos.

o Si las normativas locales lo permiten, puede eliminar los
residuos radioactivos liquidos a través del sistema municipal
de alcantarillado.

2. Riesgos quimicos de la azida sédica (NaN 3): Algunos de los
reactivos incluidos en este kit contienen una concentracién de
azida sodica al <0,2% como conservante. Dado que la azida
sédica puede dar lugar a la formacion de azidas explosivas de
cobre o plomo en las tuberias, se recomienda eliminar los
reactivos no radioactivos a través del desaglie mediante
abundantes descargas de agua.

Frases de Riesgo

R 21/22 Nocivo en contacto con la piel y por ingestion

Frases de Seguridad

S-26 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y
abundantemente con agua y actidase a un médico.

S-28.1En caso de contacto con la piel, lavese inmediata y
abundantemente con agua.

S-46 En caso de ingestion, acuda inmediatamente al médico y
muéstrele la etiqueta o el envase.

3. Material con posible riesgo biolégico: Este kit contiene algunos
reactivos elaborados con suero o plasma humano. El resultado
obtenido con el método de prueba aceptado por la FDA
(Organismo para el control de Alimentos y Medicamentos de
EE.UU.) demuestra que el plasma o suero utilizado no es reactivo
para anticuerpos HIV-1/2, HCV y HBsAg. Dado que no existe
ningiin método que garantice la total ausencia de anticuerpos HIV-
1/2, HCV y HbsAg, u otros agentes infecciosos, es preciso aplicar el
nivel de seguridad biolégica 2 al manipular estos reactivos, de
conformidad con las recomendaciones relacionadas con las
muestras de suero 0 sangre humana potencialmente infecciosas del
manual “Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”
(Seguridad biolégica en laboratorios microbiolégicos y biomédicos),
3% Edicion, 1993, publicado por los Centros de Control de
Enfermedades y el Instituto Nacional de la Salud.
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6. OBTENCION Y MANIPULACION DE LAS

MUESTRAS

Extraiga la muestra a temperatura ambiente. No_enfrie ni ponga en
hielo el tubo de extraccion con  EDTA-Na, (2 mg/ml de sangre) .
Centrifugue el tubo en un centrifugador no refrigerado , separe el
plasma de las células inmediatamente después del centrifugado y, a
continuacién, fraccione y congele la muestra lo antes posible. No
refrigerar. La crioactivacion, o conversion de la prorrenina en renina,
se produce al enfriar o exponer las muestras a temperaturas de 6 o
inferiores durante periodos de tiempo prolongados, y cuando las
muestras se enfrian pero permanecen en estado liquido (es decir,
cuando no se congelan) (12, 13). Antes del analisis es preciso
introducir las muestras en agua tibia para que se descongelen
rapidamente hasta que alcancen la temperatura ambiente. Los
pacientes tratados con diuréticos, antihipertensivos, vasodilatadores,
anticonceptivos orales y glicirricina deben interrumpir el tratamiento
entre dos y cuatro semanas antes del examen. Debe tenerse en
cuenta que los niveles de renina aumentan durante el embarazo y
cuando se siguen dietas con menor ingestion de sal. Asimismo, como
en la medicién de renina influyen tanto la posicién corporal como las
variaciones diurnas, es aconsejable extraer las muestras de sangre
durante la mafiana y anotar la posicion del paciente (si esta sentado o
tumbado). Las muestras pueden diluirse con el estandar “0” suministrado
en el kit una vez generada la angiotensina I.
Advertencia:

- No utilice herapina como anticoagulante, ya que interfiere en

la generacion de angiotensina I.
- No utilice muestras hemolizadas.

7. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

1. Materiales suministrados

El kit Renin (cédigo R-EX-125), suficiente para 125 tubos, contiene los
siguientes reactivos:

Reactivo Cantidad
Antisuero Renin 1 frasco
Estandar Renin 8 frascos
Isétopo radioactivo Renin 1 frasco
Reactivo de separaciéon Renin 1 frasco
Tamp6n de generacién a pH 6,0 Renin 1 frasco
Inhibidor enzimético Renin 1 frasco

2. Reactivos no suministrados con el kit que pueden p edirse

Tampon de generacion a pH 7,4, cédigo R-EX-LC.
3. Materiales y equipo necesarios no suministrados

- Agua destilada

- Tubos de ensayo de plastico (1 x 7 cm aproximadamente)

- Bafio mariaa 37C

- Pipetas graduadas

- Bafio helado

- Micropipetas automaéticas con punta desechable (0,01 - 0,1
ml)

- Refrigerador a 4C

- Mezclador vorticial

- Soporte permanente : soporte para 50 tubos que se desliza
en el separador magnético

- Separador magnético: placa magnética para separar la
fraccion unida de la fraccion libre

- Contador de rayos gamma

4. Procedimiento de ensayo

4.1. Generacion de angiotensina |

Mediante el tampén de generacién a pH 7,4 (solucién naranja,
suministrada a peticion exclusivamente) o a pH 6,0 (solucién amarilla
suministrada con el kit), puede elegir el pH de la angiotensina.
En ambos casos debe seguir este procedimiento en el orden indicado:
- Anada 1,0 ml de muestra a los tubos de plastico.
- Afada 0,01 ml de inhibidor enzimatico (PMSF) a los tubos de
plastico.
- Anada 0,1 ml de tampdn a los tubos de plastico.
- Apligue la mezcla vorticial.

Prepare 4 tubos por cada muestra y coléquelos en 2 soportes :

- 2tubos para la incubacién a 37 (con la marca 37)

- 2tubos para la incubacién en bafio helado (con la marca 4)
Estos tubos se utilizaran en el radioinmunoensayo.

- Con la pipeta, introduzca 0,1 ml de la muestra tratada con
inhibidor en cada tubo. Coloque los tubos de la serie 4 en un
bafio helado y los de la serie 37 al bafio maria a 37<C.

- Elintervalo de incubacion es de 3 horas si se utiliza tamp6én
de generacion a pH 7,4, y de 90 minutos en el caso del
tampon de generacion a pH 6,0.

- Al final del intervalo de incubacion, coloque los tubos de la
serie 37 en el bafio helado que utilizé6 con los tubos de la
serie 4. A continuacion, proceda con el radioinmunoensayo.

4.2. Procedimiento de radioinmunoensayo

Coloque los grupos de tubos siguientes en el bafio helado, junto con los
tubos de muestras de ambas series:

- 2tubos para el recuento de radioactividad total

- 2tubos para UNE

- 2tubos para BO

- 2tubos para cada concentracion estandar

- Introduzca 0,1 ml de estandar “0” en los tubos BO con ayuda
de la pipeta.

- Introduzca 0,2 ml de estandar “0” en los tubos UNE con la
pipeta.

- Dispense con la pipeta 0,1 ml de cada estandar en los tubos
convenientemente marcados.

- Afada 0,1 ml de isétopo radioactivo Renin a todos los tubos.

- Dispense 0,1 ml de antisuero Renin en todos los tubos,
excepto los tubos que permiten determinar la radioactividad
total.

- Aplique la mezcla vorticial e incube durante 18-20 horas en
un bafio helado entro de un refrigerador (4<C).

- Cuando termine el intervalo de incubacion, saque el bafio
helado del refrigerador y, sin sacar los tubos del bafio, afiada
1 ml de reactivo de separacion Renin a los tubos, excepto
los que permiten medir la radioactividad total. Durante esta
operacion es preciso mezclar el segundo anticuerpo
magnético de vez en cuando para garantizar una distribucion
uniforme.

- Apligue la mezcla vorticial a todo el soporte, extraiga el
soporte del bafio helado e incube durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Quite todos los tubos del soporte,
deslice el soporte en el separador magnético y asegurese de
que la base de todos los tubos est4d en contacto con la
superficie del separador.

- Deje que la suspension magnética se sedimente durante 10
minutos.

- Decante el liquido de los tubos invirtiendo el separador
magnético, y coloque el separador invertido sobre papel
secante para que salga el liquido adherido a las paredes de
los tubos.

- Introduzca todos los tubos en un contador de rayos gamma
durante al menos 1 minuto, incluidos los tubos utilizados para
determinar la radioactividad total.

4.3. Esquema del ensayo (volumen expresado en ml)

Tubos | Muestra | BO |Estandar |UNE Radioacti.
Reactivos “47-137" Total
Muestra 0,101 0,1 - - -
Estandar “0” - - 0,1 0,2 -
Estandar - - - - -
Isétopo radioactivo 0101 |01 0,1 0,1 0,1
Antisuero 0,101 | 0,1 0,1 - -

Aplique la mezcla vorticial e incube durante 18-20 horas a 4C en un
bafio helado dentro de un refrigerador.

Al final del intervalo de incubacién, saque del refrigerador el bafio helado
con los tubos.

React. Separacion | 1,010 [10] 10 [ 1,0 | -

Agite el soporte mediante la técnica vorticial e incube a temperatura
ambiente durante 10 minutos. Quite todos los tubos.

Deslice el soporte en el separador magnético y espere 10 minutos.
Introduzca todos los tubos en un contador de rayos gamma durante al menos
1 minuto, incluidos los de recuento total.
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8. CALCULO DE RESULTADOS

El valor medio de desintegraciones de UNE (union no especifica)
puede restarse de todos los valores promedio, a excepcion de la
radioactividad total.

El valor medio de desintegraciones de BO permite calcular el
porcentaje de union en ausencia de antigeno frio (union maxima).

Media de desintegracién BO
X 100 = % de unién

Media de desintegracion radioactiva total

El porcentaje de unién relativa de cada estandar y muestra se calcula
con la férmula siguiente:

Media de desintegraciones (estandar, muestra)
x100=% de union relativa

Media de desintegracién BO

Para dibujar la curva de respuesta a la dosis, trace en papel
semilogaritmico el porcentaje de unién relativa de cada estandar (eje
y) en funcion de la concentracion relativa (eje Xx).

Mediante la interpolacion en la curva estandar del porcentaje de union relativa de
cada muestra puede hallar la concentracion de antigenos de la muestra,
expresada en ng/ml.

La férmula siguiente permite calcular la actividad de la renina
plasmatica (ARP) como ng/ml/hora:

(ng/ml “37” - ng/ml “4”) x 1,11*
ARP = ng/mi/hora
Horas**

*1,11: Factor de dilucion de la muestra tras afiadir PMSF y tampdn de
generacion.
**Horas: Tiempo de incubacién para la generacion de angiotensina I.

Consulte la informacién relacionada con el calculo automatizado de
datos en la bibliografia (11, 12). Puede elegir el método de célculo y la
representacion grafica que garantiza un tratamiento de datos éptimo
en funcién de las caracteristicas del ensayo.

1. Ejemplo de célculo de una curva estandr representa  tiva

Tubos Dpm B/T B/BO Concentracién
media (%) (%) (ng/ml)
Radioactividad Total 26114 - - -
NSB 274| 1,05 - -
BO 21217| 8125 - -
St. 0.2 ng/ml 18458 - 86,8 -
St. 0.50 ng/ml 15002 - 70,3 -
St. 1.0 ng/ml 10906 - 50,8 -
St.  2.0ng/ml 7060 - 324 -
St. 5.0 ng/ml 3551 - 15,6 -
St. 10.0 ng/ml 2077 - 8,6 -
St. 25.0 ng/ml 1064 - 338 -
Muestra 1 (“4”) 17053 - 80,12 0,31
Muestra 1 (37" 2103 - 8,73 9,84

(9,84-0,31) x 1,11

Muestra 1l = = 7,05 ng/ml/hora

15
CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios
pools de controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los duplicados
de los resultados de las muestras se apoyan en las practicas de
laboratorio corrientes.

9. LIMITACIONES

1. Para obtener resultados fiables es necesario seguir
estrictamente las instrucciones incluidas en el folleto del
envase.

2. No utilice los reactivos después de la fecha de caducidad
indicada en la etiqueta del frasco.

3. No utilice reactivos de lotes diferentes.

4. Una vez reconstituidos, los reactivos pueden conservase
durante 3 dias a 4C si los frascos estan hermética mente
sellados. Una vez reconstituidos y conservados a 4°C, los
reactivos s6lo pueden utilizarse una vez. Para conservarlos
mas de 3 dias, manténgalos a una temperatura de -20C.
Los reactivos congelados deben descongelarse de forma
gradual a temperatura ambiente. No los ponga al bafio maria
a37C.

No descongele las muestras mas de una vez.

5. Las muestras contaminadas con la radioactividad originada
por causas externas pueden dar lugar a resultados inexactos.

6. Como la generacion de la angiotensina | es una funcion lineal
en el tiempo, el periodo de generacion puede prolongarse
para aumentar la sensibilidad del ensayo con muestras en
las que se sospecha que existe una escasa actividad de la
renina (inferior a 0,15 ng/ml/hora). Debido a esto, es posible
qgue en la curva estandar aparezca un valor que podria no
estar incluido (consulte la curva de generacién en la seccion
4).

7. La actividad de la renina plasmatica esta estrechamente
relacionada con la ingestion de sodio. Por consiguiente, es
necesario evaluar tanto la excrecion de sodio por la orina
como la actividad de la renina plasmatica si se quiere tener
una idea exacta del estado clinico.

10. VALORES ESPERADOS

Maestra ARP ng/ml/hora
pH 6,0 pH 7,4
Erguido 0,98 -4,18 0,15-2,12
Supina 0,51-2,64 0,12-1,59

Para calcular el rango se han seleccionado pacientes con una excrecion
de sodio por la orina de aproximadamente 100 mEq@/24 horas. Es
aconsejable que cada laboratorio defina un rango de valores normales
propio.

11. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

1. Acuracidad

En los estudios de recuperacion realizados se afiadié angiotensina | a un
pool de muestras de plasma. Los valores de angiotensina | se
determinaron antes y después de afiadir esta sustancia, para luego
calcular el porcentaje de recuperacion de la angiotensina afadida.

Angiotensina | Angiotensina | % de
Muestra Anadida Medida Recuperacion
(ng/ml) (ng/ml) %
1 0 1,4 -
10 10,29 88,9
5 6,17 95,3
2 3,45 102,3
1 2,43 103,0
0,5 1,94 107,0
2 0 1,97 -
10 12,22 102,5
5 6,42 89,0
2 3,85. 94,3
1 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0 3,21 -
10 13,90 106,9
5 8,25 100,8
2 5,37 108,0
1 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0
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2. Dilucion

En el estudio de dilucién, las muestra se diluyeron en estandar cero
después de generar la angiotensina. El porcentaje de recuperacion
determinado se muestra a continuacion:

Dilucién Angiotensina | % de
Muestra Factor Medida Recuperacion
(ng/ml)
1 - 14,51 -
2 7,38 101,7
4 3,92 108,1
8 1,83 101,1
16 0,83 91,7
32 0,39 85,6
2 - 19,74 -
2 9,77 99,0
4 5,11 103,5
8 2,48 100,5
16 1,15 93,2
32 0,6 97,3
3 - 20,18 -
2 9,66 95,7
4 5,05 100,1
8 2,51 99,5
16 1,14 90,1
32 0,62 97,7

3. Precision

El coeficiente de variacion intraensayo (CV) se ha evaluado en pools
de suero medidos 20 veces durante el ensayo. La variabilidad
intraensayo es la siguiente:

Muestra Media SD C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,86 0,15 51

2 4,66 0,28 6,04

3 6,41 0,22 3,39

El coeficiente de variacion interensayo (CV) se evalué en distintos
puntos de la curva estandar en 10 ensayos diferentes. La variabilidad
interensayo es la siguiente:

Muestra Media SD C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,96 0,15 5,15

2 4,61 0,19 4,18

3 6,33 0,24 3,82

4. Sensibilidad

El limite de deteccion del ensayo, definido como la concentracién de
angiotensina | equivalente a la media de desintegraciones de 20
duplicados del estandar cero menos 2 desviaciones tipicas (SD) de
cero, es 0,033 ng/ml.

5. Especificidad

Para evaluar la especificidad del sistema de ensayo Renin se ha
medido la respuesta aparente del mismo ante la presencia de analitos
que podrian producir una reaccién cruzada. El porcentaje de
interferencia se ha calculado de acuerdo con el método de Abraham
(x/y x 100), donde x e y corresponden respectivamente al peso de la
angiotensina | y del compuesto de interferencia que reduce la
capacidad de unién en un 50%.

Reactivo cruzado Reactividad cruzada
Angiotensina | 100.00 %
Angiotensina Il 0.0023 %
Angiotensina Il 0.02 %
Angiotensina, fragmento 1-13 0.32%
Angiotensina |, pentapéptido 0.015 %

FRANCAIS

UNIQUEMENT POUR UTILISATION IN VITRO

R-EX-125 125 Déterminations

1. UTILISATION DU PRODUIT

Le kit permet de déterminer l'activité rénine plasmatique dans des
échantillons de plasma humain (EDTA) par une méthode
radioimmunologique.

2. SIGNIFICATION DU DOSAGE

Le systeme rénine-angiotensine-aldostérone représente un systéme
hormonal «en cascade»; son premier élément est I'angiotensinogéne.
L’hormone protéolytique rénine agit sur ce systéme, déterminant la
conversion de I'angiotensinogéne en angiotensine |, un polypeptide qui
est en soi dépourvu d’action biologique. L’angiotensine | est le substrat
sur lequel agit 'enzyme de conversion qui détermine la production
d’angiotensine 1, qui est elle biologiquement active. Les actions
biologiques de ce polypeptide consistent a provoquer la
vasoconstriction, la régulation de la synthese et la sécrétion
d’aldostérone qui participe a son tour a I'équilibre électrolytique.

Ce systéeme est donc en mesure de moduler la pression artérielle par
plusieurs mécanismes. Du point de vue analytique, la mesure de
I'activité de ce systéme est rendue possible par I'évaluation de I'activité
rénine plasmatique, car le dosage de I'angiotensine Il et le dosage de
la concentration rénine rencontrent des problemes d'ordre
méthodologique (concentrations trés basses pour la premiére,
présence d’enzymes chimiquement semblables pour la seconde). La
rénine est produite par I'appareil juxtaglomérulaire du rein et présente
un poids moléculaire d’environ 40 000 Dalton. L'évaluation de son
activité constitue une aide importante pour le pronostic et la thérapie
de sujets atteints d’hypertension artérielle. Toutefois, pour une bonne
évaluation de [lactivité rénine plasmatique, il est nécessaire de
connaitre certains facteurs pouvant moduler les valeurs, comme par
exemple: l'apport en sodium, la posture et les médicaments
administrés. La valeur de I'activité rénine augmente lorsque I'apport en
sodium diminue, et se réduit lors du passage de la position debout a la
position décubitus. De plus, certains types de médicaments, comme
les diurétiques ou les contraceptifs, peuvent provoquer une élévation
de l'activité rénine plasmatique, tandis que d’autres, comme la L-Dopa
ou la réserpine, peuvent diminuer les valeurs de I'activité rénine.

Une augmentation de I'activité rénine plasmatique peut étre due aux
situations suivantes:

- hyperréninisme avec hypertension artérielle, hypertension
rénale vasculaire, tumeur de Wilms, syndrome de Robertson-
Kihara.

- hyperréninisme sans hypertension artérielle, carence de sodium,
syndrome néphrosique, syndrome de Bartter.

Une diminution de l'activité rénine plasmatique peut étre due aux
situations suivantes:

- hyporéninisme avec hypertension artérielle, maladie de
Conn, pseudo-hyperaldostéronisme primaire, syndrome de
Biglieri, certains cas d’hypertension artérielle essentielle.

