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Angiotensin | RIA KIT
[REF] IM3518

RADIOIMMUNOASSAY OF ANGIOTENSIN | FOR THE IN
VITRO DETERMINATION OF PLASMA RENIN ACTIVITY
(PRA) IN HUMAN PLASMA
For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The Angiotensin | RIA serves for the quantitative determination of plasma
renin activity (PRA) by the radioimmunoassay of the product of the reaction,
angiotensin .

The generation of angiotensin | is the result of the enzymatic cleavage of the
renin substrate, angiotensinogen, in plasma samples in the presence of ACE
inhibitor (ACE - Angiotensin-Converting Enzyme), an enzymatic inhibitor that
blocks the conversion of angiotensin | to angiotensin II.

The immunoassay of angiotensin | is a radioimmunological competition
assay. Unknown samples, control, and calibrators are incubated in polyclonal
antibody-coated tubes with '®Il-labeled angiotensin | as tracer. After
incubation, the contents of the tubes are aspirated. The bound radioactivity
is then determined in a gamma counter. A standard curve is established and
unknown values are determined by interpolation from the standard curve.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

. Enzymatic inhibitor solution, calibrators, control sample and analyzed
samples must be cooled to 2-8°C before pipeting.

»  The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid excessive evaporation.

« Do not mix the reagents from kits of different lots.
* A standard curve must be established with each assay.
» Itis recommended to perform the immunoassay in duplicate.
*  Each tube must be used only once.
Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection:

*  No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be
carried out in the presence of radioactive materials.

*  No pipeting of radioactive solutions by mouth.

* Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and
laboratory overalls.

* All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate place, distant from corridors and other busy places.

* Radioactive materials should be stored in the container provided in a
designated area.

*  Arecord of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

* Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

* Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as a preservative. Sodium azide may
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Materials of human origin

All plasma samples should be handled as if capable of transmitting hepatitis
or AIDS and waste should be discarded according to the country rules.
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GHS HAZARD CLASSIFICATION

Tracer WARNING

H317 May cause an allergic skin
reaction.

H412 Harmful to aquatic life with
long lasting effects.

P273 Avoid release to the
environment.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P333+P313 If skin irritation or rash
occurs: Get medical
advice/attention.

P362+P364 Take off contaminated
clothing and wash it before
use.
reaction mass of:
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1) <
0.05%

Inhibitor DANGER

H317 May cause an allergic skin
reaction.

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:
Get medical advice/attention.

P333+P313 If skin irritation or rash
occurs: Get medical
advice/attention.

P362+P364 Take off contaminated
clothing and wash it before
use.
8-Hydroxyquinoline 0.1 -
0.2%

Wash Solution (20X) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:

Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1 - 0.3%
Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com
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SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Plasma samples have to be collected into cold EDTA tubes.
*  Separate plasma from cells by centrifugation at 2-8°C.

* Keep plasma samples frozen (<-20°C, 1 year maximum) if
determination is not to be performed immediately, after aliquoting in
order to avoid repeated freezing and thawing.

Note: The temperature of plasma samples must be kept at 2-8°C in
the course of sampling. Avoid further manipulation to prevent both
formation and decomposition of angiotensin I.

MATERIALS PROVIDED

All reagents of the kit are stable until the expiry date indicated on the kit
label, if stored at 2-8°C. Storage conditions for reagents after reconstitution
or dilution are indicated in paragraph Procedure. Expiry dates printed on
component vial labels apply to the long-term storage by manufacturer only,
prior to assembling of the kit. Do not take into account.

Anti-angiotensin | polyclonal antibody-coated tubes: 2 x 50 tubes

(ready-to-use)
2%|.1abeled angiotensin I: one 11 mL vial (ready-to-use)

The vial contains 260 kBq, at the date of manufacture, of '®I-labeled
angiotensin | in buffer with bovine serum albumin and a dye.

Calibrators: six 1 mL vials (ready-to-use)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 30 ng/mL of angiotensin
I in buffer with bovine serum albumin and sodium azide (<0.1%). The exact
concentration is indicated on each vial label. The calibrators were calibrated
against RP 86/536.

Control sample: one 1 mL vial (ready-to-use)

The vial contains angiotensin | in buffer with bovine serum albumin and
sodium azide (<0.1%). The expected value is in the concentration range
indicated in a supplement.

Enzymatic inhibitor: one vial (lyophilized)
It also contains sodium azide (<0.1%).
Wash solution (20x): one 50 mL vial
Concentrated solution has to be diluted before use.
MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
*  precision micropipets (75 pL; 100 pL).
* adjustable dispensers (200 uL; 300 pL; 2 mL).
*  water bath.
* ice bath.
*  vortex-type mixer.
» horizontal or orbital shaker.
*  aspiration system.

+  Gamma counter set for ']

PROCEDURE
Preparation and storage of reagents
Preparation of enzymatic inhibitor solution

The content of the vials is reconstituted with the volume of cold distilled water
(4°C) indicated on the label and mixed. The reconstituted enzymatic inhibitor
may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit.

Preparation of wash solution

Pour the content of the vial into 950 mL of distilled water and homogenize.
The diluted solution may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit.

Enzymatic step — generation of angiotensin |
Remarks and recommendations

»  The enzymatic inhibitor has to be cooled to 4°C before addition to the
sample.

* Both incubation temperatures (4°C and 37°C) must be adhered
to strictly, even slight variations may cause severe errors in
determination.
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*  The enzymatic incubation time at 37°C should be determined as
precisely as possible and kept within narrow limits for the whole set
of tubes.

*  The promptness of the temperature increase from 4°C to 37°C and
the following reverse drop are critical. A circulating water bath is
convenient for warming and, the use of an iced-cooled water bath is
advisable for cooling.

« The promptness of the temperature increase and drop may be
improved by using tubes made of material with good thermal
conductivity (glass).

» If low plasma renin activity of the sample is expected, the incubation
time of the enzymatic step may be prolonged for up to 3 hours.

Enzymatic step — procedure

| Attention: Do not treat the calibrators and the control sample. |

*  Add 200 pL of pre-cooled enzymatic inhibitor to 200 yL of each plasma
sample and mix.

»  Split each sample into two 200 pL aliquots.

. Place the first aliquot into an ice-cold water bath in a refrigerator
(intended for the determination of background angiotensin | at 4°C).

»  Place the second one into the water bath set for 37°C (intended for the
determination of generated angiotensin | at 37°C).

* Incubate all aliquots for 1 hour.

»  Afterincubation, cool samples from 37°C to 4°C rapidly using ice water
bath.

Immunoassay procedure

Step 1 Step 2 Step 3
Additions’ Incubation Counting
To antibody Incubate 2 hours at Aspirate carefully the

contents of tubes
(except the 2 tubes
“total cpm”).
Wash with 2 mL of wash
solution. Aspirate twice.

coated tubes, add
successively:

18-25°C with shaking
(> 280 rpm).

75 pL of calibrator,
control or sample after
enzymatic incubation
at 37°C and at 4°C
respectively and

100 L of tracer.” Determine activity
(cpm) for 1 min.
Mix.
*Calibrators, control sample and analyzed samples have to be cooled to 4°C

before pipeting. Mix samples gently before they are added.
**Add 100 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain «total cpm».

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of angiotensin | concentrations in samples
assayed at the same time as the calibrators.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using weighted
cubic regression curve fit with B/T or B/B, on the logit vertical axis and analyte
concentration of the calibrators on the log horizontal axis (ng/mL).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Total activity: 68,511 cpm
Calibrators Angiotensin | | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0.00 17 444 25.5 100
1 0.30 13 732 20.0 78.7
2 1.00 9 390 13.7 53.8
3 3.00 5 431 7.93 31.1
4 10.0 2 746 4.01 15.7
5 30.0 1243 1.81 7.13

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For the control and samples incubated at 4°C, or at 37°C, locate the B/T or
the B/BO value on the vertical axis and read off the corresponding angiotensin
| concentration in ng/mL on the horizontal axis.
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Calculation of plasma renin activity

The determination of plasma renin activity is performed indirectly by the
measurement of the in vitro generation of angiotensin | (A-l) per hour.
Background A-l, determined on plasma samples incubated at 4°C, is
substracted from the A-I generated at 37°C for the calculation of PRA using
the following equation:

[ A-l (37°C) — Al (4°C) | x 2

PRA ng of A-I /mL/hr =
Enzymatic incubation time (hrs)

Where

A-l (37°C): angiotensin concentration in ng/mL of sample incubated at 37°C

A-1 (4°C) : angiotensin concentration in ng/mL of sample incubated at 4°C

EXPECTED VALUES

It is suggested that each laboratory establishes its own normal values. The
PRA values presented below are indicative only.

N Normal adult 2.5th-97.5th [ Median Min-Max
percentile | (ng/mL/hr) | (ng/mL/hr)
(ng/mL/hr)

38 |Early Morning, Supine 0.32-1.84 0.79 0.30-1.90

41 |Upright, 2 Hours 0.60-4.18 2.20 0.48-4.88

Detail information about expected values for children (sorted according
to age) can be found in the data sheet "APPENDIX".

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples must be used
regularly to ensure the quality of the results obtained. These samples
must be processed exactly the same way as the assay samples, and it is
recommended to analyze their results using appropriate statistical methods.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PERFORMANCE CHARACTERISTICS
(For more details, see the data sheet “APPENDIX”)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity
Analytical sensitivity: 0.07 ng/mL
Functional sensitivity: 0.20 ng/mL
Specificity

The antibody used in the immunoassay is highly specific for angiotensin I.
Extremely low cross reactivity was obtained against angiotensin II.
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Moreover, the influence of possible interferences on PRA result is eliminated
by substraction of background.

Precision
Intra-assay

Samples were assayed in 25 replicates in the same series. The coefficients
of variation were found below or equal to 11.3%.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. Coefficients of
variation were found below or equal to 20.9%.

Accuracy
Dependence on time of enzymatic incubation

The samples were incubated with enzymatic inhibitor for 60, 120, and 180
minutes. No significant effect on PRA results was found.

Dilution test

Plasma samples were serially diluted in the zero calibrator. The recovery
percentages were obtained between 78% and 99%.

Recovery test

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin I. The
recovery percentages were obtained between 104% and 123%.

Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 0.07
to approximately 30 ng/mL.

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly.

Results should be interpreted in the light of the total clinical presentation
of the patient, including clinical history, data from additional tests and other
appropriate information.

Do not use hemolyzed, lipemic or icteric samples.

For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the patient sample. Patients who have been
regularly exposed to animals or have received immunotherapy or diagnostic
procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may
produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays.

Such interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate
the results of patients suspected of having these antibodies.
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Angiotensin | RIA KIT Les produits d’origine humaine

IM3518 Tous les échantillons de sang doivent étre manipulés comme étant
susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets

TROUSSE RADIOIMMUNOLOGIQUE ANGIOTENSINE | doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

POUR LE DOSAGE IN VITRO DE L’ACTIVITE RENINE CLASSIFICATION DES RISQUES SGH
PLASMATIQUE (ARP) DANS LE PLASMA HUMAIN

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Tracer ATTENTION
PRINCIPE @
Le trousse radioimmunologique Angiotensine | permet le dosage quantitatif
de Tactivite rénine plas,mat.ique (ARP) par lintermédiaire du dosage H317 Peut provoquer une allergie
radioimmunologique, de I'angiotensine |, formé in vitro. cutanée.
L'angiotensine |, produit du clivage enzymatique de la rénine (substrat H412 Nocif pour les organismes
du ARP), est dosé dans des échantillons plasmatiques en présence d’'un aquathl’Jes, entralne des
inhibiteur enzymatique, I'’ACE (Angiotensine Convertase Enzyme) qui bloque effets néfastes a long terme.
la conversion de I'angiotensine | en angiotensine II. P273 Eviter le rejet dans
Le dosage radioimmunologique de I'angiotensine | est un dosage par Ienvironnement.
compétition. Les échantillons a doser, les calibrateurs et les controles sont P280 Porter des gants de
incubés dans des tubes recouverts d'anticorps polyclonaux avec un traceur protection, des vétements de
angiotensine | marqué a l'iode '®. Aprés incubation, le contenu du tube protection et un équipement
est vidé par aspiration, puis la radioactivité liée est mesurée. Une courbe de protection des yeux/du
d'étalonnage est établie. Les valeurs inconnues sont déterminées par visage.
interpolation a I'aide de cette courbe. P333+P313 En cas d'irritation ou

. d’éruption cutanée :
AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS demander un avis
Précautions générales médical/consulter un

. A . médecin.

* Les flacons de calibrateurs, de contrdles, l'inhibiteur enzymatique N
et les échantillons a analyser doivent étre refroidis a 2-8 °C avant P362+P364 Enlever. I‘?S vétements
pipetage contaminés et les laver avant

ge- utilisation.

* Les flacons de calibrateurs et de contréles doivent étre ouverts des masse de réaction de:
'temps aussi courts que possible afin d’éviter une évaporation trop 5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
importante. [no CE 247-500-7] et

+  Ne pas mélanger des réactifs de lots différents. 2-methyl-4-isothiazolin-3-one

P Anger ce [no CE 220-239-6] (3:1)

+  Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des <0,05%
echantillons. Inhibitor DANGER

* Il est recommandé de réaliser les dosages en double.

Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, l'utilisation et I'échange de matieres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de l'utilisateur.
L'application des régles de base de protection contre les rayonnements

*  Chaque tube ne doit étre utilisé qu’'une seule fois. @

jonisants assure une protection adéquate. Certaines d'entre elles sont H317 Peut provoquer une allergie
rappelées ci-aprées : cutanée.
S . . . . H360 Peut nuire a la fertilité ou au
. Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans foetus
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. ) . .
P201 Se procurer les instructions
* Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche. avant utilisation.
«  Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des P280 Porter des gants de

protection, des vétements de

blouses et des gants de protection. _ N
protection et un équipement

»  Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local de protection des yeux/du
approprié, éloigné de tout passage. visage.
«  Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement P308+P313 EN CAS d'exposition
d'origine dans un local approprié. prouvée ou suspectée :
. i ) . . . demander un avis
. pn cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu médical/consulter un
ajour. médecin.
*  Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent P333+P313 En cas d'irritation ou
étre éliminés au fur et a mesure afin d'éviter une contamination croisée d’éruption cutanée :
de plusieurs isotopes. demander un avis
médical/consulter un

*  Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra

étre résolu selon les procédures établies. médecin.
P362+P364 Enlever les vétements
*  Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec contaminés et les laver avant
les reglements en vigueur. utilisation.
Azide de sodium 8-Hydroxyquinoléine 0,1 -
0,2 %

Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium comme agent Wash Solution (20X) DANGER
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre et

le laiton, et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de

telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d’eau dans les

canalisations.
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H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

Se procurer les instructions
avant utilisation.

Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

EN CAS d’exposition
prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1 - 0,3 %
Borate de sodium
décahydraté 0,1 - 0,3

%

P201

P280

P308+P313

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes contenant de I'EDTA.

*  Séparer le plasma des cellules par centrifugation a 2-8 °C.

*  Les échantillons plasmatiques doivent étre conservés congelés (<-20
°C, 1 an maximum) sile dosage n’est pas réalisé immédiatement, et de
préférence aliquotés, afin d’éviter les congélations et décongélations
successives.

NB : Les échantillons plasmatiques doivent étre maintenus a 2-8 °C
tout au long du dosage. Eviter de nombreuses manipulations afin de
prévenir la formation ou la dégradation d’angiotensine |

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés a 2-8 °C sont stables jusqu’a la date
de péremption mentionnée sur la trousse. Les conditions de conservation des
réactifs apres reconstitution ou dilution, sont indiquées dans le paragraphe
Procédure. Les dates d'expiration imprimées sur les étiquettes des flacons
concernent uniqguement le stockage a long terme des réactifs par le fabricant.
Ne pas en tenir compte.

Tubes revétus d'anticorps polyclonaux anti-angiotensine | : 2 x 50 tubes
(préts a 'emploi)

Traceur angiotensine | marqué a I'iode '

I'emploi)

: 1 flacon de 11 mL (prét a

Le flacon contient, en début de lot, 260 kBq d’angiotensine | marquée a l'iode
125 dans un tampon contenant de I'albumine sérique bovine et un colorant.

Calibrateurs : 6 flacons de 1 mL (préts a I'emploi)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ 30 ng/mL
d’angiotensine | dans un tampon contenant de I'albumine sérique bovine
et de l'azide de sodium (<0,1 %). La concentration exacte est indiquée sur
chaque flacon. Les calibrateurs ont été calibrés par rapport au standard
international RP 86/536.