- hyporéninisme sans hypertension artérielle,
hypoaldostéronisme, rétention hydro-saline, faible activité du
systeme nerveux sympathique.

Dans certains cas, il peut s’avérer utile d’évaluer les changements de
I'activité rénine plasmatique aprés stimulation. L'un des tests les plus
utilisés est la stimulation par furosémide.

3. PRINCIPE DE LA METHODE

La méthode permet de déterminer I'activité rénine plasmatique par le
dosage radioimmunologique de I'angiotensine I. Il est nécessaire
d'effectuer une incubation des plasmas avant le dosage
radioimmunologique, de fagon a ce que la rénine standardisée génére
de l'angiotensine I. La présence d'inhibiteurs enzymatiques durant
cette phase évite la dégradation enzymatique de I'angiotensine. La
méthode offre a I'utilisateur la possibilité de choisir le pH de génération
de I'angiotensine I. Le kit fournit la possibilité d'effectuer la génération
des échantillons de plasma a pH 6,0, en utilisant le tampon fourni dans
le kit, ou & pH 7,4, avec le tampon disponible uniquement sur
demande. La génération a pH 7,4 est semblable au processus qui a
lieu dans la physiologie humaine, bloquant I'éventuelle activité d’autres
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enzymes protéolytiques présents dans le plasma. La génération a pH
6,0 produit une quantité d'angiotensine double par rapport & celle qui
est obtenue a pH 7,4, ce qui rend la méthode plus sensible, surtout
pour les échantillons a faible activité rénine. La génération est une
fonction linéaire dans le temps, on obtient donc des résultats constants
en variant les durées de génération. Pour pouvoir standardiser la
procédure en garantissant une bonne capacité de répétition, la
méthode prévoit d’incuber pendant 90 minutes a 37<C si I'on travaille &
pH 6,0 ou pendant 3 heures si I'on travaille a pH 7,4. Apres la phase
de génération, I'on procede au dosage radioimmunologique. L'antigéne
présent dans les étalons et dans les échantillons est relevé par le
traceur radioactif (I'*°-Angiotensin) pour les zones de liaison de
I'anticorps. Aprés lincubation, la quantité de traceur qui se lie a
I'anticorps est inversement proportionnelle a la quantité d’antigéne
présente dans les étalons et les échantillons. La séparation B/F est
effectuée aprés adjonction d’'un double anticorps insolubilisé sur des
particules magnétiques. L'application d’'un champ magnétique permet
la précipitation de 'immunocomplexe, évitant ainsi la centrifugation.
Les phases principales du dosage RIA sont:

- Incubation du mélange de réaction pendant 18 a 20 heures a

4T.
- Séparation de limmunocomplexe par adjonction du second anticorps
insolubilisé sur des particules magnétiques.
- Décantation du surnageant.
- Compte de la radioactivité dans un compteur a rayons gamma.

4. REACTIFS - Préparation et Conservation

Ne pas utiliser de réactifs de lots différents. Les numéros de lots des
réactifs doivent correspondre a ceux qui sont déclarés sur le «Certificat
d’'analyse». Ne pas utiliser le kit lorsque la date de péremption est
dépassée.

Le kit Renin contient des réactifs suffisants pour 125 tubes. A la
réception du kit, le conserver a une température comprise entre a 2 et
8T jusqu’a la date de péremption indiquée sur I'étiquette.

1. 1 flacon de Renin Traceur (Rouge): Contient de I'angiotensine |
marquée I'® dans un tampon phosphate avec de I'albumine
bovine et du nitrure de sodium (0,05%).13,0 ml par flacon.
Radioactivité max.: 85 kBqg. La date de péremption est indiquée
sur I'étiquette du flacon. Le réactif est prét a I'emploi. Conserver a
2-8C.

2. 8 flacons de Renin Calibrateurs:  Contiennent respectivement,
sous forme lyophilisée: 0- 0.2- 0.5- 1.0- 2.0- 5, 10.0- 25.0 ng/ml
d’angiotensine | dans un tampon phosphaté avec de I'albumine
bovine et du nitrure de sodium (<0,2%). La date de péremption est
indiquée sur I'étiquette des flacons. Reconstituer le contenu des
flacons étalon «0» avec 2 ml d’eau distillée et les étalons restants
avec 1 ml d’eau distillée. Mélanger délicatement jusqu’'a compléte
solubilisation du lyophilisé. Conserver a 2-8C pendant 1 jour, a -
20C pour les périodes plus longues.

3. 1 flacon de Renin Antisérum (vert):  Contient de I'anti-sérum
anti-angiotensine (obtenu chez un lapin) sous forme lyophilisée
dans un tampon phosphate avec de la gammaglobuline de lapin,
de I'albumine bovine et du nitrure de sodium (0,05%). La date de
péremption est indiquée sur I'étiquette du flacon. Reconstituer le
contenu du flacon avec 12,5 ml d'eau distillée et mélanger
délicatement, jusqu'a compléte solubilisation du lyophilisé.
Conserver a 2-8TC pendant 3 jours, a -20C pour le s périodes
plus longues.

4. 1 flacon de Renin Agent de Séparation: Le flacon contient de
I'antisérum anti-gammaglobuline de lapin (obtenu chez la chévre)
insolubilisé sur des particules magnétisables, dans un tampon Tris
avec de l'albumine bovine et du nitrure de sodium (<0,1 %
p/p).125 ml La date de péremption est indiquée sur I'étiquette du
flacon. La suspension est préte a I'emploi. Conserver a 2-8C. Ne
pas congeler.

5. 1 flacon de Renin Inhibiteur enzymatique: Contient du
phénylméthylsulfonyl fluorure dans de I'éthanol. 0,5 ml. Attention :
éviter de garder le flacon ouvert plus longtemps que nécessaire
pour l'utilisation. La solution est préte a I'emploi. Conserver a 2-
8T. Si la solution tend a se cristalliser, aprés |a conservation a
4%, il est conseillé de la porter a 37°C pendant q uelques minutes
dans un flacon fermé.

6. 1 flacon de Renin Tampon de génération pH 6.0:  Contient un
tampon phosphate. 6,0 ml. La date de péremption est indiquée sur
I’étiquette du flacon. La solution est préte a I'emploi. Conserver a
2-8TC. Ne pas congeler.

7. 1 flacon de Renin Tampon de génération pH 7.4 (dis ponible
sur demande): Contient un tampon phosphate. 3 ml. La date de
péremption est indiquée sur I'étiquette du flacon. La solution est
préte a I'emploi. Conserver a 2...8C. Ne pas congeler.

5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS D’EMPLOI

Ce matériel doit exclusivement étre utilisé a desf  ins de diagnostic
in vitro.

Le kit est destiné pour une utilisation professionn elle et
uniquement a utiliser par le personnel du laboratoi re, en
conformité aux normes GLP.

Caractéristiques physiques de **|

: voir fin de la notice

1. Précautions: Matériel radioactif - Ne pas adminis  trer par voie interne
ou externe a des étres humains ou des animaux.

Le matériel radioactif ne peut étre acheté, commandé et détenu

que par du personnel médical, des laboratoires d’analyse, des

hépitaux et uniquement a des fins de diagnostic IN VITRO. Il ne

doit en aucun cas étre administré par voie interne ou externe a

des étres humains ou des animaux. La réception, I'achat, la

possession, I'utilisation et le transfert de ce matériel est soumis a

des réglementations qui peuvent étre différentes dans chaque

pays.

Mesures de précautions pour I'utilisation de matériel radioactif :

o  Conserver le matériel radioactif dans un endroit prévu a cet
effet.

o] Ne pas manger, boire, fumer ou appliquer de cosmétiques
dans les zones destinées a Iutilisation de matériaux
radioactifs.

o] Ne pas pipeter la solution radioactive avec la bouche.

o] Porter des gants pour manipuler du matériel radioactif et
soigneusement se laver les mains apres son utilisation.

o] Couvrir la zone de travail a l'aide de papier absorbant
jetable.

o] Toute perte accidentelle de produit radioactif doit étre traitée
selon les procédures établies.

0  Tous les matériaux radioactifs doivent étre éliminés selon
des systémes d’élimination conformes aux dispositions
prévues par les organismes de contrble ayant juridiction sur
le laboratoire.

2. Risque chimique - nitrure de sodium (NaN 3): Le nitrure de
sodium est employé dans les réactifs du kit & une concentration
finale ne dépassant pas 0.2% p/p. Le nitrure de sodium peut réagir
avec les tuyaux d'évacuation en plomb et en cuivre en formant des
azides métalligues hautement explosifs. Lors de I'élimination du
produit, rincer abondamment a l'eau pour éviter I'accumulation
d’'azides. Le nitrure de sodium est un poison. Il peut étre létal s'il est
ingéré. Ne pas pipeter avec la bouche le matériel contenant du
nitrure de sodium. Manipuler avec précaution et éviter le contact
avec la peau. Se laver les mains aprés avoir travaillé avec du
matériel contenant du nitrure de sodium.

Phrases de risque

R-21/22 Dangereux si le produit entre en contact avec la peau ou

s'il est ingéré

Phrases de sécurité

S-26 En cas de contact avec les yeux, rincer immédiatement
avec une grande quantité d’eau et consulter un médecin.

S-28.1 Aprés le contact avec les yeux, rincer immédiatement avec
une grande quantité d'eau.

S-46 En cas d'ingestion, consulter immédiatement un médecin et lui
montrer le récipient ou I'étiquette.

3. Risque biologique - sérum humain: Le kit contient des réactifs

préparés a l'aide de sérum ou de plasma humain. Le sérum et le plasma
employés ont été testés selon une méthode approuvée par la FDA. lis
sont négatifs a la présence d'anticorps HIV-1/2, HCV et HbsAg. Toutefois,
aucune méthode ne permet d'établir avec certitude que le HIV-1/2, HCV,
HbsAg ou d'autres agents infectieux sont absents. Ces réactifs doivent
donc étre considérés comme potentiellement infectieux et manipulés avec
les précautions appliquées pour les autres échantillons de sérum ou de
plasma au Biosafety Level 2 et selon les dispositions du Manuel sanitaire
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CDC (Centers for Disease Control/National Institutes of Health), “Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories”, ™ Edition, 1993.

6. PREPARATION ET
ECHANTILLONS

RECOLTE DES

Prélever les échantillons & température ambiante. Ne pas réfrigérer
les éprouvettes contenant de 'EDTA (2 mg/ml EDTA  -Na, par ml
de sang) utilisées pour le recueillement des échant illons de
plasma. Ne pas les disposer dans un bain de glace . Centrifuger les
éprouvettes dans une centrifugeuse non réfrigérée,  séparer
immédiatement le plasma de la partie corpusculée, puis fractionner et
congeler immédiatement. Ne pas réfrigérer. La cryoactivation, c’est-a-
dire le processus de conversion de la pro-rénine en rénine, est obtenue
lorsque les échantillons sont maintenus assez longtemps dans un bain
de glace ou a une température < 6. Le phénomene est provoqué
dans les cas ou les échantillons restent a I'état liquide, méme s'ils sont
disposés dans un congélateur (ils ne se congélent pas). Avant leur
dosage, les échantillons doivent étre décongelés rapidement et portés
a température ambiante en les disposant dans un bain d’eau tiede. Les
patients auxquels des diurétiques, des anti-hypertensifs, des
vasodilatateurs, des contraceptifs oraux ou de la réglisse sont
administrés, devraient interrompre I'utilisation de ces substances 2 a 4
semaines avant le test. Il a été remarqué que la rénine tend a
augmenter au cours de la grossesse et dans les régimes a faible
apport de sodium. De plus, la rénine étant influencée par la position du
corps, elle est sujette & des variations au cours de la journée. Les
échantillons doivent étre prélevés le matin, et la position du patient
(debout ou assis) doit étre notée. Les éventuelles dilutions des
échantillons doivent étre effectuées aprés la génération de
I'angiotensine | a I'aide de I'étalon «0» fourni dans le kit.
Avertissements:

1. Ne pas utiliser d’héparine comme anti-coagulant, car elle

influerait sur la génération d’angiotensine .
2. Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés.

7. PROCEDURE

1. Matériel fourni

Le kit Renin (code R-EX-125) est suffisant pour 125 tubes. Il contient
les réactifs suivants:

Réactif Quantité
Renin Antisérum 1 flacon
Renin Calibrateurs 8 flacons
Renin Traceur 1 flacon
Renin Réactif de séparation 1 flacon
Renin Tampon de génération pH 6.0 1 flacon
Renin Inhibiteur enzymatique 1 flacon

2. Réactifs non fournis dans le kit (disponibles uniqu ement sur
demande): Renin Generation Buffer pH 7,4 - Code: R-EX-LC.

3. Matériel nécessaire non fourni dans le kit

- Eaudistillée;

- Eprouvettes de plastique (1 x 7 cm environ);

- Pipettes a pointes interchangeables de 0,01 - 0,1 ml;

- Bain-marie a 37C;

- Vortex;

- Bain de glace;

- Pipettes graduées;

- Réfrigérateur & 4C pour I'incubation;

- Permanent rack: support pour 50 tubes & essais,
indispensable pour l'insertion dans le plateau aimanté;

- Magnetic Separator: support aimanté pour la séparation B/F;

- Compteur a rayons gamma.

4. Description du dosage

4.1. Génération d’'angiotensine |

Pour la génération d’angiotensine I, I'utilisateur peut choisir deux pH de
génération différents (pH 6,0 et pH 7,4). Le tampon pH7,4 Generation
Buffer (solution orange) est disponible sur demande et le tampon pH 6,0
Generation Buffer (solution jaune) est fourni dans le kit.

Dans les deux cas, la génération d’angiotensine | est effectuée de la
maniére suivante:

- Dans les éprouvettes de génération en plastique disposées
dans un bain de glace, additionner en suivant rigoureusement
I'ordre indiqué:

- 1,0 ml d’échantillon;

- 0,01 ml d’inibiteur enzymatique (PMSF);

- 0,1 ml de tampon de génération;

- Mélanger soigneusement a 'aide du vortex.

Pour chaque échantillon & doser, préparer 4 éprouvettes dans deux
racks:

- 2 éprouvettes pour 'incubation & 37°C (marquées 37);

- 2 éprouvettes pour l'incubation en bain de glace (marquées
4).

Ces éprouvettes seront ensuite utilisées pour le dosage
radioimmunologique.

- Dispenser 0,1 ml de chaque échantillon traité avec I'inhibiteur
dans chacune des éprouvettes. Placer la série d’éprouvettes
marquées 4 dans un bain de glace et celles de la série 37 au
bain-marie & 37<C. L'incubation sera de 3 heures si I'on a
travaillé avec le tampon de génération & pH 7,4 et de 90
minutes si I'on a utilisé le tampon a pH 6,0.

- % C.V. Au terme de l'incubation, mettre la série d’éprouvettes
incubées a 37<C dans le bain de glace qui contenait déja les
éprouvettes de la série 4.

Procéder alors au dosage radioimmunologique.

4.2. Description du dosage radioimmunologique

Placer dans le bain de glace les groupes d’éprouvettes suivantes, avec
les éprouvettes des deux séries («37» et «4») d'échantillons:

- 2 éprouvettes pour la radioactivité totale;

- 2 éprouvettes pour chaque «NSB» ;

- 2 éprouvettes pour chaque BO;

- 2 éprouvettes pour chaque concentration étalon;

- pipeter 0,1 ml d'étalon «0» dans les éprouvettes définies

comme BO;

- pipeter 0,2 ml d'étalon «0» dans les éprouvettes définies
comme NSB,;

- pipeter 0,1 ml de chaque étalon dans les éprouvettes
margquées ;

- ajouter a toutes les éprouvettes (étalons, échantillons, BO,
NSB, radioactivité totale) 0,1 ml de traceur Renin ;

- ajouter a toutes les éprouvettes (sauf NSB et radioactivité
totale) 0,1 ml d’antisérum Renin ;

- mélanger sur le vortex et incuber pendant 18 a 20 heures
dans le bain de glace placé au réfrigérateur a 4C;

- au terme de [lincubation, retirer le bain de glace du
réfrigérateur et ajouter a toutes les éprouvettes, a I'exception
de la radioactivité totale, 1,0 ml de réactif de séparation
Renin en les gardant toujours dans le bain de glace. Agiter
tout le support sur le vortex.

Pour garantir I'uniformité de la dispensation, agiter de temps
en temps le flacon. Attention: ne pas utiliser d'agitateurs
magnétiques pour homogénéiser la suspension. Retirer le
support du bain de glace et incuber pendant 10 minutes a
température ambiante.

Retirer les éprouvettes identifi€es comme radioactivité totale
et insérer le Rack dans le Magnetic Separator en veillant &
ce que le fond des éprouvettes soit en contact avec la
surface du Magnetic Separator. Laisser sédimenter la
suspension pendant 10 minutes.

- Eliminer soigneusement le surnageant par inversion du
Magnetic Separator; poser ensuite le Magnetic Separator
renversé sur un papier absorbant pour éliminer toute trace de
liquide des éprouvettes.

- Compter toutes les éprouvettes (y compris celles a
radioactivité totale) dans le compteur a rayons gamma
pendant au moins 1 minute.
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4.3. Schéma du procédé de dosage (Les volumes sont exprimés en

ml)
Tubes | Echantilon | BO | Etalons | NSB |Radioactivité
Réactifs ‘47137 Totale
Echantillons 0,101 0,1 - - -
Etalon «0» - - 0,1 0,2 -
Etalons - - - - -
Traceur 0,101 0,1 0,1 0,1 0,1
Antisérum 0,101 0,1 0,1 - -

Agiter sur le vortex et incuber pendant 18 & 20 heures dans le bain de
glace placé a 4C au réfrigérateur. Au terme de I'incubation, retirer le
bain de glace avec les éprouvettes du réfrigérateur.

Réactif de 1010 |10| 10 1,0 ;
Separatlon

Agiter le support sur le vortex et incuber pendant 10 minutes a
température ambiante. Insérer le Rack dans le Magnetic Separator aprés
avoir retiré les éprouvettes de radioactivité totale. Laisser sédimenter la
suspension pendant 10 minutes.

Décanter les éprouvettes par inversion des Magnetic Separator. Placer le
Magnetic Separator enversé sur du papier absorbant pour éliminer toute
trace de liquide des éprouvettes. Compter les éprouvettes, y compris
celles a radioactivité totale, pendant au moins 1 minute dans le compteur
a rayons gamma

8. CALCUL DES RESULTATS

Nous suggérons de soustraire la moyenne des cpm de NSB a tous les
comptes, sauf a la radioactivité totale. La moyenne des cpm liés dans
les BO est utilisée pour calculer le pourcentage de liaison en I'absence
d’antigéne froid (capacité de liaison maximum).

Moyenne des cpm liés dans les BO x 100

= 9% de liaison
Radioactivité totale

Calculer le pourcentage d'inhibition de chaque étalon et échantillon
selon la formule suivante:

Moyenne des cpm liés (étalons et échantillons) x 100
= % d'inhibition

Moyenne des cpm liés dans les BO

Dessiner la courbe standard en posant les pourcentages d’inhibition
obtenus pour chaque dose d’étalon contre les concentrations d’étalon
respectives. Nous suggérons d'utiliser du papier semi-logarithmique.
Reporter les doses sur les abscisses (échelle logarithmique) et les
pourcentages d'inhibition sur les ordonnées (échelle linéaire). En
interpolant sur la courbe les pourcentages d'inhibition, on obtient les
concentrations correspondantes d’antigéne en ng/ml. Pour obtenir la
quantité d'angiotensine | générée, soustraire la valeur de I'’échantillon
correspondant gardé dans le bain de glace a la valeur de chaque
échantillon incubé a 37T. L’activité rénine plasmatique (PRA) est
calculée comme ng d'angiotensine | libérée par ml de plasma par
heure.