Sérum de contréle : 1 flacon de 1 mL (prét a 'emploi)

Le flacon contient de I'angiotensine | un tampon contenant de I'albumine
sérique bovine et de I'azide de sodium (<0,1 %). Les valeurs attendues sont
comprises dans la fourchette de concentrations indiquée sur « le supplément
».

Inhibiteur enzymatique: 1 flacon (lyophilisé)

Le flacon contient un inhibiteur enzymatique lyophilisé dans un tampon
contenant de I'azide de sodium (<0,1 %).

Solution de lavage (20x) : un flacon de 50 mL
Solution concentrée, a diluer avant usage.

PI-IM3518-09

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

*  micropipette de précision (75 pL; 100 uL).
*  pipette semi-automatique (200 pL; 300 pL; 2 mL).
*  Bain thermostaté.
* Bain de glace.
*  mélangeur de type vortex.
«  agitateur a mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant.
«  systéeme d'aspiration.
*  compteur gamma calibré pour 'iode 125.
PROCEDURE
Préparation et conservation des réactifs
Préparation de la solution contenant I'inhibiteur enzymatique

Reprendre par le volume d'eau distillée, froide (4 °C), indiqué sur les
étiquettes des flacons et agiter. Le réactif reconstitué peut étre conservé a
2-8 °C jusqu’a la date de péremption mentionnée sur la trousse.

Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 mL d'eau distillée. Homogénéiser. La
solution diluée peut étre conservée a 2-8 °C jusqu'a la date de péremption
de la trousse.

Etape enzymatique — formation d’angiotensine |
Remarques et recommandations

* Linhibiteur enzymatique doit étre refroidis a 4 °C avant sa répartition
dans les échantillons biologiques.

*  Lestempératures d’incubations (4 °C et 37 °C) doivent étre strictement
respectées, de faibles variations pouvant entrainer d’importantes
erreurs dans le dosage.

* Les temps d’incubation, de la réaction enzymatique, doivent étre
rigoureusement respectés et étre identiques pour toute la série de
tube a doser.

* Le temps nécessaire a 'augmentation ou au refroidissement de la
température lors de la réaction enzymatique, respectivement de 4 °C
a 37 °C et de 37 °C a 4 °C, est une étape critique. L'utilisation d’'un
bain thermostaté est recommandé pour les étapes de réchauffement.
Pour le refroidissement des échantillons, il est recommandé d'utiliser
un bain de glace.

+ La rapidit¢é de réchauffement ou de refroidissement peut étre
améliorée en utilisant des tubes ayants une bonne conductivité
thermique (verre).

. Pour des échantillons plasmatiques ou une faible activité rénine
plasmatique est attendue, le temps d’incubation enzymatique peut
étre prolongé plus de trois heures.

Etape enzymatique — mode opératoire

| Attention : Les calibrateurs et les contréles ne doivent pas étre traités. |

. Répartisser 200 pL de [inhibiteur enzymatique, préalablement
refroidis, dans 200 pL de chaque échantillon plasmatique a doser et
agiter.

«  Diviser chaque échantillon en deux fractions de 200 pL.

* Placer la premiere fraction dans un bain de glace et mettre
'ensemble dans un réfrigérateur (dosage de la concentration basale
d’angiotensine | a 4 °C).

*  Placer la seconde fraction dans un bain chauffant a 37 °C (dosage de
la concentration d’angiotensine | formé in vitro a 37 °C).

. Incuber chaque fraction pendant une heure.

*  Apres l'incubation, les fractions sont refroidis rapidement de 37 °C a 4
°C en utilisant un bain de glace.

6 of 61



Mode opératoire de 'immunodosage

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition” Incubation Comptage
Dans les tubes Incuber 2 heures a | Aspirer soigneusement
recouverts 18-25 °C sous agitation | le contenu de chaque

d'anticorps, distribuer
successivement :
75 uL de calibrateurs,
de contrdle ou
d’échantillon
apres l'incubation
enzymatique a 37
et 4 °C et
100 uL de traceur.”

(> 280 rpm). tube (sauf les 2 tubes
«cpm totaux»).
Laver avec 2 mL de
solution de lavage.

Aspirer 2 fois.

Compter les cpm liés
(B) et les cpm totaux
(T) pendant 1 min.

Agiter.
*Les calibrateurs, les controles et les échantillons doivent étre refroidis a 4 °C
avant d’étre pipeté. Agiter doucement les échantillons avant leur répartition.
**Ajouter 100 uL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les
«cpm totaux».

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux d’angiotensine | de tous les échantillons mesurés
en méme temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats dans le département de contrble de la qualité ont été calculés
régression cubique pondérée avec B/T ou B/B, sur I'axe logit vertical et la
concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe logarithmique horizontal
(ng/mL).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats
légerement différents.

N Adulte sain 25-97.5 Median Min-Max
percentile | (ng/mL/hr) | (ng/mL/hr)
(ng/mL/hr)

38 | T6t matin, allongé 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 |Debout, 2 heures 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Les renseignement détail de value attendue pour les enfants (diviser
par I’age) est dans la feuille « APPENDIX».

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contr6le soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent
une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PERFORMANCES DU DOSAGE
(Voir Ia feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Sensibilité analytique : 0,07 ng/mL

Sensibilité fonctionnelle : 0,20 ng/mL

Spécificité

L’anticorps utilisé dans ce dosage est hautement spécifique de I'angiotensine

I. Des réactivités croisées extrémement basses ont été obtenues vis a vis de
I'angiotensine II.

De plus, les possibles interférences sur le dosage de I'ARP sont éliminées
en soustrayant 'activité basale de I'ARP (déterminée a 4 °C).

Précision

Intra ai

Activité totale : 68 511 cpm
Calibrateurs | Angiotensine | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
| (ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

Echantillons

Pour chaque échantillon incubé a 37 °C ou a 4 °C, repérer le rapport B/T ou
B/BO sur I'axe vertical, puis le point correspondant de la courbe standard et
en déduire par lecture sur I'axe horizontal la concentration en angiotensine |
de 'échantillon.

Calcul de I'activité rénine plasmatique

Le dosage de l'activité rénine plasmatique est réalisé par l'intermédiaire
du dosage de la formation in vitro de l'angiotensine | (A-l) par heure.
La concentration basale en A-l, dosé sur des échantillons plasmatiques
incubés a 4 °C est soustraite de la quantité d’angiotensine | formé dans
les échantillons incubés a 37 °C. Lactivité rénine plasmatique est alors
déterminé en utilisant I'équation suivante :

[ A-l (37 °C) — A-l (4 °C) | x 2

ARP A-l ng/mL/hr =
Temps d’incubation enzymatique (heures)

ou

A-1 (37 °C) : concentration d’angiotensine | (ng/mL) des échantillons incubés

a37°C

A-l (4 °C) : concentration d’angiotensine | (ng/mL) des échantillons incubés

a4°C

VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d’établir ses propres valeurs
normales. Les valeurs suivantes déterminées chez des sujets sains sont
données a titre indicatif.
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Des échantillons ont été dosés 25 fois en doublet dans une méme série. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 11,3 %.

Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 20,9 %.

Exactitude
Influence du temps d’incubation de I’étape enzymatique sur le dosage

Des échantillons plasmatiques ont été incubés avec I'inhibiteur enzymatique
pendant 60, 120 et 180 minutes. Aucun effet significatif sur le dosage de I
ARP n’a été observée.

Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur
zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
78 % et 99 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues d’angiotensine | ont été ajoutées a des échantillons
plasmatiques. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 104
% et 123 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0,07 a environ 30 ng/mL.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats.

Les résultats doivent étre interprétés a la lumiére du dossier clinique complet
du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests additionnels
et toute autre information appropriée.

Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilit¢ d’une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'échantillon du
patient. Les patients qui ont été réguli€rement exposés a des animaux ou qui
ont recu une immunothérapie ou qui ont subi des procédures diagnostiques
utilisant des immunoglobulines ou des fragments d’immunoglobulines
peuvent produire des anticorps, par exemple des anticorps HAMA (anticorps
humains anti-souris), qui interférent avec les tests immunologiques.
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Ces anticorps qui interferent peuvent étre la cause de résultats erronés.
Evaluer avec précaution les résultats de patients suspectés de posséder
ces anticorps.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE IN-VITRO BESTIMMUNG
DER PLASMA RENIN AKTIVITAT (PRA) IN HUMANEM
PLASMA

In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Angiotensin RIA wird fur die Bestimmung der Plasma Renin Aktivitat
anhand des Reaktionsprodukts, Angiotensin |, benutzt.