(ng/ml “37” - ng/ml “4”) x 1,11*
PRA = ng/mi/h
Heures**

*1.11 = Représente le facteur de dilution que I'échantillon a subi
aprés I'adjonction du PMSF du tampon de génération.
**Heures = Temps d’incubation pour la génération d’angiotensine .

Pour les méthodes de calcul par ordinateur, il est conseillé de consulter
la bibliographie (11,12). D'aprés les caractéristiques des dosages,
l'utilisateur pourra choisir la méthode de calcul et I'expression
graphique permettant d’obtenir le traitement des résultats le plus
approprié.

1. Exemple de calcul - Courbe typique standard

Description Moyenne B/T B/BO Dose
cpm (%) (%) (ng/mi)
Total radioactivity 26114 - - -
NSB 274 1,05 - -
BO 21217 81,25 - -
St. 0,2 ng/ml 18458 - 86,8 -
St. 0,50 ng/ml 15002 - 70,3 -
St. 1,0 ng/ml 10906 - 50,8 -
St. 2,0 ng/ml 7060 - 324 -
St. 5,0 ng/ml 3551 - 15,6 -
St. 10,0 ng/ml 2077 - 8,6 -
St. 25,0 ng/ml 1064 - 38 -
Echantillon 1 (“4”) 17053 - 80,12 0,31
Echantillon 1 (“377) 2103 - 8,73 9,84
(9,84-0,31)x1,11
Echantillon 1 = -------m--mmmemmmmeeeeeee = 7,05 ng/ml/heure
15

Les données de I'exemple ne doivent en aucun cas étre utilisées pour
remplacer les données générées au moment du dosage par
I'utilisateur.

CONTROLE QUALITE INTERNE

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks
d’échantillons contréles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

- Les criteres d’acceptation pour les écarts des valeurs en double des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire
courantes.

9. LIMITES DU DOSAGE

1. Pour un bon dosage, il est nécessaire de se tenir strictement
aux instructions fournies ici.

2. Ne pas utiliser les réactifs apres la date de péremption
reportée sur I'étiquette des flacons.

3. Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

4. Aprés la reconstitution et la conservation a 4C, les réactifs

doivent étre utilisés une seule fois.
Pour les périodes de plus de trois jours, congeler les réactifs
a —20C. Apres la congélation, laisser les réactifs atteindre
graduellement la température ambiante, en évitant I'utilisation
de bain-maris & 37<C. Eviter de décongeler les réac tifs plus
d’une fois. Fractionner au besoin.

5. Les échantillons contaminés par la radioactivité exogene
peuvent fournir des résultats peu précis.

6. La génération d'angiotensine | étant une fonction linéaire
dans le temps, pour les échantillons supposés a faibles
activité rénine (inférieure a 0,15 ng/mi/heure) il est possible
de prolonger le temps de génération pour augmenter la
sensibilité de la méthode (voir les courbes de génération du
paragraphe 4). De cette maniére, il est possible de reporter
sur la courbe standard une valeur qui sinon se trouverait en-
dehors de la courbe.

7. L'activité rénine plasmatique est strictement liée a I'apport en
sodium du patient. Il est donc nécessaire d’accompagner la
valeur de l'activité rénine a I'excrétion sodique quotidienne
pour pouvoir obtenir un cadre clinique significatif.

10. INTERPRETATION DES RESULTATS

Echantillon Activité rénine plasmatique ng/mi/heure
pH 6,0 pH 7,4

Position debout 0,98 - 4,18 0,15-2,12

Position décubitus 0,51-2,64 0,12 -1,59

La marge a été calculée sur des patients qui présentent une excrétion
de sodium urinaire d’environ 100 mEq/24 heures. Il est recommandé a
chaque laboratoire de déterminer sa plage de normalité.
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11. PERFORMANCES

1. Précision

Le test de récupération a été effectué en additionnant des quantités
connues d'angiotensine a un ensemble d'échantillons de sérum. Le
taux d'angiotensine | était déterminé avant et aprés Il'addition. Le
pourcentage de récupération de I'angiotensine | ajoutée était calculé.

Angiotensin |  |Angiotensinel % de
Echantillon Ajourée Mesurée Récupération
(ng/ml) (ng/ml)
1 0 1.4 -
10 10,29 88,9
5 6,17 95,3
2 3,45 102,3
1 2,43 103,0
05 1,94 107,0
2 0 1,97 -
10 12,22 102,5
5 6,42 89,0
2 3,85. 94,3
1 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0 3,21 -
10 13,90 106,9
5 8,25 100,8
2 5,37 108,0
1 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0

2. Dilution

Le test de parallélisme a été effectué en diluant certains échantillons
avec |'étalon zéro. La dilution doit étre effectuée aprés la génération de
I'angiotensine. Le pourcentage de récupération déterminé pour chaque
facteur de dilution est reporté dans le tableau suivant:

Facteur de Angiotensin | % de
Echantillon Dilution Mesurée Récupération
(ng/ml)
1 - 14,51 -
2 7,38 101,7
4 3,92 108,1
8 1,83 101,1
16 0,83 91,7
32 0,39 85,6
2 - 19,74 -
2 9,77 99,0
4 5,11 103,5
8 2,48 100,5
16 1,15 93,2
32 0,6 97,3
3 - 20,18 -
2 9,66 95,7
4 5,05 100,1
8 2,51 99,5
16 1,14 90,1
32 0,62 97,7

3. Précision

Le coefficient de variation (C.V.) intra-essai a été évalué sur un
ensemble de sérums mesurés 20 fois dans le méme dosage. La
variabilité inter-essai est indiquée dans le tableau suivant:

Echantillon Moyenne D.S. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,96 0,15 5,15

2 4,61 0,19 4,18

3 6,33 0,24 3,82

Echantillon Moyenne D.s. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,86 0,15 51

2 4,66 0,28 6,04

3 6,41 0,22 3,39

Le coefficient de variation inter-essai (C.V.) a été évalué sur différentes
concentrations le long de la courbe standard en 10 dosages différents.
La variabilité inter-essai est indiquée dans le tableau suivant:

4. Sensibilité

La limite de détection du dosage de Renin définie comme la
concentration d’angiotensine | équivalente a la moyenne des cpm de
20 répliqués de I'étalon zéro moins deux déviations standard est de
0,033 ng/ml.

5. Spécificité

La spécificitt du dosage a été évaluée en mesurant la réponse
apparente du dosage a des analytes potentiellement interférents. Le
pourcentage d’interférence a été calculé d’aprés Abraham (x/y x 100)
ou x et y sont respectivement le poids de l'angiotensine | et de
I'interférence qui causent une diminution de 50% de la capacité liante.

Réactif Croisé Réaction Croisée
Angiotensin | 100.00 %
Angiotensin |l 0.0023 %
Angiotensin Il| 0.02 %
Angiotensin Fragment 1-13 0.32 %
Angiotensin Il Pentaptide 0.015 %
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ITALIANO

SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

R-EX-125 125 Determinazione

1. USO DEL PRODOTTO

Il kit consente la determinazione, mediante tecnica radioimmunologica,
dell'attivita reninica plasmatica in campioni di plasma umano (EDTA).

2. SIGNIFICATO DEL DOSAGGIO

Il sistema renina-angiotensina-aldosterone rappresenta un sistema
ormonale «a cascata» di cui il primo elemento € I'angiotensinogeno. Su
di esso agisce l'ormone proteolitico renina determinando la
conversione dell’angiotensinogeno in angiotensina I, un polipeptide di
per sé privo di azione biologica. L'angiotensina | & il substrato su cui
agisce l'enzima di conversione che determina la produzione di
angiotensina Il biologicamente attiva. Le azioni biologiche di questo
polipeptide consistono nella vasocostrizione, nella regolazione della
sintesi e secrezione di aldosterone a sua volta coinvolto nell’equilibrio
elettrolitico.

Questo sistema € quindi in grado di modulare la pressione arteriosa
con vari meccanismi. Dal punto di vista analitico la misurazione
dell'attivita di questo sistema €& possibile mediante la valutazione
dell'attivita reninica plasmatica, in quanto sia il dosaggio
dell’angiotensina Il che il dosaggio della concentrazione reninica
incontrano problemi di ordine metodologico (concentrazioni molto
basse per la prima, presenza di enzimi chimicamente simili per la
seconda). La renina viene prodotta dall’apparato iuxta-glomerulare del
rene e presenta un peso molecolare di circa 40.000 Dalton. La
misurazione della sua attivita & di importante aiuto per determinare la
prognosi e la terapia di soggetti con ipertensione arteriosa. Tuttavia per
una corretta valutazione dell’attivita reninica plasmatica & necessario
conoscere alcuni fattori che possono modulare il valore quali: I'apporto
sodico, lo stato posturale e farmaci somministrati. | valori dell’attivita
reninica aumentano con il diminuire dell’apporto sodico, e si riducono
nel passaggio dalla posizione eretta a quella supina. Inoltre alcuni tipi
di farmaci quali i diuretici o i contraccettivi possono innalzare I'attivita
reninica plasmatica, mentre altri quali L-Dopa o Reserpina possono
diminuire i valori dell’attivita reninica.

Un aumento dell’attivita reninica plasmatica pud essere dovuto alle
seguenti situazioni:

- iperreninismo con ipertensione arteriosa: ipertensione reno-
vascolare, tumore di Wilms, sindrome di Robertson-Kihara.

- iperreninismo senza ipertensione arteriosa; carenza di sodio,
sindrome nefrosica, sindrome di Bartter.

Una diminuzione dell’attivita reninica plasmatica puo essere dovuta alle
seguenti situazioni:

- iporeninismo con ipertensione arteriosa: morbo di Conn,
pseudoiperaldosteronismo primario, sindrome di Biglieri,
alcuni casi di ipertensione arteriosa essenziale.

- iporeninismo senza ipertensione arteriosa:
ipoaldosteronismo, ritenzione idro-salina, ridotta attivita del
sistema nervoso simpatico.

In alcuni casi pud essere utile valutare i cambiamenti dell'attivita
reninica plasmatica dopo stimolazione. Uno dei test piu utilizzati & la
stimolazione con furosemide.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il metodo consente di determinare [attivitd reninica plasmatica,
mediante il dosaggio radioimmunologico della angiotensina |. E’
necessario far precedere il dosaggio radioimmunologico da una
incubazione dei plasma in modo tale che la renina, in condizioni
standardizzate, generi angiotensina |. La presenza di inibitori
enzimatici durante questa fase evita la degradazione enzimatica della
angiotensina stessa. La metodica offre all'utilizzatore I'opportunita di
scegliere il pH di generazione dell’angiotensina I. Il kit fornisce la
possibilita di eseguire la generazione dei campioni di plasma a pH 6.0,
utilizzando il tampone fornito con il kit, oppure a pH 7.4, con il tampone
disponibile solo su richiesta. La generazione a pH 7.4 e simile al
procedimento che si verifica nella fisiologia gia umana, bloccando
I'eventuale attivita di altri enzimi proteolitici presenti nel plasma. La
generazione a pH 6.0 produce una quantita di angiotensina doppia
rispetto a quella ottenuta a pH 7.4, rendendo quindi il metodo piu

sensibile soprattutto per campioni a bassa attivita reninica. La
generazione & una funzione lineare nel tempo, per cui si ottengono
risultati costanti variando i tempi di generazione. Tuttavia per poter
standardizzare la procedura, garantendo una buona ripetibilita, la
metodica prevede di incubare per 90 minuti a 37C se si lavora a pH
6.0 o per 3 ore a 37C se si lavora a pH 7.4. Dopo la fase di
generazione si procede al dosaggio radioimmunologico. L'antigene
presente negli standards e nei campioni compete con il tracciante
radioattivo (1'*- Angiotensin) per i siti di legame dell’anticorpo. Dopo
opportuna incubazione, la quantita di tracciante che si lega
all'anticorpo € inversamente proporzionale alla quantita di antigene
presente negli standards e nei campioni. La separazione B/F viene
eseguita mediante aggiunta di doppio anticorpo insolubilizzato su
particelle magnetiche. L'applicazione di un campo magnetico consente
la sedimentazione dellimmunocomplesso formatosi, evitando cosi la
centrifugazione.
Le principali fasi del dosaggio RIA sono:

- Incubazione della miscela di reazione per 18-20 ore a 4.

- Separazione dellimmunocomplesso mediante aggiunta del

doppio anticorpo insolubilizzato su particelle magnetiche.
- Decantazione del surnatante.
- Conteggio della radioattivita in Gamma-counter.

4. REAGENTI - Preparazione e Conservazione

Non utilizzare reagenti di lotti differenti. | nume  ri dei lotti dei
reagenti debbono corrispondere a quelli dichiarati sul “Certificato
di Analisi”. Non usare il kit oltre la data di scad enza.

Il kit Renin contiene reagenti sufficienti per 125 Tubi . Al ricevimento
conservare il kit a 2...8C sino alla data di scadenza indicata
sull’etichetta dei kit.

1. 1 flacone di Renin Tracciante (Rosso): 1 flacone: Contenente
Angiotensina | marcata con I, in tampone fosfato con albumina
bovina e Sodio azide (0.05%).13.0 ml per flacone. Radioattivita
max.: 85 kBg. La data di scadenza é riportata sull'etichetta del
flacone. Il reagente e pronto per I'uso. Conservare a 2-8C .

2. 8 flaconi di Renin Calibratori: Contenenti, in forma liofila,
rispettivamente: 0- 0.2- 0.5- 1.0- 2.0- 5, 10.0- 25.0 ng/ml di
Angiotensina | in tampone fosfato con albumina bovina e Sodio
azide (<0.2%). La data di scadenza e riportata sull'etichetta dei
flaconi. Ricostituire il contenuto dei flacone Standard “0” con 2 ml
di acqua distillata e i rimanenti standards con 1 ml di acqua
distillata. Mescolare  delicatamente  fino a  completa
solubilizzazione del liofilo. Conservare a 2-8C per 1 giorno o a -
20 per periodi piu lunghi.

3. 1 flacone di Renin Antiserum (verde): Contenente, in forma
liofila, antisiero anti-Angiotensina (ottenuto in coniglio) in tampone
fosfato con gammaglobuline di coniglio, albumina bovina e Sodio
Azide (0.05%). La data di scadenza é riportata sull’etichetta del
flacone. Ricostituire il contenuto del flacone con 12.5 ml di acqua
distilata e mescolare delicatamente fino a completa
solubilizzazione del liofilo. Conservare a 2-8C per 3 giorni 0 a -
20 per periodi piu lunghi.

4. 1 flacone di Renin Reattivo di Separazione: Contenente
antisiero anti-gammaglobuline di coniglio (ottenuto in capra)
insolubilizzato su particelle magnetizzabili in tampone Tris con
albumina bovina e Sodio azide (<0.1 % p/p).125 ml. La data di
scadenza é riportata sulla etichetta del flacone. La sospensione &
pronta per l'uso. Conservare a 2...8C. Non congelare .

5. 1 flacone di Renin Inibitore Enzimatico: Contenente
fenilmetilsulfonil fluoruro in etanolo. 0.5 ml.  Attenzione: evitare di
tenere aperto il flacone oltre il tempo di utilizzo. La soluzione e
pronta per l'uso. Conservare a 2-8C. Se la soluzione tende a
cristallizzare, dopo la conservazione a 4C, é cons igliabile portarla
a 37< per qualche minuto, nel flacone con tappo.

6. 1 flacone di Renin Tampone di Generazione pH 6.0:  Contenente
tampone fosfato. 6.0 ml. La data di scadenza é riportata sulla
etichetta del flacone. La soluzione & pronta per I'uso. Conservare
a 2-8T. Non congelare.
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7. 1 flacone di Renin Tampone di Generazione pH 7.4 ( disponibile
solo su richiesta): Contenente tampone fosfato. 3 ml. La data di
scadenza e riportata sull’etichetta del flacone. La soluzione &
pronta per l'uso. Conservare a 2-8°C. Non congelare .

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI D'USO

Questo materiale € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit & per solo uso professionale, deve quindi es  sere usato
esclusivamente da personale esperto di laboratorio, in conformita
alle norme GLP.

Caratteristica fisica'®l : vedere alla fine della metodica

1. Precauzioni: Materiale Radioattvo- Non per sommin  istrazione
interna od estemna ad esseri umani o animali.

Il materiale radioattivo pud essere acquistato, ordinato e detenuto

solo da personale medico, laboratori di analisi, ospedali ed

unicamente per uso diagnostico IN VITRO, non per

somministrazione interna od esterna in esseri umani o animali. Il

ricevimento, I'acquisto, il possesso, I'uso e il trasferimento di tale

materiale & soggetto a regolamentazioni che possono differire da

Nazione a Nazione.

Misure precauzionali nell'utilizzo di materiale radioattivo:

o] Conservare il materiale radioattivo in apposite aree.

o] Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici nelle aree
destinate all'uso di materiali radioattivi.

o] Non pipettare la soluzione radioattiva con la bocca.

o] Indossare guanti durante I'utilizzo di materiale radioattivo e
lavare accuratamente le mani dopo Iimpiego di tale
materiale.

o] Coprire I'area di lavoro con carta assorbente a perdere.

o  Ogni perdita accidentale di radioattivo deve essere trattata in
accordo con le procedure stabilite.

o] Tutti i materiali radioattivi vanno eliminati in appositi sistemi
di smaltimento secondo le disposizioni emesse dagli organi
di controllo con giurisdizione sul laboratorio.

2. Rischio Chimico - Sodio Azide (NaN 3): La Sodio Azide é
impiegata nei reagenti del kit ad una concentrazione finale non
superiore a 0.2% p/p. La Sodio azide puo reagire con tubature di
scarico in piombo e rame formando azidi metalliche altamente
esplosive. Quando si procede all’eliminazione del prodotto
sciacquare abbondantemente con acqua per evitare I'accumulo di
azidi. La Sodio azide & un veleno che pud essere fatale se
ingerito. Non pipettare il materiale contenente Sodio azide con la
bocca. Maneggiare con cura evitando il contatto con la pelle e
lavare le mani dopo aver lavorato con materiale contenente Sodio
azide.

Frasi di rischio

R-21/22 Dannoso a contatto con la pelle e se ingerito

Frasi di sicurezza

S-26 In caso di contatto con gli occhi, sciacquare
immediatamente con tanta acqua e consultare un medico.

S-28.1 Dopo il contatto con gli occhi, sciacquare immediatamente
con tanta acqua.

S-46 Se ingerito consultare subito un medico, mostrandogli il
contenitore o I'etichetta.

3. Rischio Biologico - Siero Umano: Il kit contiene alcuni reagenti
preparati con siero o plasma umano. Il siero e il plasma impiegati
sono stati testati con un metodo approvato dalla FDA e sono
risultati negativi per la presenza di anticorpi HIV-1/2, HCV e
HBsAg. In ogni caso, poiché nessun metodo offre completa
assicurazione che HIV-1/2, HCV, HBsAg o altri agenti infettivi
siano assenti, questi reagenti devono essere considerati
potenzialmente infettivi e maneggiati con le stesse precauzioni
adottate per altri campioni di siero o di plasma al Biosafety Level 2
e secondo le disposizioni del manuale sanitario CDC (Centers for
Disease Control/National Institutes of Health), “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, 3" Edizione, 1993.

6. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Prelevare i campioni a temperatura ambiente. Non refrigerare le
provette, contenenti I'EDTA (2 mg/ml di EDTA-Na  , per ml sangue),
utilizzate per la raccolta dei campioni di plasma, né porle in bagno
di ghiaccio . Centrifugare le provette in una centrifuga non refrigerata,
separare immediatamente il plasma dalla parte corpuscolata, quindi
aliquotare e congelare immediatamente. Non refrigerare. La

crioattivazione, che é il processo di conversione della Pro-Renina a
Renina, si ha quando i campioni sono mantenuti, per un periodo di
tempo sufficientemente lungo, in bagno di ghiaccio o a temperatura <
6T, il fenomeno si innesca, inoltre, anche nel cas o in cui campioni, pur
se posti in congelatore, rimangono allo stato liquido (i.e. Non
congelano). Prima del loro dosaggio i campioni devono essere
scongelati rapidamente e portati a temperatura ambiente ponendoli in
bagno di acqua tiepida. Pazienti che assumono diuretici, anti-
ipertensivi, vasodilatatori, contraccettivi orali e liquirizia, dovrebbero
interrompere I'uso di queste sostanze dalle 2 alle 4 settimane prima del
test. Si & notato che la Renina tende ad aumentare in gravidanza e
nelle diete con ridotto apporto di sodio. Inoltre, poiché la Renina &
influenzata dalla posizione del corpo ed & soggetta a variazione
durante la giornata, i campioni devono essere prelevati di mattina, e
deve essere annotata la posizione del paziente (seduto od in pedi).
Eventuali diluizioni dei campioni devono essere eseguite dopo la
generazione dell’Angiotensina |, usando lo standard “0” fornito con il kit.
Avvertenze:

1. Non e possibile utilizzare eparina come anticoagulante in

quanto interferirebbe nella generazione di Angiotensina I.
2. Non e possibile utilizzare campioni emolizzati.

7. PROCEDURA

1. Materiali forniti

Il kit Renin (codice R-EX-125), sufficiente per 125 tubi, contiene i
seguenti reagenti:

Reagente Quantita
Renin Antisiero 1 Flacone
Renin Calibratori 8 Flaconi
Renin Tracciante 1 Flacone
Renin Reattivo di Separazione 1 Flacone
Renin Tampone di Generazione pH 6.0 1 Flacone
Renin Inibitore Enzimatico 1 Flacone

2. Reagenti Non Forniti con il Kit (disponibili solo su richiesta):

Renin Generation Buffer pH 7.4 - Codice: R-EX-LC.

3. Materiali Necessari ma non Forniti con il Kit

- Acqua distillata;

- Provette in plastica (circa 1 x 7 cm);

- Pipette a punte intercambiabili da 0.01 - 0.1 ml;

- Bagnomaria a 37C;

- Vortex;

- Bagno di ghiaccio;

- Pipette graduate;

- Frigorifero a 4 per l'incubazione;

- Permanent rack: porta provette in plastica da 50 posti
indispensabile per I'inserimento nel vassoio con calamita.

- Magnetic Separator: supporto con calamita per la
separazione B/F.

- Gamma-counter

4. Descrizione del Dosaggio
4.1. Generazione di Angiotensin |

Per la generazione di Angiotensina | I'utilizzatore pud a sua discrezione
scegliere tra due differenti pH di Generazione (pH 6.0 e pH 7.4)
utilizzando il tampone pH 7.4 Geneartion Buffer (soluzione arancione)
disponibile solo su richiesta o il tampone pH 6.0 Geneartion Buffer
(soluzione gialla) fornito con il kit.

In entrambi i casi la generazione di Angiotensina | viene eseguita nel
modo seguente:

- Nelle provette di generazione in plastica, poste in bagno di
ghiaccio, addizionare seguendo rigorosamente I'ordine
indicato:

- 1.0 ml di campione;

- 0.01 mldi Inibitore Enzimatico (PMSF);

- 0.1 ml di Tampone di Generazione;

- Mescolare accuratamente mediante vortex;

Preparare per ogni campione da dosare 4 provette e inserirle in due
Rack:

- 2 provette per I'incubazione a 37 (siglate con 37);

- 2 provette per I'incubazione in bagno di ghiaccio (siglate con
4).
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Queste provette saranno poi utilizzate per il dosaggio
radioimmunologico.

- In ciascuna provetta dispensare 0.1 ml di ciascun campione
trattato con l'inibitore. Porre la serie di provette siglate con 4
in bagno di ghiaccio e quelle della serie 37 in bagnomaria a
37<T. L'incubazione sara di 3 ore se si € lavorato con il buffer
di generazione a pH 7.4; di 90 minuti se il buffer usato e per
la generazione a pH 6.0.

- Al termine dell'incubazione portare la serie di provette
incubate a 37T nel bagno di ghiaccio, nel quale erano gia
contenute le provette della serie 4.

A questo punto si procede al dosaggio radioimmunologico.

4.2. Descrizione del Dosaggio Radioimmunologico

Porre nel bagno di ghiaccio e unitamente alle provette delle due serie
(“37” e “4™) di campioni, i seguenti gruppi di provette:

- 2 provette per radioattivita totale;

- 2 provette per NSB;

- 2 provette per BO;

- 2 provette per ogni concentrazione standard,;

- pipettare 0.1 ml di standard “0” nelle provette definite BO;

- pipettare 0.2 ml di standard “0” nelle provette definite NSB;

- pipettare 0.1 ml di ogni standard nelle provette
opportunamente siglate;

- addizionare a tutte le provette (standards, campioni, BO, NSB,
Radioattivita Totale) 0.1 ml di Renin Tracer;

- addizionare a tutte le provette (tranne NSB e Radioattivita Totale)
0.1 ml di Renin Antiserum,;

- miscelare su vortex ed incubare per 18-20 ore nel bagno di
ghiaccio posto a 4<C in frigorifero;

- al termine dellincubazione, rimuovere il bagno di ghiaccio dal
frigorifero e sempre mantenendo le provette in bagno di ghiaccio
addizionare a tutte le provette, eccetto che alla radioattivita totale,
1.0 ml di Renin Separation Reagent e agitare su vortex lintero
rack.

Per garantire uniformita di dispensazione agitare di tanto in tanto
il flacone. Attenzione: non usare agitatori magnetici per
omogeneizzare la sospensione. Rimuovere il rack dal bagno di
ghiaccio e incubare per 10 minuti a temperatura ambiente.
Togliere dal Rack le provette radioattivita totale e inserire il Rack
nel Magnetic Separator, assicurandosi che il fondo delle provette
sia a contatto con la superficie del Magnetic Separator. Lasciare
che la sospensione sedimenti per 10 minuti.

- Eliminare accuratamente il sovranatante per inversione del
Magnetic Separator, ponendo poi il Magnetic Separator
capovolto su una superficie di carta assorbente per eliminare
ogni traccia di liquido dalle provette.

- Contare tutte le provette (incluse quelle della radioattivita totale) in
Gamma-counter per aimeno 1 minuto.

4.3. Schema di Procedimento del Dosaggio (I volumi sono espressi

in ml)
Tubi | Campione | BO | Standard | NSB | Radioattivita
Reattivi 47137 Totale
Campioni 0101 |01 - - -
Standard “0” - - 0,1 0,2 -
Standards - - - - -
Tracer 0101 0,1 0,1 0,1 0,1
Antiserum 0101 |01 0,1 - -

Agitare su vortex ed incubare per 18-20 ore in bagno di ghiaccio posto a

4 in frigorifero.

Al termine dell'incubazione, rimuovere il bagno di ghiaccio con le provette

dal frigorifero.

Separation

1010 | 10 1,0 1,0 -
Reagent

Agitare il rack su vortex ed incubare per 10 minuti a temperatura
ambiente. Inserire il Rack nel Magnetic Separator dopo aver tolto le
provette della radioattivita totale. Lasciare che la sospensione sedimenti
per 10 minuti. Decantare le provette mediante inversione dei Magnetic
Separator. Porre il Magnetic Separator capovolto su una superficie di carta
assorbente per eliminare ogni traccia di liquido dalle provette. Contare tutti i
tubi, compresi quelli della radioattivita totale, per almeno 1 minuto nel Gamma-

counter.

8. CALCOLO DEI RISULTATI

Consigliamo di sottrarre a tutte le letture eccetto che a quelle della
Radioattivita Totale la media dei cpm di NSB. La media dei cpm legati
nei BO viene usata per calcolare la percentuale di legame in assenza di
ormone freddo (potere legante massimo).

Media cpm legati nei BO x 100

= % di legame
Radioattivita Totale

Calcolare la percentuale di inibizione di ogni standard e campione con
la seguente formula:

Media cpm legati (standards, campioni) x 100
= % di inibizione

Media cpm legati nei BO

Disegnare la curva standard ponendo le percentuali di inibizione ottenute per
ogni dose di standard, contro le varie concentrazioni di standard. Consigliamo di
usare carta semilogaritmica riportando le dosi sulle ascisse (scala logaritmica) e
le percentuali di inibizione sulle ordinate (scala lineare). Interpolando sul grafico
della curva le percentuali di inibizione si ricavano le corrispondenti
concentrazioni di antigene in ng/ml. Per ottenere la quantita di angiotensina |
generata, sottrarre il valore del corrispondente campione tenuto in bagno di
ghiaccio al valore di ogni campione incubato a 37TC. Lattivita reninica
plasmatica (PRA) & calcolata come ng di angiotensina | liberati per ml di plasma
per ora.

(ng/ml “37” - ng/ml “4™) x 1.11*
PRA = ng/ml/h
Ore**
*1 11 = Rappresenta il fattore di diluizione che ha subito il campione
dopo I'aggiunta del PMSF e del Generation Buffer.
**QOre = Tempo di incubazione per la generazione di angiotensina .

Per metodi di calcolo mediante computer consigliamo di consultare la
bibliografia allegata (11,12). L'utilizzatore in base alle caratteristiche del
dosaggio potra scegliere il metodo di calcolo e I'espressione grafica che
consentono di ottenere il trattamento di risultati piti idoneo.

1. Esempio di calcolo - Curva Tipica Standard

Descrizione Media B/IT B/BO Dose
cpm (%) (%) (ng/ml)
Radioattivita Totale 26114 - - -
NSB 274 1,05 - -
BO 21217 | 81,25 - -
St. 0,2 ng/ml 18458 - 86,8 -
St. 0,50 ng/ml 15002 - 70,3 -
St. 1,0 ng/mi 10906 - 50,8 -
St. 2,0 ng/ml 7060 - 324 -
St. 5,0 ng/ml 3551 - 15,6 -
St. 10,0 ng/ml 2077 - 8,6 -
St. 25,0 ng/ml 1064 - 38 -
Campione 1 (“4") 17053 - 80,12 0,31
Campione 1 (“37") 2103 - 8,73 9,84

(9.84-0.31) x 1.11

Campione 1 = = 7,05 ng/ml/ora

15

| dati del’esempio non devono essere usati in luogo dei dati ottenuti
dall'utilizzatore.

CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliqguote. Non congelare e
scongelare un‘aliquota pit di due volte.

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.
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9. LIMITI DEL DOSAGGIO

1. E necessario, per il buon andamento del dosaggio, attenersi
scrupolosamente alle istruzioni qui riportate.

2. Non utilizzare i reattivi oltre la data di scadenza riportata sulla
etichetta dei flaconi.

3. Non mescolare reagenti di lotti differenti.

4. Dopo ricostituzione e conservazione a 4C, i rea genti devono

essere usati una sola volta.
Per periodi superiori ai tre giorni, € necessario congelare i
reagenti a -20C. Dopo il congelamento lasciare che i reagenti
raggiungano la temperatura ambiente gradualmente, evitando
I'uso di bagnomaria a 37<. Evitare di scongelare i reagenti piu di
una volta, se necessario frazionare in aliquote.

5. Campioni contaminati da radioattivita esogena possono
fornire risultati inaccurati.

6. Poiché la generazione di angiotensina | € una funzione lineare
nel tempo , per campioni supposti a bassissima attivita reninica
(inferiori a 0.15 ng/ml/ora) € possibile prolungare il tempo di
generazione per aumentare la sensibilita del metodo (vedere
curve di generazione al paragrafo 4). In questo modo & possibile
riportare sulla curva standard un valore che altrimenti sarebbe
letto fuori curva.

7. Lattivita reninica plasmatica € strettamente correlata
allapporto sodico del paziente. E quindi necessario
affiancare il valore dell'attivita reninica con [I'escrezione
sodica giornaliera per potere avere un quadro clinico
significativo.

10. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Campione Attivita Reninica plasmatica ng/ml/ora
pH 6,0 pH 7,4
Posizione eretta 0,98-4,18 0,15-2,12
Posizione supina 0,51 - 2,64 0,12 -1,59

Il range & stato calcolato su pazienti che presentano una escrezione di sodio
urinario di circa 100 mEg/24 ore. Consigliamo che ogni laboratorio determini il
proprio range di normalita.

11. PERFORMANCES

1. Accuratezza

Il test di recupero veniva eseguito addizionando quantita note di
Angiotensina | ad un pool di campioni di plasma. | valori di
Angiotensina | venivano determinati prima e dopo I'addizione e veniva
calcolata la percentuale di recupero dell’Angiotensina | aggiunta.

Angiotensina | | Angiotensina | %
Campione aggiunta misurata Recupero
(ng/ml) (ng/ml)
1 0 1.4 -
10 10,29 88,9
5 6,17 95,3
2 3,45 102,3
1 2,43 103,0
0,5 1,94 107,0
2 0 1,97 -
10 12,22 102,5
5 6,42 89,0
2 3,85. 94,3
1 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0 3,21 -
10 13,90 106,9
5 8,25 100,8
2 5,37 108,0
1 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0

2. Diluizione

Il test di parallelismo & stato eseguito diluendo alcuni campioni con lo
standard Zero. La diluizione deve essere effettuata dopo la generazione
dell’angiotensina. Le percentuali di recupero determinate per ogni fattore
di diluizione sono riportate nella tabella seguente:

Fattore di Angiotensina | %
Campione diluizione misurata Recupero
(ng/ml)
1 - 14,51 -
2 7,38 101,7
4 3,92 108,1
8 1,83 101,1
16 0,83 91,7
32 0,39 85,6
2 - 19,74 -
2 9,77 99,0
4 511 103,5
8 2,48 100,5
16 1,15 93,2
32 0,6 97,3
3 - 20,18 -
2 9,66 95,7
4 5,05 100,1
8 2,51 99,5
16 1,14 90,1
32 0,62 97,7

3. Precisione

Il coefficiente di variazione (C.V.) Intra-Assay € stato valutato su un
pool di plasmi misurati 20 volte nello stesso dosaggio. La variabilita
Intra-Assay e riportata nella tabella seguente:

Campione Media D.s. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,86 0,15 51

2 4,66 0,28 6,04

3 6,41 0,22 3,39

Il coefficiente di variazione Inter-Assay (C.V.) é stato valutato su varie
concentrazioni lungo la curva standard in 10 diversi dosaggi. La
variabilita Inter-Assay e riportata sulla tabella seguente:

Campione Media D.S. C.V.
(ng/ml) (ng/ml) %
1 2,96 0,15 5,15
2 4,61 0,19 4,18
3 6,33 0,24 3,82
4. Sensibilita

Il limite di rilevazione del dosaggio di Renin  definito come la
concentrazione di Angiotensina | equivalente alla media dei cpm di 20
replicati dello Standard Zero meno due deviazioni standard & di 0.033
ng/ml.

5. Specificita

La specificita del dosaggio € stata valutata misurando la risposta
apparente dei dosaggio ad analiti potenzialmente interferenti. La
percentuale di interferenza é stata calcolata secondo il metodo di
Abraham (x/y x 100) dove x e y sono rispettivamente il peso
dell’Angiotensina | e dell'interferente tali da causare un abbassamento
del 50% della capacita legante.

Cross-Reagente Cross-Reazione
Angiotensin | 100.00 %
Angiotensin |l 0.0023 %
Angiotensin 111 0.02 %
Angiotensin Fragment 1-13 0.32%
Angiotensin Il Pentaptide 0.015 %
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POLSKI

WYLACZNIE DO DIAGNOSTYKI IN VITRO
R-EX-125

125 Oznaczen

1. PRZEZNACZENIE TESTU

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do pomiaru aktywnosci
reninowej osocza w osoczu ludzkim.

2. WYJASNIENIE ZASAD TESTU

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron jest kaskadg hormonalna, ktérej
pierwszym skladnikiem jest angiotensynogen. Renina, enzym
proteolityczny, przeksztalca angiotensynogen do angiotensyny |, ktéra
jest polipeptydem nieprzejawiajgcym  aktywnosci  biologicznej.
Angiotensyna | jest substratem enzymu konwertujacego, ktory
wytwarza aktywna biologicznie angiotensyne Il. Angiotensyna Il dziata
gtéwnie wazokonstrykcyjnie oraz wpltywa na synteze i uwalnianie
aldosteronu - modulatora réwnowagi elektrolitowej. Dlatego uktad
renina-angiotensyna-aldosteron (RAS) reguluje ci$nienie tetnicze krwi
za posrednictwem kilku mechanizméw. Bioragc pod uwage problemy
metodologiczne zwigzane z oznaczaniem angiotensyny | i reniny
(niskie poziomy angiotensyny | oraz wystepowanie podobnych
strukturalnie enzymoéw do reniny), aktywno$¢ reninowa osocza
pozwala na ocene uktadu RAS. Renina jest syntetyzowana w aparacie
przyktebuszkowym w nerkach i charakteryzuje sie masa czasteczkowg
40 000 Daltonéw. Pomiar jej aktywnosci jest dobra metodg oceny
rokowania i leczenia pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym. Jednak
nalezy pamietaé, ze wartosci mogg by¢ zmieniane przez nastepujace
czynniki: podaz sodu, pozycje stojaca lub lezacq i przyjmowanie lekow.
Aktywnos$¢ reninowa osocza wzrasta wraz z redukcjg przyjmowania
sodu i maleje wraz ze zmiang pozycji ciata z lezacej na stojaca.
Ponadto niektére leki, np. diuretyki lub doustne leki antykoncepcyjne,
moga zwigkszac¢ aktywnos$¢ reninowg osocza, podczas gdy inne, takie
jak L-Dopa i rezerpina, moga ja obnizac.

Nadmierna aktywno$¢ reniny moze wystepowaC¢ w nhastepujgcych
sytuacjach:

- Nadmierna aktywnos¢ reniny z towarzyszacym
nadci$nieniem tetniczym: nadcisnienie nerkopochodne, guz
Wilmsa, zesp6t Robertson — Kihara.

- Nadmierna  aktywnos¢ reniny bez towarzyszacego
nadci$nienia tetniczego: niedobér sodu, zespoty nerczycowe,
zespot Bartter'a.

Obnizona aktywnos$¢ reniny moze wystepowaé w nastepujacych
sytuacjach:

- Obnizona aktywnos$¢ reniny z towarzyszacym nadcisnieniem
tetniczym: Zespot Conn’a, pierwotny pseudo-
hiperaldosteronizm, zespét Biglieri, niektére przypadki
nadcisnienia pierwotnego.

- Obnizona  aktywnos$¢ reniny bez towarzyszacego
nadcisnienia tetniczego: hipoaldosteronizm, retencja wody i
sodu, obnizona aktywnos$¢ uktadu wspétczulnego.