Angiotensin | ist das Produkt der enzymatischen Fragmentierung des Renin
Substrats, Angiotensinogen, in Plasma Proben, in Anwesenheit eines ACE
Inhibitors (ACE-Angiotensin-Konvertierungsenzym). Dieser Enzyminhibitor
inhibiert die Umwandlung des Angiotensin | in Angiotensin II.

Der Assay fiur die Bestimmung von Angiotensin | ist ein
radioimmunologischer, kompetitiver Assay. Proben und Kalibratoren werden
in mit Antikérpern beschichteten Roéhrchen mit einem '?l-markierten
Angiotensin | -Tracer inkubiert. Nach der Inkubation wird die Flussigkeit
abgesaugt und ungebundene markierte Antikdrper werden durch Waschen
entfernt. Die Mende der gebundene Radioaktivitdt wird in einem
Gamma-Counter gemessen. Unbekannte Probenwerte werden mittels
Interpolation aus der Standardkurve bestimmt.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

*  Enzymatischer Inhibitor, Proben, Kontrollprobe und Kalibratoren
sollten vor dem Pipettieren abgekuhlt werden (4 °C).

. Die Kalibrator- und Kontrollflaschchen sollten so kurz wie mdglich
geoffnet werden, um eine UbermaRige Verdunstung zu vernmeiden.

* Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

»  Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

* Jedes Rohrchen darf nur einmal verwendet werden.
Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitét

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behorde. Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit
Radioaktivitat sollte eine ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

* In Raumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

*  Keine Mundpipette verwenden.

. Direkter Kontakt mit radioaktiven Materialien sollte durch Tragen
entsprechender Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe) vermieden
werden.

* Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muR
gekennzeichneten Bereichen,
abgetrennt sind, erfolgen.

in dafiir speziell
die vom normalen Laborbetrieb

* Radioaktive Materialien sollten in einem speziell gekennzeichneten
Bereich gelagert werden.

« Ein Register der Eingange und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

»  Kontaminierte Labor- und Glasgeréate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

+  Kontaminationen des Arbeitsplatzes missen unverziglich sorgfaltig
nach den ublichen Verfahren entfernt werden.

* Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespdlt werden.

PI-IM3518-09

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Alle Plasmaproben sollten als potentielle Ubertrager von Hepatitis und AIDS
behandelt und Abfélle entsprechend den jeweiligen Landerbestimmungen
entsorgt werden.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG
ACHTUNG

b

H317

Tracer

Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Schadlich fir
Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.
Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.

Reaktionsmasse aus

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

5-Chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EG-Nr. 247-500-7] und
2-Methyl-4-isothiazolin-3-on
[EG-Nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Inhibitor GEFAHR

H317 Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.
Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder

das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.
Kontaminierten
Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.
8-Hydroxychinolin 0,1 - 0,2
%

H360

P201

P280
P308+P313
P333+P313

P362+P364

Wash Solution (20X) GEFAHR
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H360 Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.
Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

BEI Exposition oder falls
betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1 - 0,3 %

P201

P280

P308+P313

*  Prazisionspipette (75 pL, 100 pL).

*  halbautomatische Pipetten (200 pL; 300 pL; 2 mL).
*  Wasserbad.

. Eisbad.

*  vortex-mixer.

. Horizontal, oder Orbitalschdttler.

*  Absaugsystem.

. amma-Counter fir
G Counter fiir 12|

DURCHFUHRUNG
Praparation der Reagenzien
Praparation des Enzymihibitors

di-Natriumtetraborat-Decahydrat Den Inhalt der Flasche wird mit einem auf dem Etikett angegebenen

0,1-0,3%

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfligbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Sammeln Sie die Plasmaproben in kalten EDTA Réhrchen.
*  Trennen Sie die Zellen vom Plasma durch Zentrifugation bei 2-8 °C.

*  Wenn die Bestimmung verschoben werden muss, sollten die Proben
eingefroren werden (bei <-20 °C, maximum 1 Jahr) und aliquotiert um
wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermieden.

Anmerkung: Plasmatemperatur sollte wahrend Sammeln bei 2-8 °C
gehaltet werden. Vermieden Sie weitere Manipulationen um beide
Bildung und Fragmentierung des Angiotensins | zu vermeiden.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind verwendbar bis zum Verfallsdatum, wenn sie bei
2-8 °C gelagert werden. Lagerungskonditionen der Reagenzien nach der
Wiederherstellung oder Verdlinnung werden im Abschnitt ,Durchfiihrung®
angegeben. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur die
Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusam-mensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.

Rohrchen mit anti- Angiotensin | poliklonalen Antikorpern beschichtet
: 2x 50 Rohrchen (gebrauchsfertig)

125|

-markierte Anti- Angiotensin | -Antikérper Losung: eine 11 mL

Flasche (gebrauchsfertig)

Die Flasche enthélt 260 kBq (am Tag der Herstellung) des '®I-markierten
Anti- Angiotensin | in Puffer mit Bovinem Serum Albumin und einem Farbstoff.

Kalibrators: sechs Flaschen je 1 mL (gebrauchsfertig)

Die Kalibratorflaschen enthalten zwischen 0 bis ungefahr 30 ng/mL Anti-
Angiotensin | in Puffer mit bovinem Serum mit Natriumazid (<0,1 %). Die
genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen angegeben. Die
Kalibratoren wurden gegen RP 86/536 kalibriert.

Kontrollprobe: ein 1 mL Flaschchen (gebrauchsfertig)

Das Flaschchen enthalt Anti- Angiotensin | in Puffer mit Bovinem Serum
Albumin und Natriumazid (<0,1 %). Der Konzentrationsbereich ist auf dem
Etikett angegeben.

Enzyminhibitor: ein Flaschchen (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt Natriumazid (<0,1 %).

Waschlésung (20x): eine Flasche 50 mL

Die konzentrierte L6sung muss vor Gebrauch verdlnnt werden.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien benétigt:

werden die folgenden
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Volumen kalten (4 °C) destillierten Wassers wiederaufgenommen und
homogenisiert. Die rekonstituierte Lésung sollte bei 2-8 °C gelagert werden
bis zum Verfallsdatum.

Praparation der Waschlésung

Den Inhalt der Flasche in 950 mL distilliertes Wasser schitten und
homogeneisieren. Die verdiinnte L6sung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

Enzymatisches Schritt —-Bildung des Angiotensins |
Anmerkungen und Empfehlungen

*  Vor dem Zusatz zu den Proben sollte der Enzyminhibitor auf 4 °C
abgekihlt werden.

* Beide Inkubationstemperaturen (4 °C und 37 °C) sollten strikt
eingehalten werden, da sogar geringe Abweichungen leicht zu
falschen Ergebnissen fuhren kénnen.

»  Die Vorinkubation zur enzymatischen Inkubationszeit bei 37 °C sollte
so genau wie mdglich bestimmt werden und so strikt wie moglich fir
alle Réhrchen eingehalten werden.

+ Die Geschwindigkeit des Temperaturanstieges von 4 °C zu 37 °C
und der folgenden Abkuhlung ist kritisch. Die Verwendung eines
Wasserbades mit Wasserzirkulation fir den Temperaturanstieg und
eines eisgeklihlten Wasserbades fiir die Abkuhlung wird empfohlen.

+ Die Geschwindigkeit fir Temperaturanstieg und Abkihlung kann
durch die Verwendung von Materialen mit hocher Warmeleitung
(Glass) verbessert werden.

*  Wenn eine geringe Reninaktivitat in den Plasmaproben vermutet wird,
kann die Inkubationzeit des enzymatischen Schritts bis 3 Stunden
verlangert werden.

Enzymatisches Schritt —Durchfiihrung

Warnung: Kalibratoren und Kontrollprobe miissen
nicht behandelt werden

*  Geben Sie 200 L des abgekulhlten Enzyminhibitors in 200 pL jeder
Plasmaprobe und mischen.

+  Teilen Sie jede Probe in zwei 200 pL Aliquots.

« Stellen Sie das erste Aliquot in ein eisgekuhltes Wasserbad im
Kuhlschrank (fir die Bestimmung des Angiotensins | im Hintergrund,
bei 4 °C)

«  Stellen Sie das zweite Aliquot eine Stunde in ein 37 °C Wasserbad (fuir
die Bestimmung des erzeugten Angiotensin | bei 37 °C)

* Inkubieren Sie alle Aliquots fir eine Stunde.

. Nach der Inkubation, kiihlen Sie die Proben schnell von 37 °C zu 4 °C
in einem Eiswasserbad.
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Testdurchfiihrung
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3
Zugabe’ Inkubation Messung

2 Stunden bei 18-25
°C mit Schiitteln
(>280 rpm).

Den beschichteten
Roéhrchen in dieser
Reihenfolge zugeben.

Vorsichtig den
Inhalt der Réhrchen
absaugen (aufer
den zwei Réhrchen
furTotalaktivitat).
Mit 2 mL Waschlésung
waschen und zweimal
absaugen.

75 pL Kalibrator,
Kontrolle oder
Probe nach der
enzymatischen
Inkubation bei 37 °C
und bei 4 °C und jeweils
100 pL Tracer.” Aktivitat (com)
bestimmen (1min).

Mischen.

*Kalibratoren, Kontrolle und Proben miissen vor dem Pipetieren bei 4 °C
abgekihlt werden. Mischen Sie die Proben vorsichtig vor der Zugabe.
**Geben Sie je 100 pL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen, um die Totalaktivitat
zu erhalten.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve mittels Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fiur die Bestimmung der Angiotensin |-Konzentration in
den Proben dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen
wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse in der Qualitatskontrolle wurden berechnet gewichtete
kubische regression-Kurvenanpassung mit B/T oder B/B, auf der logit
vertikalen Achse und der Analytkonzentration der Kalibratoren auf der
logarithmischen horizontalen Achse (ng/mL) berechnet.

Andere Datenreduktions-Methoden koénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fuhren.

Totalaktivitat: 68 511 cpm
Kalibratoren | Angiotensin | | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0,00 17 444 255 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)

Proben

Fir Kontrolle oder die Proben nach 4 °C oder 37 °C Inkubation wird der
B/T oder B/BO-Wert auf der y-Achse bestimmt und die entsprechende
Angiotensin I-Konzentration (in ng/mL) auf der x-Achse abgelesen.

Bestimmung der Plasma Renin Aktivitat (PRA)

Die Plasma Renin Aktivitat (PRA) wird indirekt bestimmt durch das Messen
des in vitro erzeugtes Angiotensin | (A-l) in einer Stunde. Angiotensin | im
Hintergrund wird in den bei 4 °C inkubierten Proben bestimmt und von dem
bei 37 °C erzeugten Angiotensin | abgezogen. Die PRA wird dann wie folgt
ermittelt:

[ Al (37 °C) = A-l (4 °C) | x 2

PRA ng of A-l /mL/hr =
Enzymatische Inkubationzeit (hrs)

mit

A-1 (37 °C): Angiotensinkonzentration in ng/mL in den bei 37 °C inkubierten

Proben,

A-l (4 °C) : Angiotensinkonzentration in ng/mL in den bei 4 °C inkubierten
Proben.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte jedoch seinen eigenen Normalbereich in Gruppen von
gesunden Testpersonen festlegen. Die hier angegebenen Werte dienen nur
als Richtlinie.
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N Normaler Ewachsener 25-975 Median Min-Max
percentil | (ng/mL/hr) | (ng/mL/hr)
(ng/mL/hr)

38 |Friihmorgens, liegend 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 |2 Stunden aufrecht 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Detaillierte Information tiiber die erwarteten Kinderwerte

(aufgeschliisselt nach Alter) sind im Datenblatt “APPENDIX*

aufgefiihrt.

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelmafRig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE
(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX”).

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kdnnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 0,07 ng/mL
Funktionelle Sensitivitat: 0,20 ng/mL
Spezifitat

Der in diesem Immunoassay verwendete Antikorper ist hdchst spezifisch fiir
Angiotensin |. Eine extrem niedrige Kreuzreaktion wurde mit Angiotensin Il
festgestellt.

Aullerdem werden mdgliche Stérfaktoren fir die PRA Ergebnisse durch die
Subtraktion des Hintergrundes vermieden.

Préazision
Intra-Assay

Proben aus derselben Serie wurden 25 mal getestet. Der

Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 11,3 %.
Inter-assay

Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden als Doppelbestimmungen
getestet. Der Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 20,9 %.

Genauigkeit
Abhangigkeit von der enzymatischen Inkubationszeit

Die Proben wurden zusammen mit dem Enzyminhibitor 60, 120 und 180
Minuten inkubiert. Es wurde kein Effekt auf die PRA-Ergebnisse gefunden.

Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte Proben wurden mit Nullkalibrator verdiinnt. Die erhaltene
Wiederfindung lag zwischen 78 % und 99 %.

Wiederfindungstest

Plasma Proben wurden mit definierten Angiotensin I-Mengen vermischt. Die
erhaltene Wiederfindung lag zwischen 104 % und 123 %.

MeRBbereich(von der analytischen Sensitivitat bis zum hochsten Kalibrator):
0,07 bis ungefahr 30 ng/mL.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die
Ergebnisse signifikant beeinflussen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Beriicksichtigung seiner klinischen
Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse sowie weiteren
vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Es dirfen keine hamolytischen,
verwendet werden.

ikterischen oder lipAmischen Proben

Bei Assays, die Antikdrper nutzen, besteht die Moglichkeit einer Stérung
durch in der Patientenprobe enthaltene heterophile Antikérper. Patienten, die
regelmafig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich immuntherapeutischen
oder -diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen oder
Immunglobulin-Fragmenten unterzogen haben, kénnen Antikrper bilden
(wie bspw. HAMA), welche die Immunoassays storen.
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Derartige storende Antikérper kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen flhren.
Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das Vorliegen derartiger Antikorper
zu vermuten ist, sind sorgféltig zu untersuchen.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

KIT RADIOIMMUNOLOGICO ANGIOTENSINA | PER LA
DETERMINAZIONE IN VITRO DELL’ATTIVITA’ RENINICA
PLASMATICA (PRA) IN PLASMA UMANO

Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Il kit radioimmunologico angiotensina | serve al dosaggio quantitativo
dell’attivita reninica plasmatica (PRA) per mezzo del dosaggio
radioimmunologico dell’angiotensina | formata in vitro.

L'angiotensina |, che risulta della scissione enzimatica della renina (substrato
del PRA), viene dosata in campioni di plasma insieme ad un inibitore
enzimatico, 'ACE (Angiotensine Convertase Enzyme). L'ACE blocca la
conversione dell’angiotensina | in angiotensina Il.

Il dosaggio dell’angiotensina | & un metodo radioimmunologico competitivo.
Campioni, calibratori e controlli vengono incubati in provette sensibilizzate
con un anticorpo policlonale in presenza dell’angiotensina | marcata-'%l.
Dopo l'incubazione, le provette vengono aspirate e contate con un contatore
gamma. Si traccia une curva di taratura e si calcolano per interpolazione
sulla curva le concentrazioni dei campioni.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

* Prima d’essere pipettati per I'analisi, calibratori, controlli, inibitore
enzimatico e campioni devono essere raffreddati tra i 2-8 °C.

«  Aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel piu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione.

* Non utilizzare reattivi di lotti diversi.
* Inserire la curva standard in ogni esperimento.
»  Eseguire il dosaggio in duplicato.
*  Le provette sono monouso.
Norme di radioprotezione

L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per
I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

* Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

*  Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca.

*  Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola
materiale radioattivo.

*  Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere fatte in
posti appropriati, lontano da corridoi ed altri posti affollati.

. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non

autorizzate.

+ Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo.

. Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all'uso di

isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni.

. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione.

. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi.

Materiale di origine umana

Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad
es. epatite o AIDS). | rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.

PI-IM3518-09

Tracer

b

H317

H412

P273

P280
P333+P313

P362+P364

Inhibitor PERICOLO

®

P201

P280
P308+P313
P333+P313

P362+P364

PERICOLO

H360

Wash Solution (20X)

P201

P280

P308+P313

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS
ATTENZIONE

Puo provocare una reazione
allergica cutanea.

Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

Non disperdere
nellambiente.

Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
miscela di: 5-cloro-2-metil
- 4-isotiazol-3-one

[n. CE 247-500-7];
2-metil-4-isotiazol-3- one
[n. CE 220-239-6] (3:1) <
0,05%

Puo provocare una reazione
allergica cutanea.

Puo nuocere alla fertilita o al
feto.

Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.