W niektérych sytuacjach moze by¢ przydatna ocena zmiany aktywnosci
reninowej osocza, po wykonaniu testéw dynamicznych. Jednym z wielu
uzytecznych badan jest test stymulacji furosemidem.

3. ZALOZENIA METODY

Zestaw jest przeznaczony do okreslenia aktywnosci reninowej osocza
za pomocg oznaczenia radioimmunoenzymatycznego angiotensyny .
Przed wykonaniem oznaczenia, osocze musi by¢ inkubowane w taki
sposéb, aby renina doprowadzita do wytworzenia (generacji)
angiotensyny | w wystandaryzowanych warunkach. Inhibitor
enzymatyczny zapobiega degradacji enzymatycznej angiotensyny |, w
trakcie etapu generacji.
Procedura pozwala na wyb6r pH generacji przez uzytkownika.
W zestawie mozna przeprowadzi¢ etap generacji w srodowisku o
dwoch réznych wartosciach pH, stosujac:
- Bufor generacyjny pH 6,0 - wykorzystujac fiolke dostarczong
wraz z zestawem odczynnikéw.
- Bufor generacyjny pH 7,4 - wykorzystujac fiolke dostarczong
wytgcznie na zamowienie.

Generacja w s$rodowisku pH 7,4 jest takim samym procesem, jak
przebiegajacy w  warunkach fizjologicznych u  czlowieka,
przebiegajacym z zablokowaniem aktywnosci innych enzymoéw osocza.
Generacja w $rodowisku pH 6,0 prowadzi do wytworzenia dwukrotnej
ilosci substratu, w poréwnaniu do pH 7,4. Dlatego metoda z
wykorzystaniem srodowiska pH 6,0 jest bardziej wiarygodna dla prébek
0 niskiej aktywnosci reniny.
Wytwarzanie angiotensyny jest funkcjg liniowg w czasie, dlatego
zmiana czasu generacji prowadzi do takich samych wynikéw. Niemniej
jednak, w celu odpowiedniego wystandaryzowania metody i
zagwarantowania wiasciwej precyzji, procedura polega na 90-
minutowej inkubacji w $rodowisku o pH 6,0 i 3-godzinnej inkubacji w
srodowisku o pH 7,4. Po generacji przeprowadzane jest oznhaczenie
radioimmunologiczne. Antygen pochodzacy ze standardéw lub z
probek wspotzawodniczy ze znacznikiem radioaktywnym
(Angiotensyng  znakowana 1I'®) o miejsca antygenowe na
przeciwciatach. Po inkubacji, iloS¢ znacznika zwigzanego z
przeciwcialem bedzie odwrotnie proporcjonalna do ilosci antygenu
obecnego w standardach lub prébkach. Przez dodanie podwdjnych
przeciwciat zwigzanych z czastkami magnetycznymi przeprowadzana
jest separacja B/F. Zastosowanie pola magnetycznego prowadzi do
wytrgcania immunokomplekséw, co pozwala na pominiecie etapu
wirowania.
Gléwne etapy oznaczenia RIA s nastepujace:

- inkubacja mieszaniny reakcyjnej przez 18-20 godzin w

temperaturze 4,
- separacja B/F poprzez dodanie podwojnych przeciwciat
zwigzanych z czastkami magnetycznymi;

- osuszenie supernatantu;

- obliczenie radioaktywnosci w liczniku gamma.

4. ODCZYNNIKI

Nie wolno wymienia € odczynnikébw z ré znych serii zestawow.
Numery serii odczynnikéw powinny by ¢ takie, jak przedstawiono
w "Certyfikacie oznaczenia". Nie wolno u 2zywaé sktadnikéw,
ktorych termin przydatno $ci do u zycia min at.

Zestaw reninowy zawiera odczynniki wystarczajace dla 125 probéwek.
Po przyjeciu zestawu nalezy przechowywa¢ go w temperaturze 2-8C
do daty waznosci przedstawionej na etykiecie zestawu.

1. Znacznik reninowy, 1 fiolka (czerwona):
Zawiera angiotensyne | znakowana I'®® w buforze fosforanowym,
z dodatkiem bydlecej albuminy surowiczej i azydku sodowego
0,05%. 13,0 ml na fiolke. Maksymalna radioaktywnos¢: 85 kBg.
Data waznosci jest wydrukowana na etykietach fiolek. Odczynnik
jest gotowy do zastosowania. Nalezy przechowywa¢ w
temperaturze 2-8C.

2. Kalibratory reninowe, 8 fiolek:

Zawieraja: 0- 0,2- 0,5- 1,0- 2,0- 5,0- 10,0- 25,0 ng/ml liofilizowanej
angiotensyny | w buforze fosforanowym z bydlecg albuming
surowiczg i azydkiem sodowym 0,2 % ilosci wagowej. Data
waznosci jest wydrukowana na etykietach fiolek. Nalezy rozpusci¢
zawartos¢ standardu ‘0’ w 2 ml wody destylowanej a inne
standardy w 1 ml wody destylowanej. Nastepnie delikatnie
wymiesza¢, az do calkowitego rozpuszczenia suchych i
zamrozonych resztek. Przechowywaé¢ w temperaturze 2-8C przez
1 dzien lub w -20<C przez ditu zsze okresy.

3. Antysurowica reninowa (kolor zielony), 1 fiolka: Zawiera
liofilizowang, krélicza angiotensyne | w buforze fosforanowym,
wraz z krélicza gammaglobuling, bydlecg albuming surowiczg i
azydkiem sodowym 0,05% ilosci wagowej. Data waznosci jest
wydrukowana na etykietach fiolek. Nalezy rozpusci¢ zawartos¢
fiolki przy pomocy 12,5 ml wody destylowanej i delikatnie
wymieszaé¢ do calkowitego rozpuszczenia suchych i zamrozonych
czastek. Przechowywa¢ w temperaturze 2-8C przez 3 dni lub w -
20<C przez dtu zsze okresy.

4. Odczynnik separacyjny reninowy, 1 fiolka:
Zawiera koziag gammaglobuline anty-krélicza, zwigzang z
czastkami magnetycznymi w buforze Tris, z bydleca albuming
surowiczg i azydkiem sodowym <0,1% wi/v .125 ml. Data waznosci
jest wydrukowana na etykietach fiolek. Roztwor jest gotowy do
uzycia. Nalezy przechowywaé w temperaturze 2-8C.. Nie wolno
zamrazac.
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5. Bufor generacyjny reninowy pH 6,0, 1 fiolka: Zawiera 6,0 ml
buforu fosforanowego z dodatkiem zottego barwnika. Data
waznosci jest wydrukowana na etykietach fiolek. Zawiesina jest
gotowa do zastosowania. Nalezy przechowywac¢ w temperaturze
2-8T. Nie wolno zamra zac¢.

6. Bufor generacyjny reninowy pH 7,4, 1 fiolka (dos tarczany na
zamoOwienie): Zawiera 3,0 ml buforu fosforanowego z barwnikami
(pomaranczowymi). Data waznosci jest wydrukowana na
etykietach fiolek. Roztwér jest gotowy do uzycia. Nalezy
przechowywaé w temperaturze 2-8C. Nie wolno zamra za¢.

7. Inhibitor enzymatyczny reninowy, 1 fiolka: Zawiera
fenylometylosulfonylofluorek (PMSF) w etanolu. Przechowywa¢ w
temperaturze 2-8C. Je zeli roztwor przyjmie posta¢ krystaliczng
po przechowywaniu w temperaturze 4C, nale zy pozostawi¢ go w
zamknietej fiolce w temperaturze 37C. Ostrze zenie: Nalezy
unika¢ otwierania fiolki poza stosowaniem preparatu. Roztwor jest
gotowy do uzycia.

5. UWAGI | OSTRZEZENIA DLA UZYTKOWNIKOW

Tylko do diagnostyki in vitro.

Test moze byé stosowany wyt acznie przez odpowiednio
wyszkolony personel laboratoryjny a post  epowanie powinno by ¢
zgodne z zasadami wta $ciwej praktyki laboratoryjnej (GLP).

Materiat radioaktywny - Nie nale zy stosowa ¢ wewn etrznie ani
zewnetrznie u ludzi i zwierz at.

Materiat radioaktywny moze by¢ przyjmowany, nabywany, posiadany i
wykorzystywany wylgcznie przez lekarzy, laboratoria kliniczne lub
szpitale tylko do celéw badan klinicznych lub laboratoryjnych metoda in
vitro, nie zwigzanych z podawaniem wewnetrznym lub zewnetrznym
tego materiatu, lub dziataniem promieniowania, w odniesieniu do ludzi i
zwierzat. Przyjmowanie, nabywanie, posiadanie, wykorzystywanie i
transport sg zwigzane z odzpowiednimi przepisami dla kazdego kraju.
Charakterystyka fizyczna **°I: szczeg6ly na koncu instrukcii

1. Zasady bezpiecze astwa: W postepowaniu z materiatami
radioaktywnymi nalezy przestrzega¢ ponizszych zasad:

o] Przechowywa¢ materialy radioaktywne w miejscach
odpowiednio oznaczonych.

o] Nie wolno spozywaé napojoéw, pokarméw, pali¢ tytoniu lub
stosowa¢ kosmetykdbw w miejscach postgpowania z
materiatami radioaktywnymi.

o] Nie pipetowac ustami.

0 W czasie stosowania materiatdbw radioaktywnych nalezy
zaktadac¢ rekawiczki a po zastosowaniu doktadnie umy¢ rece.

o] Pokry¢ obszar roboczy jednorazowym papierem absorbcyjnym.

0 Natychmiast i doktadnie wytrze¢ wszelkie plamy i utylizowac
materialy skazone zgodnie z zasadami dotyczacymi
materiatéw radioaktywnych.

o] Utylizowa¢ plynne materialy radioaktywne do systemu
kanalizacyjnego, jezeli jest to dozwolone miejscowymi
przepisami.

2. Ostrzezenie przed ZAGRO ZENIEM CHEMICZNYM zwigzanym z
obecno $cig azydku sodowego (NaN3): Niektore z odczynnikéw w
zestawie zawierajg azydek sodowy jako $rodek konserwujacy. W
kazdym z tych odczynnikéw stezenie azydku sodowego jest
ponizej 0,2%. Azydek sodowy moze reagowa¢ z miedzig i
otowiem tworzac wybuchowe azydki metali. Wszystkie odczynniki
nieradioaktywne nalezy utylizowaé w uktadzie kanalizacji
przeptukujac duzg iloscig wody.

Symbole mo zliwych zagro zen

R 21/22 Szkodliwe w kontakcie ze skorg i po potknigciu.

Symbole bezpiecze nstwa

S-26 Jesli dojdzie do kontaktu z oczami, nalezy natychmiast
przemyc¢ je duzg iloscig wody i zgtosi¢ sie po pomoc lekarska.
S-28.1 Po kontakcie ze skérg nalezy przeptuka¢ miejsce duzg
iloscig wody.

S-46 W przypadku potkniecia produktu, nalezy natychmiast
udac sie po pomoc lekarska, pokazujgc opakowanie lub etykietke.

3. Ostrze zenie MATERIAL POTENCJALNIE SKA ZONY BIOLOGICZNIE:
W zestawie moga znajdowaé sie niektére odczynniki wytworzone
z ludzkiej surowicy lub osocza. Wykorzystane surowice lub osocza
zostaly przebadane za pomocg metod zaaprobowanych przez
FDA i uznane jako niereaktywne jezeli chodzi o przeciwciata HIV-
1/2, HCV i HbsAg.

Poniewaz zadna z metod nie daje petnej gwarancji, ze HIV1/2, HCV,
HbsAg lub inne czynniki zakazne sa nieobecne, postepowanie z takimi
odczynnikami  powinno by¢ zgodne z Poziomem 2 Zasad
Bezpieczenstwa Biologicznego jakie zaleca sie dla probek ludzkiej
surowicy lub krwi w podreczniku Centrum Kontroli Choréb/Narodowych
Instytutow Zdrowia: "Bezpieczenstwo Biologiczne w Laboratoriach
Mikrobiologicznych i Biomedycznych," wydanie trzecie 1993 (Centers
for Disease Control/National Institutes of Health manual “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories,” 3rd Edition 1993).

6. POBIERANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

Nalezy pobiera¢ prébki w temperaturze pokojowej. Nie wolno chtodzi ¢
probéwek zawieraj acych EDTA-Na, (2 mag/ml _krwi) ani
przechowywa € probéwek w lodzie. Probéwki nalezy wirowa¢ w
wiréwce niechtodzonej a po wirowaniu natychmiast oddziela¢ osocze
od komorek, nastepnie podzielic materiat na mniejsze objetosci i
natychmiast zamraza¢. Nie wolno schtadzaé. Jezeli probki sag
schtadzane lub narazone na dziatanie temperatur ponizej 6°C przez
diuzszy okres czasu oraz jezeli probki sg schtodzone, ale pozostajg w
stanie cieklym (tzn. nie sga zamrozone), dochodzi do krioaktywacii,
polegajacej na konwersji proreniny do reniny. Przed oznaczeniem,
probki powinny by¢ szybko ogrzane do temperatury pokojowej,
poprzez pozostawienie ich w cieptej wodzie. Pacjenci przyjmujacy
diuretyki, leki przeciwnadcisnieniowe, leki rozszerzajace naczynia
obwodowe, doustne $rodki antykoncepcyjne oraz preparaty
zawierajace lukrecje, powinni przerwaé przyjmowanie tych substancji
przez 2 - 4 tygodnie przed wykonaniem oznaczenia.Nalezy zauwazy¢,
ze poziom reniny jest podwyzszony w cigzy i w przypadku stosowania
diety z niska podaza soli kuchennej. Oprécz tego, w zwigzku ze
zmiennoscig dobowg reniny oraz zaleznosciag jej poziomu od pozycji
ciata, probki krwi powinny by¢ pobierane nad ranem a pozycja pacjenta
(siedzgca lub lezaca) powinna zostaé odnotowana. Ewentualne
rozcienczenia moga zosta¢ wykonane po zakonczeniu etapu generacji
angiotensyny |, przy pomocy standardu ‘0’, dostarczonego w zestawie.
Ostrzezenie:
- Nie wolno stosowac heparyny jako antykoagulantu, poniewaz
przejawia ona interferencje w trakcie generacji angiotensyny |.
- Nie wolno wykorzystywa¢ prébek zhemolizowanych.

7. PROCEDURA TESTU
1. Materialy zawarte w zestawie

Zestaw reninowy (R-EX-125) zawiera nastepujace odczynniki
wystarczajgce dla 125 probéwek:

Odczynniki llo §¢
Antysurowica reninowa

Standardy reninowe

Znacznik reninowy

Odczynnik separacyjny reninowy
Bufor generacyjny reninowy pH 6,0
Inhibitor enzymatyczny reninowy

N e

2. Odczynniki niedostarczone w zestawie, ale dostar czane na
zamoéwienie

Bufor generacyjny reninowy pH 7,4 - Kod R-EX-LC.

3. Materialy i wyposa zenie wymagane, ale nie zawarte w
zestawie

Woda destylowana;

Plastikowe probéwki testowe (okoto 1 x 7 cm);

taznia wodna - 37C;

Pipety o r6znych rozmiarach;

Kapiel lodowa;

Automatyczne mikropipety z jednorazowymi koncéwkami

(0,01 - 0,1 ml);

. Chiodziarka 4C;

*«  Wirowe;

e« Stojak: na 50 probowek, jednorazowy, wsuwany do
separatora magnetycznego;

e Separator magnetyczny: Plytka magnetyczna do separacji
B/F;

. Licznik gamma.
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4. Procedura oznaczenia
4.1 Generacja (wytwarzanie) angiotensyny |

Uzytkownik moze dokona¢ wyboru pH generacji poprzez zastosowanie
buforu generacyjnego o pH 7,4 (kolor pomarafnczowy - odczynnik
dostarczany wytacznie na dodatkowe zamowienie) lub buforu o pH 6,0
(kolor z6tty - odczynnik dostarczany w zestawie).

W obydwu sytuacjach nalezy przestrzega¢ ponizszej procedury,
dodajac do probéwek plastikowych substancje w nastepujacej
kolejnosci:

- 1,0 ml prébki;

- 0,01 ml inhibitora enzymatycznego (PMSF);

- 0,1 ml buforu;

- wymieszaé w mieszadle wirowym typu vortex.

Nalezy przygotowa¢ dla kazdej prébki po 4 probéwki i wlozyé je do
dwoch stojakow:

- 2 probowki do inkubacji w temperaturze 37C (oznaczonych
jako 37);

- 2 probowki do inkubacji w kapieli lodowej (oznaczonych jako
4).

Te probowki zostang
radioimmunologicznego.

- pipetowa¢ 0,1 ml prébki z dodatkiem inhibitora w kazdej
probéwceUmiesci¢ serie 4 w kapieli lodowej a serie 37 - w
tazni wodnej w temperaturze 37<C.

- okres inkubacji wynosi 3 godziny, jezeli jest stosowany bufor
generacyjny o pH 7,4 lub 90 minut, jezeli jest stosowany
bufor generacyjny o pH 6,0.

- pod koniec inkubacji nalezy wiozy¢ probowki serii 37 do
kapieli lodowej, w ktérej znajdujg sie probowki serii 4.
Nastepnie wykonywane jest RIA.

wykorzystane do oznaczenia

4.2 Procedura radioimmunologiczna

Nalezy wtozy¢ ponizsze zestawy probdwek do kapieli lodowej wraz z
dwoma seriami probéwek zawierajgcych probki badane:
- 2 probéwki do catkowitej radioaktywnosci;

- 2 probéwki do NSB (bez dodanej antysurowicy);

- 2 proboéwki do BO;

- 2 probéwki dla kazdego standardu;

- Pipetowa¢ 0,1 ml standardu ‘0’ do probéwek BO;

- Pipetowac 0,2 ml standardu ‘0’ do probéwek NSB;

- Pipetowa¢ 0,1 ml kazdego standardu do
oznaczonych probéwek;

- Do wszystkich probéwek doda¢ 0,1 ml znacznika reninowego;

- Doda¢ 0,1 ml antysurowicy reninowej do wszystkich probéwek, z
wyjatkiem probéwek do zliczania catkowitej radioaktywnosci.

- Miesza¢ za pomocg mieszadta wirowego typu vortex a nastepnie
inkubowa¢ przez 18-20 godzin w kapieli lodowej, wtozonej do
lodéwki (4C).

- Pod koniec inkubacji, wyja¢ kapiel lodowa z lodowki i
(przechowujac probéwki w kapieli lodowej) doda¢ 1 ml odczynnika
separacyjnego reninowego do wszystkich probéwek, z wyjatkiem
probéwek do zliczania catkowitej radioaktywnosci. W trakcie
dozowania nalezy okresowo miesza¢ drugie przeciwciato
magnetyczne, w celu zapewnienia jednorodnosci.

- Przy pomocy mieszadta typu vortex nalezy wymieszac caly stojak,
wyjacé stojak z kapieli lodowej i inkubowa¢ przez 10 minut w
temperaturze pokojowej. Wyja¢ probéwki do catkowitego zliczania
ze stojaka i wsung¢ stojak do separatora magnetycznego,
sprawdzajac czy denka probéwek sa w kontakcie z powierzchnig
separatora.

- Pozostawi¢ zawiesineg magnetyczng na 10 minut w celu
wytrgcenia osadu.