In caso di irritazione

o eruzione della pelle:
consultare un medico.
Togliere tutti gli indumenti
contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
8-Idrossichinolina 0,1 - 0,2%

Puo nuocere alla fertilita o al
feto.

Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.
Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhilil viso.

IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1 - 0,3%
Decaidrato borato di sodio
0,1-0,3%

La scheda tecnica sulla sicurezza € disponibile su

techdocs.beckmancoulter.com
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RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette con EDTA.

*  Separare per centrifugazione il plasma dalla parte corpuscolata a 2-8
°C.

* Se il dosaggio non viene realizzato subito, i campioni di plasma
devono essere conservati a -20 °C o a temperature inferiori (fino ad
un anno), suddivisi in aliquote. Evitare ripetuti cicli di congelamento /
scongelamento dei campioni.

NB: Il dosaggio dei campioni di plasma deve essere realizzato a 2-8
°C. Evitare numerose manipolazioni per prevenire la formazione o la
degradazione dell’angiotensina I.

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fine alla data di scadenza riportata
sul kit. Le modalita di conservazione dei reattivi sono riportate nel paragrafo
“Procedura”. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone
si riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nei kit.

Provette sensibilizzate con anticorpo policlonale anti-angiotensina I: 2x
50 provette (pronte per I'uso)

Angiotensina | -'°I: Un flacone 11 mL (pronto per I'uso)

Il flacone contiene 260 kBq (alla data di marcatura) di angiotensina | —
un tampone con BSA e un colorante inerte.

125| in

Calibratori: Sei flaconi 1 mL (pronti per 'uso)

| flaconi contengono calibratori a concentrazioni d’angiotensina | comprese
tra 0 e circa 30 ng/mL in un tampone con BSA e sodio azide (<0,1%). L'esatta
concentrazione dei calibratori & riportata sull’etichetta di ciascun flacone. Gli
calibratori sono calibrati contro lo standard internazionale RP 86/536.

Siero di controllo: Un flacone 1 mL (pronto per I'uso)

Il flacone contiene angiotensina | in tampone con BSA e sodio azide (<0,1%).
L'intervallo dei valori attesi & indicato sul “supplemento”.

Inibitore enzimatico: Un flacone (liofilizzato)

Il flacone contiene un inibitore enzimatico liofilizzato in tampone con sodio
azide (<0,1%).

Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell'uso.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

. micropipette di precisione (75 pL; 100 uL).

*  pipette semi-automatiche (200 pL; 300 pL; 2 mL).
*  bagno termostatato.

*  bagno di ghiaccio.

*  agitatore tipo vortex.

«  agitatore oscillante per provette.

»  sistema di aspirazione.

+  contatore gamma programmato per leggere '%I.

Preparazione e conservazione dei reattivi
Preparazione della soluzione con l'inibitore enzimatico

Ricostituire il contenuto dei flaconi con il volume d’acqua distillata (4 °C)
riportato sull’etichetta di ciascun flacone e agitare. |l reattivo ricostituito &
stabile a 2-8 °C fino alla data di scadenza del kit.

Preparazione della soluzione di lavaggio

Diluire il contenuto del flacone con 950 mL e agitare con cura. La soluzione
diluita & stabile a 2-8 °C fine alla scadenza del kit.

Fase enzimatica — formazione d’angiotensina |
Note e raccomandazioni

*  Linibitore enzimatico deve essere raffreddato a 4 °C prima della
dispensazione nei campioni biologici.

PI-IM3518-09

*  Letemperature d’incubazione (4 °C e 37 °C) devono essere rispettate
rigorosamente. Piccole variazioni possono provocare importante
errori nel dosaggio.

* | tempi d'incubazione della reazione enzimatica devono essere
rigorosamente rispettati e uguali per la serie di provette da dosare.

* lltempo necessario per aumentare (da 4 °C a 37 °C) o raffreddare (da
37 °C a 4 °C) la temperatura durante la reazione enzimatica, € una
fase critica. L'uso di un bagno termostatato & raccomandato per le
fasi di riscaldamento. Per le fasi di raffreddamento dei campioni, 'uso
di un bagno di ghiaccio & raccomandato.

* Larapidita di riscaldamento o di raffreddamento puo essere migliorata
con l'uso di provette con una buona conduttivita termica (vetro).

* Per i campioni dei qualli si aspetta una bassa attivita reninica
plasmatica, il tempo d’'incubazione enzimatica puo essere prolungato
per piu di tre ore.

Fase enzimatica — metodo del dosaggio

| Non trattare calibratori e controlli. |

»  Distribuire 200 L di inibitore enzimatico, dopo raffreddamento, in 200
uL di ciascun campione da dosare e agitare.

»  Dividere ciascun campione in due frazioni di 200 pL.

* Immergere la prima frazione in un bagno di ghiaccio e mettere
linsieme in frigorifero (dosaggio della concentrazione basale di
angiotensina | a 4 °C).

* Immergere la seconda frazione in un bagno riscaldante a 37 °C
(dosaggio della concentrazione di angiotensina | formata in vitro a 37
°C).

* Incubare ciascuna frazione per un ora.

»  Dopo l'incubazione, le frazioni vengono rapidamente raffreddate da 37
°C a 4 °C con un bagno di ghiaccio

Metodo dellimmunodosaggio

Fase 1 Fase 2 Fase 3
Dispensazione’ Incubazione Conteggio
Per sensibilizzare Incubare 2 ore a Aspirare accuratamente
le provette con R il contenuto delle
anticorpo, aggiungere 18-25 °C provette (eccettto 2
in successione: in agitazione, provette per I'attivita
(> 280 rpm). totale).

Lavare con 2 mL di
soluzione di lavaggio.
Aspirare 2 volte.

75 uL di calibratore,
controllo o campione
dopo l'incubazione
enzimaticaa37e4°Ce

100 pL di marcato.” Contare la radioattivita
legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 min.

Mescolare.

*Calibratori, controlli e campioni devono essere raffreddati a 4 °C pima di
essere pipettati. Agitare con cura i campioni prima di dispensarli.
**Aggiungere 100 pL di marcato a 2 provette per la determinazione
dellattivita totale.

RISULTATI

Le concentrazioni d’angiotensina | in campioni e controlli vengono calcolate
per interpolazione sulla curva standard. Campioni e controlli devono essere
dosati insieme agli calibratori.

Curva standard

| risultati del reparto di controllo qualita sono stati calcolati utilizzano
I'adattamento della curva secondo il metodo /a regressione cubica ponderata
con B/T o B/B, sull'asse verticale logit e la concentrazione di analiti nei
calibratori sull’'asse orizzontale logaritmico (ng/mL).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

14 of 61



Attivita totale: 68.511 cpm
Calibratori Angiotensina | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
| (ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)

Campioni

Calcolare B/T o B/BO per ogni campione incubato a 37 °C o a 4 °C,
riportarlo sull’asse delle ordinate e leggere le concentrazioni di angiotensina
| corrispondenti sull’asse delle ascisse.

Calcolo/conteggio dell’attivita reninica plasmatica

Il dosaggio dell’attivita reninica plasmatica viene realizzato per mezzo del
dosaggio di angiotensina | (A-l) formata in vitro per ora. La concentrazione
basale di A-l dosata su campioni incubati a 4 °C viene sottostratta alla
quantita di angiotensina | formata nei campioni incubati a 37 °C. L'attivita
reninica plasmatica viene poi determinata con I'equazione seguente :

[ A-l (37 °C) — A-l (4 °C) ] x 2

PRA A-l ng/mL/h =
Tempo di incubazione enzimatica (ore)

Dove

A-l (37 °C): concentrazione di angiotensina | (ng/mL) dei campioni incubati a
37 °C

A-l (4 °C): concentrazione di angiotensina | (ng/mL) dei campioni incubati a
4°C

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento in plasma
proveniente da soggetti caratterizzati clinicamente. Si prega di considerare
solo come guida i valori sotto riportati.

N Adulti normali 25-975 Mediana Min-Max
percentile | (ng/mL/h) | (ng/mL/h)
(ng/mL/h)

38 | Primo mattino, pos. supina 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 |Posizione eretta, 2 ore 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Informazioni dettagliate sui valori attesi per i bambini (ordinati per eta)
si possono trovare in “APPENDIX”).

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente campioni di controllo
per verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in “APPENDIX”)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

PI-IM3518-09

Sensibilita

Sensibilita analitica: 0,07 ng/mL

Sensibilita funzionale: 0,20 ng/mL

Specificita

L’anticorpo utilizzato nel dosaggio & altamente specifico per I'angiotensina I.
Cross-reazioni molto ridotte sono state trovate con I'angiotensina II.

Possibili interferenze sul dosaggio del PRA sono eliminate se si sottrae
I'attivita basale del PRA (determinato a 4 °C).

Precisione
Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato 25 volte in uno stesso
esperimento. Per i campioni di plasma & stato trovato un coefficiente di
variazione del 11,3% o inferiore.

Inter-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato in 10 esperimenti differenti.
Per i campioni di plasma & stato trovato un coefficiente di variazione del
20,9% o inferiore.

Accuratezza
Influenza del tempo di incubazione della fase enzimatica sul dosaggio

Dei campioni di plasma sono stati incubati con I'inibitore enzimatico per 60,
120 e 180 minuti. Nessun effetto significativo & stato trovato sul dosaggio del
PRA.

Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione d’angiotensina | sono stati diluiti con
lo calibratore zero del kit. Il recupero ¢ risultato essere compreso tra 78% e
99%.

Test di recupero

Ad alcuni campioni di plasma umano sono state aggiunte delle quantita
conosciute d’angiotensina I. Il recupero & risultato essere compreso tra
104% e 123%.

Campo di misura (& compreso tra la concentrazione della sensibilita
analitica alla concentrazione del calibratore piu elevato): 0,07 e circa 30
ng/mL.

LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.

| risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati ottenuti
con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni appropriate.

Non usare campioni emolizzati, itterici o lipemici.

Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli anticorpi eterofili
presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti regolarmente a contatto con
animali o sottoposti a immunoterapia o a procedure diagnostiche a base
di immunoglobuline o frammenti di immunoglobuline possono produrre
anticorpi, p.e. HAMA, che interferiscono con gli immunodosaggi.

Tali anticorpi interferenti possono portare a risultati errati.  Valutare
attentamente i risultati di pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.
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RADIOINMUNOANALISIS DE LA ANGIOTENSINA | PARA
LA DETERMINACION CUANTITATIVA IN VITRO DE LA
ACTIVIDAD PLASMATICA DE LA RENINA (PRA) EN
PLASMA HUMANO

Para uso en diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

La Angiotensina | RIA sirve para la determinacion cuantitativa de la actividad
plasmatica de la renina (PARA) por medio de un radioinmunoanalisis del
producto de reaccion, la angiotensina I.

La generaciéon de la angiotensina | es el resultado del corte enzimatico
del sustrato de renina, en plasma humano en presencia del inhibidor ACE
(ECE enzima convertidora de la angiotensina I); un inhibidor enzimatico que
bloquea la conversién de angiotensina | en angiotensina Il

El radioinmunoanalisis de la angiotensina | es de tipo competitivo.
Las muestras desconocidas, controles y calibradores se incuban con
angiotensina | marcada con 1'%, como trazador, en tubos recubiertos con
un anticuerpo policlonal. Despues de la incubacion, se aspira el contenido
de los tubos y se determina la radioactividad enlazada. Los valores
desconocidos se determinan mediante interpolacion con la curva estandar.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales

*  La solucion del inhibidor enzimatico, los calibradores y los controles
deben enfriarse a 2-8 °C antes de utilizarse.

. Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

*  No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

* Incluir una curva estandar en cada ensayo.

. Es recomendado realizar el ensayo por duplicado.

*  Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.
Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetos
de las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. El cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radioldgica proporciona una proteccion
adecuada.

*  No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

*  No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.

«  Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

*  Toda manipulacién de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado en una zona especializada.

*  Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

. El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminacién se deben separar para evitar la contaminaciéon con
otros radiois6topos.

» Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

» El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida sédica

Algunos reactivos contienen azida sodica como conservador. La azida
sédica puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar
azidas metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de
drenaje mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

Todas las muestras de plasma deben manipularse como si fueran capaces
de transmitir hepatitis o SIDA y los desechos deben desecharse de acuerdo
con las normas del pais.
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CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Tracer ATENCION

H317 Puede provocar una
reaccion cutanea alérgica.

H412 Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

P273 No dispersar en el medio
ambiente.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

P333+P313 En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

P362+P364 Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
masa de reaccion
de: 5-cloro-2-
metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolin-3- ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1) <
0,05 %

Inhibitor PELIGRO

H317 Puede provocar una
reaccion cutanea alérgica.

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccion para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicién
confirmada o supuesta:
consultar a un médico.

P333+P313 En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

P362+P364 Quitar la ropa contaminada y
lavarla antes de usarla.
8-Hidroxiquinoleina 0,1 - 0,2
%

Wash Solution (20X) PELIGRO

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafiar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccioén para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposiciéon

confirmada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido borico 0,1-0,3 %
Sodio tetraborato
decahidrato 0,1 - 0,3 %
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La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Colectar la sangre en tubos frios con EDTA.

»  Separar el plasma de las células mediante centrifugacion a 2-8 °C.

*  Guardar las muestras a <20 °C (1 afio maximo), si la determinacion
no se realizara inmediatamente, preparar alicuotas para evitar
repetidas descongelaciones y congelaciones.

Nota: La temperatura del plasma debe permanecer a 2-8 °C en el
curso de su utilizacion. Evitar posteriores manipulaciones para evitar
la formacién y descomposicion de la angiotensina I.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos son estables entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad
del equipo, la cual se indica en la etiqueta de éste. Las condiciones de
almacenamiento de los reactivos después de la reconstitucion o dilucion
se indican en el inciso Procedimiento. La fecha de caducidad impresa en
las etiquetas de los reactivos son validas, solo para el fabricante, durante
su almacenamiento a largo plazo hasta antes de ser ensamblados como
componentes del kit. No tomar en cuenta.

Tubos recubiertos con anticuerpo policlonal anti-angiotensina I: 2 x 50
tubos (listos para su uso)

Angiotensina | marcada con I'*: un frasco de 11 mL (listo para su uso)

El frasco contiene 260 kBq de angiotensina | marcada con 1'?, en la fecha
de fabricacion, en amortiguador con suero bovino un colorante.

Calibradores: 6 frascos de 1 mL (listo para su uso)

Los frascos calibradores contienen desde 0 hasta aproximadamente 30
ng/mL de angiotensina | en amortiguador con suero bovino y azida sédica (<
0,1 %). La concentracion exacta se indica en la etiqueta. Los calibradores
se calibraron contra RP 86/536.

Muestra control testigo: un frasco de 1 mL (listo para su uso)

Los frascos contienen angiotensina | en amortiguador con suero bovino,
azida sodica (< 0,1 %). La concentracién exacta se indica en la hoja
suplemento.

Inhibidor enzimatico: un frasco (liofilizado)

Tambien contienen azida sédica (< 0,1 %).

Solucion de lavado (20x): un frasco de 50 mL

La solucion concentrada debe diluirse antes de su uso.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
*  Micropipetas de precision (75 pL; 100 pL).
»  Dispensor ajustable (200 pL; 300 pL; 2 mL).
. Bafo de agua.
« Bafio de hielo.
*  mezclador tipo vortex.
»  Agitador horizontal u orbital.
* sistema de aspiracion.

+  Contador gamma calibrado para 1'%

PROCEDIMIENTO
Preparacion de los reactivos
Preparacion, solucién del inhibidor enzimatico

Reconstituir el contenido de los frascos con el volumen de agua destilada
(4 °C) sefalado en la etiqueta. El inhibidor enzimatico reconstituido debe
almacenarse entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad del equipo.

Preparacion de la solucion de lavado

Verter el contenido de un frasco en 950 mL de agua destilada y
homogeneizar. La solucion diluida se puede almacenar entre 2 y 8 °C hasta
la fecha de caducidad del equipo.
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Paso enzimatico — generacién de la angiotensina |
Notas y recomendaciones

. El inhibidor enzimatico debe enfriarse a 4 °C antes de anadir la
muestra.

«  Deben respetarse estrictamente las temperaturas de incubacion (4 °C
y 37 °C). Aun las variaciones muy ligeras causan enormes errores en
la determinacion.

El tiempo de pre-incubaciéon enzimatica a 37 °C debe determinarse
precisamente como sea possible y debe mantenerse dentro de un
limite muy estrecho para la incubacion de todos los tubos.