- Odwracajac separator magnetyczny nalezy osuszyé probowki,
nastepnie umiesci¢ odwrdcony separator na bibule absorpcyjnej,
w celu usuniecia kropli ptynu przylegajacych do bocznych Scianek
probéwek.

- Zlicza¢ wszystkie probowki, wraz z tymi do catkowitej
radioaktywnosci, przez co najmniej 1 minute w liczniku gamma.

odpowiednio

4.3 Schemat procedury testu — (Obj etosci s g wyrazone w ml)

Probéwki | Prébka | BO |Standard NSB Calkowita

Odczynniki “4"-37" radioaktywn
0s$¢

Prébka 01-01 - - - -
Standard zerowy - - 0,1 - 0,2 -
Standardy - - - 0,1 - -
Znacznik 01-01| 0,1 0,1 0,1 0,1
Antysurowica 01-01] 0,1 0,1 - -

Miesza¢ za pomoca mieszadla wirowego typu vortex, a nastepnie
inkubowa¢ przez 18-20 godzin w temperaturze 4C w k gpieli lodowej,

wiozonej do lodéwki;

Pod koniec inkubacji nalezy wyja¢ kapiel lodowa z probdwkami z lodowki.

Odczynnik
separacyjny

1,0-1,0

1,0

1,0

1,0

Potrzasa¢ statyw na mieszadle wirowy i inkubowa¢ przez 10 minut w
temperaturze pokojowe;j.
Wyja¢ probéwki do catkowitego zliczania.
Wsung¢ stojak do separatora magnetycznego i odczeka¢ 10 minut.
Zlicza¢ wszystkie probdéwki, w tym probéwki do zliczania catkowitej

radioaktywnosci, przez conajmniej 1 minute w liczniku gamma.

8. OBLICZENIA | WYNIKI

Srednie wartosci zliczen NSB moga zostaé¢ odjete od wszystkich
Srednich wartosci zliczen z wyjatkiem wartosci dla catkowitej
radioaktywnosci. Srednie wartosci zliczen BO sg wykorzystane do
wyliczenia % wigzania w nieobecnosci zimnego antygenu (wigzanie
maksymalne).

Srednie wartosci zliczen BO

- x 100 = % wigzania
Srednie wartosci zliczen catkowitej radioaktywnosci

% wzglednego wigzania standardu i prébek jest wyliczany przy pomocy
nastepujacego wzoru:

Srednie wartosci zliczen (standard, probka)
- x 100 =% wzglednego wigzania
Srednie wartosci zliczeh BO

Narysowa¢ krzywg zaleznosci od dawki poprzez wykreslenie %
wzglednego wigzania kazdego standardu (0$ y) wobec stezenie
wzglednego (08 Xx) na papierze pollogarytmicznym. Poprzez
naniesienie na krzywg standardowg % wzglednego wigzania kazdej
prébki, otrzymuje sie stezenie antygenu w prébce w ng/ml. Aktywno$é
reninowa osocza (plasmatic renin activity (PRA)) jest wyliczana w
jednostkach ng/ml/godzine, wedtug nastepujacego wzoru:

(ng/ml “37” - ng/ml “4™) x 1,11*
PRA =

ng/ml/godzine
Godziny**

*1,11: Wspotczynnik rozcienczenia prébki po dodaniu PMSF i buforu
generacyjnego.
Godziny**: Czas inkubacji dla generacji angiotensyny |.

W celu komputeryzacji danych zaleca sie skorzystanie z bibliografii (11,
12). Uzytkownik moze dokonaé wyboru, zgodnie z charakterystyka
oznaczenia, metody obliczen i wyrazenia graficznego, ktére pozwalajg
na zastosowanie wynikéw w najlepszy sposoéb.

1. Przyklad obliczenia - Odzwierciedlenie krzywej s  tandardowe;j

Probowki Srednia B/T B/BO St ezenie
zlicze A/mi (%) (%) (ng/ml)
n.

ggilg(;vl\("tt;wnos’é 26114 ) .
NSB 274 1,05 - -
BO 21217 81,25 - -
St. 0,2 ng/ml 18458 - 86,8 -
St.  0,5ng/ml 15002 - 70,3 -
St. 1,0 ng/ml 10906 - 50,8 -
St. 2,0 ng/ml 7060 - 324 -
St. 5,0 ng/ml 3551 - 15,6 -
St. 10,0 ng/ml 2077 - 8,6 -
St. 25,0 ng/ml 1064 - 38 -
Probka 1 (“47) 17053 - 80,12 0,31
Probka 1 (“377) 2103 - 8,73 9,84
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(9,84-0,31) x 1,11
Probkal = = 7,05 ng/ml/godzine.
1,5

WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne
probki zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢
zamrozone w malych objetosciach. Nie wolno zamrazaé i
rozmrazac¢ wiecej niz jeden raz.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roznicy pomiedzy wynikami
oznaczen podwojnych prébek powinny by¢ zgodne z zasadami
prawidtowej pracy w laboratorium.

9. OGRANICZENIA

1. Aby uzyska¢ witasciwe wyniki konieczne jest doktadne
przestrzeganie instrukcji  przedstawionych ~w  ulotce
opakowania.

2. Nie wolno stosowa¢ odczynnikbw z przekroczong datg
waznosci przedstawiong na etykietach fiolek.

3. Nie wolno miesza¢ odczynnikdw pochodzacych z réznych
serii.

4. Po rozpuszczeniu odczynniki nalezy przechowywac w temperaturze
4T przez 3 dni w zamkni etych probéwkach. Po rozpuszczeniu i po
przechowywaniu w temperaturze 4T, odczynnki mogag byc
zastosowane tylko raz. W celu przechowywania przez okres diuzszy
niz 3 dni, nalezy zamrozi¢ odczynniki w temperaturze -20TC. Po
zamrozeniu nalezy stopniowo ogrzewa¢ odczynniki do temperatury
pokojowej, unikajac wykorzystywania tazni wodnej (37C).

Nalezy unika¢ rozmrazania odczynnikdw wigcej niz 1 raz.

5. Probki skazone endogenng radioaktywnoscig mogg prowadzi¢
do niedoktadnych wynikéw.

6. Poniewaz wytwarzanie (generacja) angiotensyny | jest funkcjg
liniowa w czasie, w przypadku prébek podejrzewanych o niskg
aktywnos¢ reniny (ponizej 0,15 ng/ml/godzing) mozliwe jest
wydtuzenie okresu generacji, w celu zwigkszenia czulosci
oznaczeniaW podobny sposéb moZliwe jest odczytanie wartosci
krzywej standardowej, ktéra moze znajdowac sie poza krzywa
standardowa (szczegdly dotyczace krzywej generacyjnej w
rozdziale 8).

7. Aktywnos¢ reninowa osocza jest $ciSle zwigzana z
przyjmowaniem sodu przez pacjenta. Aby uzyska¢ petne
dane dotyczace stanu klinicznego, konieczne jest oznaczenie
zar6wno aktywnosci reninowej osocza, jak i wydalania sodu z
moczem.

10. WARTOSCI OCZEKIWANE

Probka Ang|0te|nsyna Angiotensyna | Odzysk
Dodano Zmierzono (%)
(ng/ml) (ng/ml)
1 0 1,4 -
10 10,29 88,9
5 6,17 95,3
2 3,45 102,3
1 2,43 103,0
0,5 1,94 107,0
2 0 1,97 -
10 12,22 102,5
5 6,42 89,0
2 3,85 94,3
1 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0 3,21 -
10 13,90 106,9
5 8,25 100,8
2 5,37 108,0
1 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0

2. Testrozcie nhczen

W badaniu rozcienczen, probki zostaly rozcierczone za pomoca standardu
zerowego. Rozcienczenia przeprowadzono po generacji angiotensyny.
Ponizej przedstawiono oznaczony % odzysku:

Prébka 1 Aktywno $€ reninowa osocza ng/ml/godzin e
pH 6,0 pH 7,4
Pozycja stojaca 0,98 - 4,18 0,15-2,12
Pozycja lezgca 0,51 — 2,64 0,12-1,59

Zakres zostat obliczony dla pacjentdw, ktérych wydalanie sodu z
moczem wynosi okoto 100 mEg/24 godziny. Zaleca sie aby kazde
laboratorium opracowato wtasne zakresy referencyjne.

11. CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA
1. Doktadno $¢

Badania odzysku przeprowadzono poprzez dodanie angiotensyny | do
probek zbiorczego osocza. Wartosci angiotensyny | byly oznaczane
przed i po dodaniu. Nastepnie obliczano % odzysku dodanej
angiotensyny.

Angiotensyna
|
Prébka Wspétczynnik Zmierzono Odzysk %
rozcie hczen
(ng/ml)
1 - 14,51 -
2 7,38 101,7
4 3,92 108,1
8 1,83 1011
16 0,83 91,7
32 0,39 85,6
2 - 19,74 -
2 9,77 99,0
4 511 103,5
8 2,48 100,5
16 1,15 93,2
32 0,6 97,3
3 - 20,18 -
2 9,66 95,7
4 5,05 100,1
8 2,51 99,5
16 1,14 90,1
32 0,62 97,7
3. Precyzja

Wspétczynnik zmiennosci (C.V.) wewnatrz testu zostat oznaczony w
surowicach zbiorczych, mierzonych 20-krotnie w tym samym
oznaczeniu. Zmienno$¢ w ramach serii zostata przedstawiona ponizej:

Prébka Srednia S.D. CV.
(ng/ml) (ng/ml) %
1 2,86 0,15 51
2 4,66 0,28 6,04
3 6,41 0,22 3,39

Wspotczynnik zmiennosci (C.V.) pomiedzy testami zostat okreslony na
podstawie kilku punktéw, wzdtuz krzywej standardowej, w 10 réznych
oznaczeniach. Zmienno$¢ pomiedzy seriami jest przedstawiona
ponizej:

Prébka Srednia S.D. CV.
(ng/ml) (ng/ml) %

1 2,96 0,15 5,15

2 4,61 0,19 4,18

3 6,33 0,24 3,82
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4. Czutosé

Granica detekcji oznaczenia, okreslona jako stezenie réwnowaznika
angiotensyny | do $rednich zliczeh 20 kolejnych oznaczen standardu
zerowego, mniejszych niz dwa odchylenia standardowe, wynosi 0,033
ng/ml.

5. Swoisto §¢

Swoistos¢ badania uktadu reninowego zostata oceniona poprzez
pomiar przyblizonej odpowiedzi testu na anality, potencjalnie reagujace
krzyzowo. Procent interferencji zostat obliczony metoda Abraham'a (x/y
x 100), gdzie x i y odpowiadajg masie angiotensyny | i skladnika
interferujgcego, ktory prowadzi do zmniejszenia pojemnosci wigzania o
50%.

Odczynnik krzy zowy Reaktywno $¢ krzy zowa
Angiotensyna | 100,00 %
Angiotensyna Il 0,0023 %
Angiotensyna lll 0,02 %
Fragment angiotensyny 1-13 0,32 %
Pentapeptyd angiotensyny Il 0,015 %

BBbJIFTAPCKH

CAMO 3A IN VITRO AUATHOCTUKA

R-EX-125 125 U3mepBaHus

1. NPEAHA3HAYEHUE

Pa,ElVIOVIMyHHO macneaBaHe 3a WM3MepBaHe Ha akTUBHOCTTa Ha
nnasMeHna peHnH B YoBeLlka niasma.

2. OBACHEHUE HA U3CNEOBAHETO

Cuctemata peHVH-aHMIMOTEH3WH-angoCTepoH € XOpMoHarHa ,kackag-
Ha” cucTema, YMNTO MbPBW KOMMOHEHT ce MpeAcTaBnsiBa OT aHruo-
TEH3nHoreHa. PEeHNHBT, NPOTEONMTUYEH eH3UM, TpaHcdopMKpa aHrmo-
TEH3WHOreHa B aHrMOTEH3WH | a nonunenTua, KOWTO He MpuTexasa
OuonormyHa akTMBHOCT. AHIMOTEH3WH | e cybCcTpaTbT BbpXy KOWTO
Bb3dencTtesa npeobpasyBalims eH3nM, npoussexgally, 6uonornyHo
akTuBeH aHrnoteHsuH Il. OcHoBHaTa 6MOMOrMYHa akTUBHOCT Ha
aHMoTeH3WH |l ce cbCToM BbB BA3OKOHCTPUKLWSA, perynupaHe cuHTesa
1 0cBOOOXAABaAHETO Ha anfgoCTEPOH, KOUTO MOAYNMPa enekTPoNUTHUA
6anaHc. Taka cuctemaTa e aHraxwupaHa B perynupaHe Ha KpbBHOTO
HansraHe no HAKOMKO MexaHu3ma. AKTMBHOCTTa Ha cuctemara Moxe
fa ce OLeHW Ypesn “3MepBaHe Ha aKTUBHOCTTA Ha NMasMeHNs PEHWH,
TbI KaToO M3CneABaHUATa Ha aHMMOTEH3WH | 1 peHWH ca CBbp3aHu C
KAKOW MeTOAONorMyHM npobnemun (HUCKM CTOMHOCTM Ha NbpBUS,
Hanu4nMeTo Ha CTPYKTYPHO NOAOGHM eH3umu nNpu BTOpust). PEHNHBLT ce
C/YHTEe3VWpa B HOKCTa-INoMepynHus anapat Ha Owbbpeka u e c
MorekynHo Terno okoro 40.000 Da. W3awmepBaHeTo Ha Herosata
aKTVBHOCT € BanuaeH MHCTPYMEHT 3a OnpedensHeTo Ha MporHosa u
Tepanusi Ha NauueHTn, CTpajaliM OT apTepuanHa xunepreHsusi. Bb-
fpekn ToBa € BaXKHO Aa Ce 3HaSAT HAkom dhakTopu, KouTo Buxa mornm
Aa NPOMEHAT CTOWHOCTUTE Ha Moka3aTenu, KaTo: MpuMemM Ha HaTpuim,
M3MNpaBeHO M Nexallo NomnoXeHWe U MeaukameHTU. AKTUBHOCTTa Ha
nnasMeHVs peHWH ce NoBuLIaBa C HamansBaHe npuema Ha HaTpui K
ce MOoHWXaBa Npu NpemMMHaBaHe OT M3NPaBEeHO B NErHano nonoXxeHue.
OcBeH TOBa, HSAKOM MeOMKaMeHTW, KaTo OWYypPeTUUM WMu OoparnHu
KOHTpauenTMBKu, mMoraT Aa NpeansBuKaT nosBuLIaBaHe, AOKaTo ApYru,
KaTo L-gona, pesepnuH - NoHWwKaBaHe Ha 6bOpeyHaTa akTUBHOCT.
XUNeppeHnHN3bMbT MOXE Aa Ce AbIMKM Ha HSKOIKO MPUYUHM:

- XviNeppeHVHM3bM C apTepuariHa XunepTeHauns: peHanHo-cbaosa
XunepTeHsns, Tymop Ha Bwnmc, cvHgpom Ha PoGbpTCbH-
Kuxapa.

- XvneppeHnHU3bLM 6e3 apTepuanHa XUNEepTeH3ns:
XUMoHaTpMeMmns, HeppoTUYHM CMHAPOMM, CMHAPOM Ha BapTep.

XUNOPEHVNHN3BMBT MOXeE [ia Ce AbIMKN Ha HAKOMKO NPUYUHW:

- XvNOpeHMHU3bM € apTepuanHa xvnepteHauns: CuHapom Ha KoH,
MbpBUYEH MCEBOO  XUMepangoCTEePOHM3BbM, CUHAPOM  Ha
Burnvepwm, Hsikom cnyyYan Ha eceHumanHa XunepTeH3aus.

- X1NOpeHNHU3BbM 6e3 apTepuarnHa XUNepTeH3ns:
XMMNOangoCTepOHN3bM, 3adbpXaHe Ha COMKu, MOHMXeHa
aKTMBHOCT Ha cMMnaTuyHaTa HepBHa cucTema.

B Hskou cnyyam moxe Aa ce okaxe nonesHa oueHKaTa Ha n3meHe-
HUSATa B @aKTMBHOCTTA Ha NMasmMeHnst PeHWH crnef AMHaMUYHU TeCcToBe.
EgvH oT Han-nonesHuTe TeCTOBE e CTUMynauusita ¢ dypoceMuma.

3. NPUHUUN HA METOLA

HabopbT e npepgHasHayeH 3a u3MepBaHe Ha akTUMBHOCTTA Ha
nnasmMeHusi pEHUH Ype3 paavouMyHHO U3CrefBaHe Ha aHTMOTEH3UH |.
Mpeau pagmMoMmyHHOTO M3cregBaHe nnasmarta TpsibBa Aa ce UHKy6u-
pa Taka, Ye PeHUHbT [a CUHTEe3npa aHrMOTEH3WH | B CTaHAAPTM3NpaHn
ycnoBus. EH3UMHUST MHXMOUTOP npenaTcTBa pasnaraHeTo Ha
aHrMoTeH3WH | noa Bb3OENCTBUETO Ha EH3MMUTE MPU CUHTE3A.
MpouenypaTa npeaswxaa notpebutenat aa n3bepe pH 3a cuHTesa.
KuTbT gaBa Bb3MOXHOCT 3a M3BbpLUBAHE Ha Nia3MeH CUHTEe3 Mpu [iBe
pasnuyHmn pH:
- bBydep 3a cuHTes ¢ pH 6.0, ns3nonseaiy rnakoHa, AOCTaBeH C
peareHTUTe Ha KuTa.
- bydep 3a cuHTes ¢ pH 7.4, nsnonseaw, ¢nakoH, OOCTaBsH
camo no 3asiBKa.
CuHTe3bT nNpu pH 7.4 e CbWUAT Npouec, KOUTO Ce U3BbPLLBA B YOBELL-
kaTa duavnonorusi U GrokMpa akTMBHOCTTA Ha OCTaHanuTe nras3MeHu
EH3NMMU.
CuHTe3bT npu pH 6.0 npousBexaa KOnnyecTso, ABa MbTU MO-FrONSIMO
OoT ToBa npu pH 7.4, eTo 3awo metoabT pH 6.0 e no-HagexaeH npu
1N3MepBaHeTO Ha NPobu C MO-HMCKa aKTUBHOCT Ha MNasMHUSA PEHUH.
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CVHTE3BbT Ha aHMMOTEH3MH e NMHeHa PYHKUMSA Ha BpeMeTo, eTo 3aLlo
npu npoMsiHa Ha BPEeMETO Ha CUHTE3 ce Mony4yaBaT CblyuTe
pesyntatu. Bbnpeku ToBa npouenypata npeaswkga 90 MuHyTHa
nHkybaums npu pH 6.0 n 3-yacoBa uHkybauus npu pH 7.4, 3a pa ce
cTaHpgapTu3upa MeToAbT U Aa ce rapaHTmpa gobpa npeumsHocT. Cneg
CVHTE3a Ce M3BbpLUBA M CaMOTO PagvOUMYHHO u3criegBaHe. AHTure-
HbT OT kanuMbpatopuTe unu oT NpobuTe ce KOHKypupa ¢ paavmoakTuB-
HWs Tpelicbp (HaToBapeH C I'°-aHrMoTeH3MH) 3a CBLP3BALLY LIEHTPOBE
Ha aHTuTanoto. Crnen uHKyGauusiTa KONMMYECTBOTO TPEUCHP, CBbpP3aH
KbM aHTUTSNOTO, € OOGpaTHO MPOMOPLMOHANHO Ha KONMUYECTBOTO Ha
HanuyHWA B kanubpaTopuTe Unu NpobuTe aHrMoTeH3uH. N3BbpLuBa ce
B/F cenapauusi 4ype3 nobaBsiHe Ha OBOWHO aHTUTSANO, CbeAMHEHO C
MarHuTHW 4YacTtuun. [lpunaraHeTo Ha MarHWTHO Morfe Mo3BonsiBa
yTasiBaHETO Ha WMYHOKOMMIIEKCUTE, KOETO MNpaBu HEHYXeH eTanbT
LeHTpodyrmpaHe.
OCHOBHUTE eTanu Ha paguouMyHHOTO U3CrneaBaHe ca:

- MHKybauusi Ha peakuMoHHaTa cMec 3a 18-20 yaca npu 4C;

- B/F cenapauusi 4pe3 pobaBsHe Ha [BOMHO aHTUTSANO,

CbEANHEHO C MarHUTHW YacTuuy;
- MpenuBaHe Ha CynepHaTaHT;
- BpoeHe Ha pagMoakTMBHOCTTa C rama 6posy.

4. PEATEHTH

He pasmeHsiiTe peareHTUTE Ha KMTOBETE OT pasfNU4YHM NapTUAMW.
MapTugHUTe HOMepa Ha peareHTUTe TPsiGBa Aa GbAaT ykasaHu B
»YaocToBepeHueTo 3a aHanu3”. He usnonssainte KOMMNOHEHTU Ha
KWTa C U3TEKbJ1 CPOK Ha rOAHOCT.

KnTbT 3a M3amepBaHe Ha peHuHa CbabpXa AOCTaTbyYHO KONUYECTBO pe-
areHTu 3a 125 enpyseTku. [pn nonyyaBaHeToO Ha KUTa ro CbXxpaHsiBawn-
Te npun 2-8C 00 U3TUYaHe Ha yKka3aHWs Ha eTukeTa CPOK Ha rOAHOCT.

1. PeHwH Tpencbp (4epBeH), 1 cnakoH: Cbabpxa HaToOBapeH C
I”® aHrMoTeH3MH BbB cocaTeH Oydep C BONCKM CepyMeH
anbymvH n HaTtpueB asmg 0.05%. 13.0 ml BbB Bceku hnakoH.
MakcumanHa pagmoaktuHocT: 85 kBg. CpokbT Ha rogHocT e
ykasaH Ha eTukeTa Ha cnakoHa. PeareHTbT e roToB 3a ynotpeba.
CbxpaHsBaiiTe npu Temneparypa 2-8C.

2. PeHuH kanubpartopu, 8 dnakoHa: Cbabpxat: 0- 0.2- 0.5- 1.0-
2.0- 5.0- 10.0- 25.0 ng/ml nuodmnuanpaH aHrMoTeH3uH | BbB
docateH bydep c BonckM cepymeH anbymMuH v HaTpues asug
0.2% w/v. CpoKbT Ha roAHOCT € yKasaH Ha eTukeTa Ha chnakoHa.
PekoHCTUTYupainTe CbAabpXKaHUEeTO Ha HyneBusi kanubpatop c 2
ml gectunupaHa Boga, a ocTaHanute kanubpatopu - ¢ 1 ml
Aectunupara soga. Pasbbpkaiite HEXHO A0 MbMHOTO pa3TBapsiHe
Ha nuodmnuanpaHaTa ytamnka. CbxpaHssanTe npu 2-8C 3a 1 geH
unu npu -20C 3a No-NPOABLIMKUTENHN Nepruoau OT Bpeme.

3. PeHMH aHTucepyM, (uBeTOBM KopA: 3eneH), 1 donakoH:
Cbabpxa nuounuanpaH 3aellku aHTU-aHrMoTeH3vH | BbB
docaTteH Bydep cbc 3aeLuku ramarnobynuH, BONICKUM CepyMeH
anbymvH n HaTtpueB asug 0.05% w/v. CpokbT Ha rogHocT e
ykasaH Ha eTukeTa Ha dnakoHa. PekoHcTutympaiite
CbAbpXaHueTo Ha dnakoHa ¢ 12.5 ml gectunupaHa Boga u pas-
ObpKanTe HEeXHO A0 MbMHOTO pasTBapsiHe Ha NuodunuavpaHara
ytavika. CbxpaHsaBavite npu 2-8C 3a 3 geHa vnm npu -20C 3a
Nno-NpoabIKUTENHN NepUoan oT BpeMe.

4. PeHuH cenapauuoHeH peareHT, 1 cnakoH: Cbabpxa Ko3m
aHTU-3aellkn ramarnobynvH, CbeguHeH C MarHUTHU 4YacTuum B
Tpuc Bydep ¢ Boncku cepyMeH anbymuH n HaTpues asug <0.1 %
w/v. 125 ml. CpokbT Ha rogHOCT € YykasaH Ha eTuKkeTa Ha
dnakoHa. Pa3TBopbT e rotoB 3a ynotpeba. CbxpaHsiBante npu 2-
8€C. He 3ampassaBairTe.

5. PeHuH 6ydep 3a cuHTes, pH 6.0, 1 donakoH: Cbabpxka 6.0 ml
docgateH bydep ¢ xbnTa 605. CpokbT Ha rogHOCT € ykasaH Ha
eTuketa Ha dnakoHa. CycneHausiTa e rotoea 3a ynoTtpeba.
CobxpaHsiBanTte npu 2-8C. He 3ampassiBaiTe.

6. PeHuH bydbep 3a cuHTes, pH 7.4, 1 donakoH (gocTaBs ce no 3a-
fABkKa): Cbabpxa 3.0 ml chocdateH Bydep c 605 (opaHKeB LBSAT).
CpoKbT Ha rofHOCT e yKka3aH Ha eTukeTa Ha cprakoHa. Pa3tBopbT
e rotoB 3a ynotpeba. CobxpaHsiBante npu 2-8C. He
3ampassBanTe.

7. PeHWH eH3MMeH uHxuMbuTop, 1 hnakoH: Cbabpxa heHunmMeTnn-
cyndonun dpriyopug (PMSF) B etunos ankoxon. 0.5 ml. CbexpaHs-
BanTe npu 2-8C. AKO pa3TBOpPBLT KpUcTanuaupa crneg CbXpaHe-
Hue npn 4C, ro octaBeTe npu 37C BbB (prakoH CbC CTOMOPHA
npobka. MpeaynpexaeHve: He cbxpaHsaBaliTe 0TBOpeHUs: hriakoH
cnep ynotpe6a. Pa3TBopbT e roToB 3a ynoTtpeba.

5. MPEAYNPEXAEHUA U NPEONA3HN MEPKU 3A
NOTPEBUTENA

Camo 3ain vitro guarHocTMka.

To3n TecT MoOXe Aa ce wu3non3Ba camo OT KBanuduumpaH
nabopaTtopeH nepcoHarn, kato 6opaBeHeTo ¢ Hero TpsibBa Aa 6bae B
CBLOTBETCTBME C U3NCKBaHMATa Ha [lobpaTa nabopaTopHa nNpakTuka.
PapuoaktuBeH MaTepuan - He e NpeAHa3Ha4eH 3a BbTpellHa unu
BbHLUHaA ynoTpeba npu xopa v XXMBOTHM.

Tosn pagvoakTuBeH maTepuan moxe fAa 6bae nonydved, npuaodur,
npuTexaBaH U WU3MON3BaH CaMo OT AOKTOPW, KMMHWYHU nabopaTopuu
unu GonHULM M camo 3a in Vitro KMUHWYHU UK nabopaTopHX TecToBe,
U3KMIOYBALLM BbTPELLHO UMW BBHLUHO NpunaraHe Ha mMatepuana unm
pagnaumsTa B Hero Ha xopa WM XUBOTHW. HerosBoTo nonyyasaHe,
npuaobueaHe, nputexasaHe, ynotpeba n npexsbprisiHe Tpsbea aa ce
M3BbPLIBA  CbITIACHO  3aKOHOAATENCcTBOTO W CTaHdapTute B
Abpxaeara.

DUINYHM XapaKTEPUCTVKN Ha 2°I: BUXKTE B Kpasi Ha MHCTPYKLMUTE.

1. TMpeana3Hu mepku: [Npu GopaBeHETO C pagMOaKTUBEH MaTepuarn
cnasBanTe CTPUKTHO CedHUTE UHCTPYKLUK:
o] CbxpaHsiBaiite pagnoakT1BHUTE

npegHasHaveHara 3a LenTa 30Ha.

o] He sxTe, He nwuiTe, He nyweTe W He W3NoOnN3BanTe
KO3MEeTU4YHN cpeacTBa B 6nM3ocT [0 MecTa, B KOUTO ce
onepupa c pagnMoakTMBeH Matepuarn.

o] He nunetupanTte c ycta.

0  Hocete pbkaBuum, Korato 6opaBuTe C pagvoaKkTVBeH maTe-
pvan, v usmmBanTe pbLETe CU C roNsMo KONMYeCcTBO BOAA.

o] Mokpuiite paboTHaTa 30Ha c abcopbupalia xapTusi 3a
efHokpaTHa ynoTpeba.

0 M3bbpcBaiiTe pasnetusi matepuan He3abaBHO U HaMbIHO U
n3xsbpnsanTe KOHTaMWHWUpaHUTe maTepuanu KaTo
pagvoaKkTVBEH OTnaabK.

0  V3xBbpnante TeYHWS pPagMoaKTUBEH OTNadbK B CaHWUTapHaTa
KaHamM3auusi camo ako TOoBa € TMO3BOSIEHO OT MECTHUTE
pasnopenbu.

maTepuanu B

2. ONACHU XUMUKAITW, npeaynpexaeHue 3a HaNMYMETO Ha HaTpveB
asup, (NaNs): Hakomn oT peareHTUTE B TO3W KUT CbabpXKaT HaTpues
a3ng kato KoHcepBaHT. [pu Te3n peareHTU HeroBaTa KOHLIEHTpa-
uma e <0.1% w/w. HatpueBusiT asmg Moxe pga pearvpa C
OMNOBHUTE U MeOHW KaHanu3aumoHHU Tpbbu M ga obpasysa
€KCMIO3NBHU mMeTanHu asngum. N3xBbpnsnte BCUYKM
HepaMoOaKTUBHM  peareHTW, KaTo crneg ToBa npomueTe
KaHanu3auMoHHaTa cucTemMa ¢ rorieMu KonvyecTBa Boaa.
PuckoBu dpasu
R 21/22 BpenHO Npuv KOHTAKT € KoXkaTa M Npu NorfbLiaHe.
3awmTHu dpasu
S-26 B cnyvalh Ha KOHTakT C o4MTe NPOMUIATE He3abaBHO C

06MNHO KONMYECTBO BoAA M NOTbPCETE Nlekapcka NOMOLL.
S-28.1 Cnie KOHTaKT C KoXaTta npomuiite HesabaBHO C OOWMIHO
KOnn4yecTBO BoAa.
S-46 [pw nornbLyaHe noTbpceTe He3abaBHO fekapcka NoMoLL, 1
rnoKaxkeTe KOHTEeMHepa Unu eTukeTa.

3. NMOTEHUWAITHO BUONOIMM4YHO ONACEH MATEPWUAI: Toan kvt
MOXe [a ChObpXa peareHT!, ChabpX)aLly HYOBELLIKM CEPYM WM Mnra3ma.
M3nonssaHnTe cepym unu nnasma ca 6unu TectBaHy no ofobpeH oT
FDA (AmMepukaHcKaTa areHUus! 3a XpaHuTe W rekapcTBara) Metoq 1 e
6110 ycTaHOBEHO, Ye He cbabpxar aHTuTena 3a HIV-1/2, HCV 1 HBsAg.
TbiA KaTO HVKON METOoA He MOXe Ja rapaHTupa MbiiHa CUIYpHOCT, Ye
nmncear HIV-1/2, HCV, HBsAg wunn gpym MHEEKLMO3HN areHTu, ¢ Tean
peareHTU TpsibBa Aa ce BGopasu Ha HYBO 2 3a GronomyHa 3aLLmTs, KakTo
ce npernopbYBa M 3a BCUHYKW MOTEHLIMIAHO 3apa3Hi YOBELLIKN CepyMHM
UK KpbBHU Npobu B HapbyHuka 3a 3npaBeonassaHe Ha LleHTposeTe 3a
KOHTpON Ha 3abonsiBaHusiTa/ Ha HauwmoHanHuTe HCTUTYTU “BronoriHa
3aLwmTa B MUKpobroriormiHmTe 1 BriomeauumHckuTe nabopatopuu,” 3-To
n3gaHve, 1993 roauHa.
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6. B3AUMAHE U CbXPAHEHUE HA NMPOBUTE

B3umaiite npobute Ha cTanMHa TemnepaTypa. He oxnaxdatime
enpyeemkama 3a EDTA-Na, (2 mg/ml kpbeHa npo6a) u He
CcbXxpaHsiealime enpyeemkaima 3a e3uMaHe Ha npobu ebpxy Js1ed.
LlenTpodhyrmparite enpyBeTkata B HeoxnageHa LeHTpodyra u otae-
neTe nnasmara OT KNeTKUTe BedHaTa crnej LeHTpodyrupaHeTo, cneq
TOBa pasferneTe Ha anvkBoTU U oxrageTe BefHara. He 3ampassiBaiite.
KpnoaktusupaHe, T.e. HACKOTeMnepaTypHO npeobpa3syBaHe Ha npoTe-
MHa B PEHWH, HAacTbMBa NpY OXNaXxAaHe unu uanaraHe Ha npobute Ha
Temnepatypy ot 6C WnM MO-HWUCKM 3@ MPOABLITKUTENHU Nepuoan ot
BpeMe U KoraTo npobuTte ca oxnafeHu, Ho OCTaBaT B TEYHO CbCTOSIHME
(t.e He 3ampasenu) (12, 13). MNpean aHanusa npobute TpsibBa Aa
6baaT 6bp30 pasmpaseHu 4o cTaliHa TemnepaTtypa Ype3 NoCTaBsHETO
UM B xnagka Boga. [MauveHTuTe, Npremalum AMypeTuun, aHTuxunep-
TEH3VBHU MeOWKaMeHTW, Ba3ogwrataTtopu, OparnHy KOHTpauenTuBu U
nakpuua Tpsbea Aa npekbcHaT ynotpebata Ha Te3u BellecTBa 3a [ABe
[0 YeTUpu ceaMuum npeau nscnefsaHeTo. Tpsabea ga otbenexvm, ye
HMBaTa Ha PEHWH Ce MoBMLUABAT NO BpeMe Ha BpPeMeHHOCT 1 Ha AneTn
C HamarneH npuem Ha con. CbLUo Taka, Tbi KaTO PEHUHBT Ce Bnusie oT
MOIOXXEHWETO Ha TAMOTO, KaKTO W nopagu [AeHOHoWHata My
NPOMEHNMBOCT, KPpbBHUTE Npobu TpsbBa Oa ce B3vMmaT CYTPUH, npu
KoeTo TpsibBa [la ce OTOENEXM 1 NONIOKEHNETO Ha NauMeHTa (cegHan
unu nerHan). Cnep cuMHTE3a Ha aHMMOTEH3WH | Moxe da ce M3BbpLUK
€BeHTyaslHoO paspexaaHe C BKIIYEHUS B K1Ta HyneB Kanubparop.
MpenynpexaeHue:

- He n3nonsBainTte xenapuHa KaTo aHTUKOarynaHT, Tbi KaTo TON

HapyLlaBa CUHTe3a Ha aHMMOTEH3WH |.
- He n3nonassarite xemonuampaHu npodu.

7. NMPOLUEAYPA HA U3CNEOBAHETO

1. OcurypeHu matepuanu

PenuH kutbT (R-EX-125) e npeaBuaeH 3a 125 enpyBeTku U cbabpxa
crnegHUTe peareHTu:

PeareHTn KonuyectBo
PeHuWH aHTuCEepym 1
PeHuH kanvbpatopu

PeHuWH Tpelicbp

PeHuWH cenapaunoHeH peareHt
PeHuH 6ydep 3a cuHTes pH 6.0
PeHWH eH3numeH MHxMbuTop

N S )

2. PeareHTU, HEBKINIOYEHM B KUTa, [OCTaBSAHM CaMo MO 3asiBKa:

PeHuH Bydep 3a cuHTes pH 7.4 - kog: R-EX-LC.

3. Heobxoaumu matepuanu u o6opyaBaHe, HEBKITHOYEHU B KUTA:

- AecTunvpaHa Boaa;

- nnacTMacoBu enpyBeTkmM (okoro 1 x 7);

- BoaHa 6aHsi npu 37C;

- rpagyvpanv nuneTw;

- nepeHa 6ans;

- aBTOMaTM4YHM MUKPOMWUMNETW C HaKpanHULUM 3a efHOKpaTHa
ynotpeba (0.01 - 0.1 ml);

- XnagunHuk 3a 4C;

- 3aBUXPSILL, CMecUTeN;

- ycToiymBa CTOWKa: cTonkaTta 3a 50 enpyBeTku 3a eqHOKpaTHa
ynotpeba fa 6bae noctaBeHa B MarHUTHUSI cenaparop;

- MarHMTEH cenapartop: MarHWTHa nno4va 3a B/F cenapauus;

- rama 6posu.

4. TecToBa npoueaypa

4.1 CuHTe3 Ha aHrMOTeH3wuH |

MoTpebutensT moxe Aa nsdepe pH 3a cuHTE3a, kaTo n3nonsea Gydep
3a cuHTe3 pH 7.4 (opaHxeB pasTBOp - AOCTaBs Ce camO MO 3asiBka)
unu 6ydep 3a cuHTe3 pH 6.0 (KbNT pasTBOp - BKIKOYEH € B KNTA).
CnepgaiiTe gonyonucaHaTa npouegypa v B ABaTa cnyyas, nobasete
KbM MracTMacoBWTe enpyBeTKW, KaTo crieABaTe ykasaHus pea;

- 1.0 ml npob6a;

- 0.01 ml eH3nmeH uHxubutop (PMSF);

- 0.1 ml 6ydbep;

- cMeceTe B 3aBUXPSILL, CMecUTerT,

3a Bcsika npoba npuroteeTe 4 enpyBETKM U M NOCTaBeTe B 2 CTOWKM:
- 2 enpyBeTku 3a MHKybaumsa Ha 37<C ( mapkupaHa 37);
- 2 enpyBeTKM 3a MHKyOauusa B neageHa 6aHs (Mapkupaxa 4).
Teaun anpyBeTku LLie ce M3non3saT npy pagMouMyHHOTO uscrnenBaHe.

- Hakanete ¢ nuneta 0.1 ml npoba, TpeTnpaHa ¢ UHXMOUTOP
BbB BCsika enpyseTka. [loctaBeTe cepunte ,4" B negeHa
6aHs, a cepumute ,37” - BbB BogHa 6aHs npu 37T.

- WHKYDauMOHHOTO Bpeme e 3 yaca Npu W3NON3BaHeTO Ha
6ydep 3a cuHTe3 pH 7.4 unu 90 MUHYTK NpU U3MON3BaHETO
Ha 6ydep 3a cuHTe3 pH 6.0.

- cnep 3aBbpluBaHe Ha MHKybauuaTa noctaBeTe enpyBeTkuTe
oT cepusita ,37" B negeHata bGaHsi, B KOSITO ca NOCTaBeEHU
enpyeseTkute o1 cepusita ,4”. Cneg ToBa npoBefeTte
pPaAVoOMMYHHOTO n3crneasaHe.

4.2 MMpoueaypa Ha PpaaUOMMYHHOTO U3cneABaHe

MoctaBeTe cnedHuTe rpynu enpyBeTkM B negeHa 6aHsi, 3aegHO ©
ABeTe cepun enpyBeTKu ¢ npobuTe:

- 2 enpyBeTku 3a NpebposiBaHe Ha obLiaTa paguoakTUBHOCT;

- 2 enpyBeTku 3a HecneundunyHo cebp3BaHe (NSB);

- 2 enpyseTku 3a BO;

- 2 enpyBeTku 3a BCsiKa CTaHAaPTHa KOHLEHTPaLms;

- Hakanete c nuneta 0.1 ml HyneB kanubpaTop B enpyBeTkUTe
3a BO;

- Hakanete c nuneta 0.2 ml HyneB kanubpaTop B enpyBeTkUTe
3a HecneundunyHo cebp3aBaHe (NSB);

- Hakanete c nuneta 0.1 ml ot Bceku kanubpaTtop B yAobHO
MapKupaHuTe enpyBeTKu;

- [Ho6asete 0.1 ml peHUH TpeNCHP BbB BCUYKU ENPYBETKY;

- JobaseTte 0.1 ml peHuH aHTUCEpPYM BBB BCUYKU E€NpyBETKW,
ocBeH Te3n 3a npebposiBaHeTo Ha obLLaTa paanoakTUBHOCT;

- CwmeceTe B 3aBUXPSiLL, CMecUTenN 1 UHKybupaiTe 3a 18-20 yaca
B nefeHa 6aHs, noctaBeHa B xnagunHuk (4C);

- Cnen nHkybauusaTa nasageTe neaeHata 6aHa oT xneaunHmka n
KaTo AbPXWTE MOCTOSIHHO enpyBeTkuTe B Hesl, fob6aseTe 1 ml
PEeHWH cenapauuMoHeH areHT KbM BCsKa enpyBeTka, OCBEH Te3un
3a npebposiBaHeTo Ha obliata paguoakTueHocT. [pu pasnpe-
[ensiHeTo BTOPOTO MarHWTHO aHTUTSANo TpsibBa ga 6bae pas-
6bpKBaHO OT BpPEMe Ha Bpeme, 3a 4a Ce MOCTUIHE XOMOTeHHOCT.

- [NocTaBeTe usAnata CToMka B 3aBUXPSLL, CMecWUTen; u3BageTe
cToikaTa OT negeHata 6aHst u nHkybupaiTe 3a 10 MUHYTK Ha
CTanHa TemnepaTtypa. M3BageTe enpyseTkuTe 3a npebposiBaHe
Ha oblaTta paanoakTMBHOCT OT CTOWKaTa W A MpUNNb3HeTe B
MarHuTHWS  cemapaTtop; npoBepeTe fJanu AbHata Ha
enpyBaTKuTe ca B KOHTaKT C MOBLPXHOCTTa Ha cenapaTopa.

- OcTtaBeTe MarHuTHaTa cycneHauns aa ce ytam 3a 10 MUHyTH.

- MpeneiiTe enpyBeTkMTE, KaTO OOGBbPHETE MarHUTHUS cenapaTop,
noctaBeTe 06bpHATMS cenapaTop BbPXy NonmBaTenHa xapTus,
3a fa OTCTpaHUTe KankuTe TeYHOCT, NpunenHanu no CTeHute
Ha enpyBeTkuTe.

- HanpaseTte npebposiBaHe Ha BCUYKN €MNPYBETKW, BKMIOYUTENHO
Ha Te3n 3a npebposBaHe Ha oblwaTta paguMoakTUBHOCT B
NpoAbIKEHNE Ha Hal-manko 1 MuHyTa ¢ rama 6posiy.

4.3 Cxema Ha TecToBaTa npouenypa - (o6emuTe ca uspaseHu B ml)

Enpyeetku | [po6a | BO | Kanubpatop | NSB | O6wa pagu-
PeareHTH ‘437" 0aKTUBHOCT
Mpoba 0,1-01 - - - -

“0" kanubpaTop - - 0,1 - 0,2 -
Kanu6patopu - - - 0,1 - -
Tpeiicbp 01-01 |01 0,1 0,1 01
AHTVCEPYM 01-01 |01 0,1 - -

CwmeceTe B 3aBUXpSILL, CMecuTen 1 nHkybupaiTe 3a 18-20 yaca npu 4C
B nefeHa b6aHs, kosiTo TpsibBa Aa ce NoCTaBu B XMaaWIHUK.

Cnep kaTo nHKybaumsTa 3aBbpLUK, U3BafeTe nefeHata 6aHs 3aegHo C
enpyBeTKUTE OT XNafuIHuKa.

PeareHT 3a 10 1,0 1.0 1.0

1,0 -
cenapauus

CwmeceTe cToiikata B 3aBMXpsil, CMecuUTen W WHKyGupaiite 3a 10
MMHYTU Ha CTanHa TemnepaTtypa. M3Bagete enpyseTknTe 3a
npebposiBaHe Ha obLiaTa paaMoakTMBHOCT.

Mpunnb3HeTe cToMkaTa B MarHUTHWA cenapatop U usyakavite 10
MUHYTU. Mi3mMepeTe BCUYKM enpyBeTKM, BKIOYMTENHO Te3n 3a obliaTa
pagvo-akTUBHOCT, 3a Haw-Manko 1 MMHyTa B rama 6posu.
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8. U3YUCNEHUA N PE3YNITATU

CpegHOTO apUTMETUYHO OT NpebposBaHnATa 3a HecrneundUyHO CBbP-
3BaHe MOXe Ja Ce u3BaguM OT CPefHOTO apUTMETUYHO OT BCUYKW
npebposiBaHusi, C U3KMIOYEHNE Ha Te3n Ha obLLaTa pagnuoakTUBHOCT.
CpegHOTO apuTMeTM4HO OT npebposBaHuATa Ha BO ce u3nonssa 3a
u3ynucnaBaHe Ha nNpoueHTa CBbp3BaHe NpU mnuncata Ha CTyAeH
aHTuUreH (MakcMmanHo CBbp3BaHe).

CpepnHo apuTMeTnyHO oT npebposiBaHmsaTa Ha BO
X 100 = % cBbp3BaHe
Cp.aput™m. oT npebp.Ha obliata pagnoakTMBHOCT

MpOLEHTLT Ha OTHOCWUTENHO CBbP3BaHE Ha kanubpaTtopute 1 npobute
ce u3uncnsea no cnepHarta opmyna:

Cp.aputmeT. ot npebp. (kanubpatop, npoba)
X 100 = % OTHOCMTENHO CBbP3BaHe
Cp.aputmeTunyHo oT npebposBaHusTa Ha BO

HayepTtanmte kpvBaTa Ha [gos3oBaTa 3aBMCKMMOCT, KaTo HaHeceTe
npoLeHTa OTHOCUTENHO CBbP3BaHe Ha BCekn kannbpatop (no octa y) n
OTHOCUTENHaTa KoHUeHTpauus (no octa X). WManonssante cemu-
niorapuTMmUYHa XapTus.

Upe3 wuHTepnonaums OT kanubpaumoHHata kpusa ,[1poUeHT Ha
OTHOCUTENHOTO CBbp3BaHe Ha Bcsika npoba”’ mMoxeTe da nonyyuTe
KOHLieHTpaLmsiTa Ha aHTureHuTe B npobara, uspaseHa s ng/ml.
AKTMBHOCTTA Ha nnasmeHns peHuWH (PRA) ce wusuucnsBea kaTto
ng/ml/yac no cnegHata cpopmyna:

(ng/ml “37” - ng/ml “4™) x 1.11*
PRA = ng/ml/yac
Yacose**

*1.11: KoedpuumeHT Ha paspexzaHe Ha npobata cnep nobassiHe Ha
PMSF n bydep 3a cuHTes.
**Jacose: Nepunoa Ha NHKybGauusi 3a CUHTE3a Ha aHMMOTEH3WH |.

3a uHGopauus OTHOCHO KOMMIOTbPHO-aCUCTUPaHW METOAM BUXKTE
6ubnuorpadgmsTa (11, 12). NMoTpebutenat moxe aa n3bepe, cbobpas-
HO XapaKTepUCTUKUTE Ha M3CneaBaHeTo, MeToh Ha M3uucnsiBaHe K
rpacpuyeH nspas, no3BonsiBallm Hai-gobpata obpaboTka Ha AaHHUTE.

1. anMep 3a npeacTtaBuTesiHa 3a U3YHUCTIeHUATa KaﬂMGpaLIMOHHa

9. OrPAHUYEHMA

1. 3a pa nomyyuTe HageXaHW pesynTaTu, cna3BanTe CTPUKTHO
OafeHnTe B NPUNOXEHNTE KbM TO3U NaKeT UHCTPYKLMK.

2. He wu3nonsBante peareHTUTe creg u3TM4aHe Cpoka Ha
FOAHOCT, yKa3aH Ha eTUKeTUTe Ha (hrakoHuTe.

3. He cmecBaliTe peareHTn OT pasnuyHu NapTuan.

4. Cnepn peKkOHCTUTyMpaHe CbxpaHsBanTe peareHTuTe npu 4C
3a 3 fgeHa BbB (prakoHM CbC CTOMOPHM npobku. Cnen
PEKOHCTUTYMPaHe 1 cbxpaHeHue npu 4T peareHTUTE MoraT
[a ce 13non3saT caMo BeJHbX. 3a CbXxpaHsiBaHe 3a nepuos,
no-obnbr oT 3 AeHa, 3ampaseTte peareHtute npu -20CT.
Cnep 3ampassiBaHeTO OCTaBeTe peareHTWTe Aa AOCTUrHat
NoCTeneHHO CTavHa TemnepaTtypa; He W3non3sanTe BoAHa
6aHst npu 37C.

He pa3mpassiBaiiTe peareHTUTE noseye ot 1 NbT.

5. KoHTamuHuMpaHUTE C eKk30reHHa paavoakTUBHOCT npobu
moraT Aa faaaT HETOYHM pe3ynTaTi.

6. Tbi KaTo CMHTE3BLT Ha aHMMOTEH3WH | e NHeHa hyHKUMA Ha
BPEMETO, € Bb3MOXHO BPEMETO Ha CUHTE3 Npu npobu, npu
KOUTO Ce OYaKBa MOHWXKEeHa aKTMBHOCT Ha peHuHa (nog 0.15
ng/ml/4ac) ga ce yBenuuu, 3a Aa ce MoOBULLN YyBCTBUTENHO-
CTTa Ta TecTa. Taka no kanubpaunoHHaTa Kp1Ba Le Moxe Aa
Cce OoT4yeTe CTOMHOCT, KOSATO € M3BBbH KpuBaTta (BUXTe KpvBa
Ha cuHTe3a B pasgen 8).

7. AKTUBHOCTTa Ha Nia3MeHusi PpEHUH € B TSICHa B3auMO3aBUCU-
MOCT C Mpvema Ha HaTpui oT nauuneHTa. ETo 3awwo, 3a ga ce
Monyyn KapTMHa Ha USNOCTHOTO KIMHWYHO CbCTOSIHUE,
TpsibBa [a ce U3MEPSIT EKCKPETUPAHUST C ypuHaTa HaTpuii u
aKTMBHOCTTa Ha NNa3mMeHnst PeHWH.

10. OYAKBAHN CTOMHOCTU

Mpo6a AKTUBHOCT Ha Nfa3mMeHusi peHUH
ng/ml/ yac
pH 6,0 pH 7,4
ManpaBeHo nonoxeHve 0,98 - 4,18 0,15-2,12
JlerHano nonoxexune 0,51 -2,64 0,12 -1,59

KpuBa

EnpyBseTku CpegHo | B/T B/BO | KoHueHTpauus
cpm | (%) (%) (ng/ml)

OO6Lwa pagnoakTMBHOCT 26114 - - -

copaaiocr 24| 105 | -

BO 21217 81,25 - -

Kan. 0,2 ng/ml 18458 - 86,8 -

Kan. 0,50 ng/ml 15002 - 70,3 -

Kan. 1,0 ng/ml 10906 - 50,8 -

Kan. 2,0 ng/ml 7060 - 32,4 -

Kan. 5,0 ng/ml 3551 - 15,6 -

Kan. 10,0 ng/ml 2077 - 8,6 -

Kan. 25,0 ng/ml 1064 - 3,8 -

Mpoba 1 (“4") 17053 - 80,12 0,31

Mpoba 1 (“377) 2103 - 8,73 9,84

(9.84-0.31)x1.11
Mpoba 1 = = 7,05 ng/ml/uac.

15

BBTPELLIEH KAYECTBEH KOHTPOIJI

- Mo xenaHve, Bcsika nabopatopusi MOXe Aa HanpaBu cobcTBeH
Habop OT KOHTPONMHM Mpobu, KOUTO Aa CbXpaHsiBa 3ampa3eHn B
arnuKeoTy.

- Kputepuute 3a npuemaHe Ha pasnukaTa Mexay pesynratute ot
n3crnenBaHeTo Ha ABe eaHaksu Npobu Tpsbea aa ca H6asvpaHn Ha
[obpaTta nabopatopHa npakTuka.

WHTepBanbT € u3dmcneH Ha 6a3ata Ha NauMeHTU C HUBA Ha EKCKpeTu-
paHusa ¢ ypuHaTa HaTpui okono 100 mEq/24 hours. NpenopbuntenHo
e Bcska nabopatopus ga YCTaHOBM CBOW COOCTBEH WHTepBan Ha
pedepeHTHUTE CTOMHOCTH.

11. ®PYHKUMOHAINHU XAPAKTEPUCTUKA
1. Tou4HocT

BaAxa npoBedeHW BbL3CTAHOBWUTENHM TecTBOe 4pe3 [nobaBsHe Ha
aHrnoTeH3nH | kbM Habopa nnasmeHn npobu. CTomHoCcTUTE Ha
aHrmoTeH3anH | 6sixa onpepeneHn npeau n cnen pgobassHeTo, 6e
M34MCEH 1 NPOLEHTHT Bb3CTaHOBsIBaHE Ha [J06aBEHUS aHMMOTEH3MH.

AHMMOTEH3UH | | AHTMOTEH3MH |
Mpo6a [ob6aseH UsmepeH Bb3cTtaHoBAABaHe
(ng/ml) (ng/ml) %
1 0 1,4 B
10 10,29 88,9
5 6,17 95,3
2 3,45 102,3
1 2,43 103,0
0,5 1,94 107,0
2 0 1,97 -
10 12,22 102,5
5 6,42 89,0
2 3,85 94,3
1 2,97 100,7
0,5 2,46 98,8
3 0 3,21 -
10 13,90 106,9
5 8,25 100,8
2 5,37 108,0
1 4,30 109,0
0,5 3,67 92,0
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2. PaspexpaaHe

B TecT ¢ pa3pexgaHe npobuTe 6sixa pa3pefeHu ¢ Hyrnes kanubpaTop.
PaspexaaHeTo MoxXe [a ce U3BBPLUM Criefl CUHTE3a Ha aHMVOTEH3VH.
MN3mepeHnTe CTOMHOCTU Ha % BB3CTAaHOBSIBaHe ca AafeHu no-forny:

KoedmumeHTt AHIMOTEH3UH |
Mpo6a | Ha paspexpaHe U3mepeH Bb3cTaHoBsiBaHe
(ng/ml) %
1 - 14,51 -
2 7,38 101,7
4 3,92 108,1
8 1,83 101,12
16 0,83 91,7
32 0,39 85,6
2 - 19,74 -
2 9,77 99,0
4 511 103,5
8 2,48 100,5
16 1,15 93,2
32 0,6 97,3
3 - 20,18 -
2 9,66 95,7
4 5,05 100,1
8 2,51 99,5
16 1,14 90,1
32 0,62 97,7

3. MpeuunsHocT

KoeduumeHTbT Ha Bapuauus B pamkuTe Ha uacneasaHeto (C.V.) 6e
onpefeneH Ha 6Gasata Ha cepymHU Habopu, usamepeHu 20 NbTU B
pamKuTe Ha e4Ho U CbLUo n3cneasaHe. KoednumeHTsT Ha Bapraums B
pamkuTe Ha u3cneaBaHeTo e nokasaH Ha AonHaTa Tabnuua:

Mpo6a CpegHo CraHpgapTHO KoedmumeHt
apuTMeTU4YHO OTKITOHEeHUue Ha Bapuaums
(ng/ml) (ng/ml) %
1 2,86 0,15 51
2 4,66 0,28 6,04
3 6,41 0,22 3,39

KoeduumeHTbT Ha Bapuauus B pamkuTe Ha uacnegsaHeto (C.V.) 6e
onpefdeneH B HSAKOMKO TOYKM OT KanubpauuoHHaTa kpusa npu 10
pasnuyHn uscneasaHus. Bapuaumsita mexay uwscnegsaHusTa e
nokasaHa Ha gonHaTa Tabnuua:

Mpo6a CpegHo CraHpgapTHO KoedmumenTt
apuTMeTU4YHO OTKITOHEeHUue Ha Bapuaums
(ng/ml) (ng/ml) %
1 2,96 0,15 5,15
2 4,61 0,19 4,18
3 6,33 0,24 3,82

4. YyBcTBUTENHOCT

MparbT Ha YyBCTBMTENHOCT Ha W3cnenBaHeTo, AedVHMpaH KaTo
KOHLEHTPaUMsiTa Ha aHrMOTEH3WH |, eKBUBAaneHTEH Ha CpPeaHoTo OT
npebposiBaHusita Ha 20 6posi HyneB kanubpaTop MUHYC [ABe
CTaHOapTHW OTKIOHEHUs!, € 0bukHoBeHo 0.033 ng/ml.

5. CneumduyHocT

CneuudnyHoctta Ha Habopa 3a wu3crneaBaHe Ha peHuHa e
onpefjeneHa 4pe3 u3MepBaHe Ha OYeBMAHATa peakunss Ha U3-
crnegBaHeTo Ha aHanusMpaHuTe BeLLecTBa C MOTeHLManHa KpbcrocaHa
peakTUBHOCT. [pOLEHTBLT KpbCTOCaHa PeakTUBHOCT Ge M34ucreH no
MeToda Ha Enbpaxam (x/y x 100), KbAeTO X U Y ca CbOTBETHO TErnoTo
Ha aHrMOTEH3MH | 1 Ha BELLEeCTBOTO C KpbCTOCAHA PeakTUBHOCT, KOETO
BoAM o HamansiBaHe ¢ 50% Ha cBbp3BallaTa pagnoakTUBHOCT.

BeluecTBO ¢ KpbcTOcaHa peakTBHOCT | KpbcTocaHa peakTMBHOCT
AHIMOTEH3MH | 100,00 %
AHMMOTEH3WH |l 0,0023 %
AHrnoTeHsuH 0,02 %
AHrMoTeH3nH dparmeHT 1-13 0,32 %
AHrMoTeHsuH |l neHTanTug 0,015 %
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Physikalisches Daten of '*|

Physical characteristics of %

Caracteristicas fisicas %I

Caractéristiques physique de ***

Caratteristica fisica*|

Charakterystyka fizyczna *°|

DUINYHM XapaKTepPUCTUKU Ha 2]

ti2 = 59.9 Tagen, days, dias, jours, giorni, dni, aeHa

Wichtigste Emissionnen
Main emissions
Emisionnes principales
Emissions principales
Emissione principale
Srednie emisje

OCHOBHU MTbYeHUSA

E(MeV) [ %

y | 0035
X | 0027 | 114
0.032 | 25
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