»  La verificacién del incremento en la temperatura de 4 °C a 37 °C y la
disminucion de las mismas son muy importantes. Para entibiar el agua
es recomendable utilizar un bafio de agua circulante. Para enfriar el
agua se recomienda el uso de un bafio de agua con regulador de
temperatura o enfriador.

*  Serecomienda utilizar tubos hechos de un material conductor (vidrio)
para optimizar el aumento y la disminucién de la temperatura.

* Si se espera una actividad baja de la renina en las muestras, se
deben aumentar hasta tres horas el tiempo de incubacion en el paso
enzimatico.

Paso enzimatico — procedimiento

| Cuidado : No realizarlo con los calibradores o muestras controles |

»  Adicionar 200 yL del inhibidor enzimatico, previamente enfriado, a 200
WL de cada muestra de plasma y mezclar.

»  Dividir cada muestra en dos alicuotas de 200 pL.

*  Pasar una alicuota del bafio de agua fria en hielo a un refrigerador
(Para la determinacion de la angiotensina | basal a 4 °C).

* Poner la segunda alicuota en un bafio de agua 37 °C (Para la
determinacion de la angiotensina | generada a 37 °C).

. Incubar todas las alicuota durante 1 hora.

*  Después de la incubacion, enfriar las muestras de 37 °C a 4 °C
inmediatamente con la ayuda del bafio de agua helada (con hielo).

Procedimiento del inmunoanalisis

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Adiciones’ Incubacion Contaje
Adicionar Incubar 2 hrs. de Aspirar

cuidadosamente el
contenido de los tubos
(excepto el de los dos
tubos “cpm total”).
Lavar con 2 mL de
la solcion de lavado.
Aspirar dos veces.

sucesivamente a los
tubos con anticuerpos:

18-25 °C con agitacion
(>280 rpm).

75 pL de calibradores,
controles o muestras
Después de la
incubacién enzimatica
a37°Cya4d-°C
respectivamente y
100 pL del trazador.” Determinar la actividad
(cpm) por 1 min.

Mezclar.

*Antes de utilizar enfriar a 4 °C los calibradores, las muestras controles y las
muestras a analizar.

**Agregue 100 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las cpm
totales. (T)

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion con la curva estandar. La curva
sirve para determinar la concentracion de la angiotensina | en las muestras
medidas al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados en el departamento de control de calidad fueron calculados
usando el ajuste de curva regresioén cubica ponderada con B/T o B/B, en el
eje logit vertical y la concentracion de analitos de los calibradores en el eje
logaritmico horizontal (ng/mL).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.
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Actividad total: 68 511 cpm
Calibradores | Angiotensina | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
I (ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para los calculos)

Muestras

Para cada muestra o control incubados a 4 °C, o a 37 °C, localiza los valores
B/T o B/BO sobre el eje vertical y leer la correspondiente concentracion de la
angiotensina | en ng/mL sobre el eje horizontal.

Calculos de la actividad de la renina plasmatica.

La determinacion de la actividad de la renina de plasma se lleva a cabo
indirectamente midiendo la generacién de la angiotensina | (A-l) por hora.
Para calcular la PRA, la A-l basal, determinada en las muestras de plasma
incubadas a 4 °C, se sustrae de la A-l generada a 37 °C utilizando la férmula
que se muestra a continuacion:

[A-l (37 °C) — Al (4 °C) ] x 2

PRA ng of A-I /mL/hr =
Tiempo de incubacion enzimatica (hrs)
Donde

A-l (37 °C): concentracion de la angiotensina | en ng/mL de la muestra
incubada a 37 °C

A-l (4 °C): concentracion de la angiotensina | en ng/mL de la muestra
incubada a 4 °C

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de

referencia. Los valores que se proporcionan a continuacion son solo
indicativos.
N Adulto normal 25 -97.5 Mediana Min-Max
percentile | (ng/mL/h) | (ng/mL/h)
(ng/mL/h)
38 | Mafiana, supino 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
41 |Posicion erguida, 2 horas 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Informacion detallada acerca de los valores esperados para nifios
clasificada de acuerdo a la edad) puede ser encontrada en la hoja de
datos "APPENDICES".

CONTROL DE CALIDAD

La obtencion de optimos resultados implica que las muestras testigo sean
usadas en cada serie de experimentos para asegurar la calidad de los
resultados obtenidos. Dichas muestras testigo deben ser procesadas de
la misma manera que las muestras a analizar. Es recomendado que los
resultados sean analizados utilizando los métodos estadisticos apropiados.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que
los resultados expresen una alteracion en las caracteristicas del mismo,
contactar con el Distribuidor local 6 notificar a la direccion de e-mail:
imunochem@beckman.com

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

PI-IM3518-09

Sensibilidad

Sensibilidad Analitica: 0,07 ng/mL
Sensibilidad Funcional: 0,20 ng/mL
Especificidad

El anticuerpo usado en el inmunoanalisis es altamente especifico para la
angiotensina |. Este presentd niveles extremadamente bajos de reaccion
cruzada contra la angiotensina Il.

Sin embargo, la influencia de posibles interferencias que pueden resultar en
la PRA, se elimina por la sustraccién de su nivel basal.

Precision
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 25 duplicados en las mismas series. Los
coeficientes de variacién fueron iguales o por debajo de 11,3 %.
Inter-analisis

Las muestras se evaluaron en duplicado en 10 series diferentes. Los

coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 20,9 %.
Precision
Efecto del tiempo de incubacién en la actividad enzimatica.

Las muestras fueron incubadas en presencia del inhibidor enzimatico por 60,
120, y 180 minutos. No se observo algun efecto significativo en los resultados
de PRA.

Prueba de dilucion

Las muestras presentes en concentraciones altas se diluyeron serialmente
con el calibrador Cero. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron
entre 78 % y 99 %.

Prueba de recuperacion

Las muestras de plasma de baja concentracién se regularon con cantidades
conocidas de angiotensina |. Los porcentajes de recuperacion obtenidos
fueron entre 104 % y 123 %.

Rango de medida (a partir de la sensibilidad analitica del calibrador mas
alto): desde 0.07 hasta aproximadamente 30 ng/mL.

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente a los
resultados.

Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de la
situacién clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como los
datos provenientes de otras testas adicionales.

No utilice muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

En los ensayos en los que se utilizan anticuerpos existe la posibilidad
de que se produzcan interferencias debido a la presencia de anticuerpos
heterdfilos en la muestra del paciente. Los pacientes que hayan estado
en contacto regularmente con animales o hayan recibido inmunoterapia
o procedimientos diagnosticos con inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren
con los inmunoensayos.

Esos anticuerpos que crean interferencias pueden causar resultados
erroneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de los pacientes que se
sospeche que puedan tener esos anticuerpos.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

RADIO IMUNOENSAIO da angiotensina | para a
determinacao in vitro da Atividade Plasmatica da Renina
(APR) em plasma humano

Para utilizagdo em diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

A angiotensina | RIA é utilizado para a determinagcdo quantitativa da
actividade da renina no plasma (APR) por radioimunoensaio do produto da
reacgao, a angiotensina I.

A geragdo de angiotensina | é o resultado da clivagem enzimatica do
substrato de renina, angiotensinogeneo, em amostras de plasma na
presenga de inibidor de ECA (Enzima de Conversdo da Angiotensina),
um inibidor enzimatico, que bloqueia a conversdo de angiotensina | em
angiotensina II.

O imunoensaio da angiotensina | € um ensaio radioimunolégico competitivo.
As amostras desconhecidas, controlo e calibradores s&o incubados em
tubos revestidos com anticorpos policlonais, angiotensina | marcado com
125I. Apds a incubagao, o contetido dos tubos é aspirados. A quantidade de
reactividade da ligagéo € medida num contador gama. Uma curva padréo é
estabelecida e os valores desconhecidos sédo determinados por interpolagéao
a partir da curva padrao.

AVISOS E PRECAUGOES
Orientagdes Gerais:

* A solugéo inibidora enzimatica, calibradores, controlo e amostras
devem ser arrefecidos a 2-8 °C antes da pipetagem.

. Os frascos dos calibradores e controlos devem estar abertos durante
o menor tempo possivel, de forma a evitar evaporagdo excessiva.

*  Nao misture os reagentes de kits de diferentes lotes.
»  Deve ser estabelecida uma curva padrdo em cada ensaio.
* Recomenda-se a realizar o imunoensaio em duplicado.
»  Cada tubo deve ser utilizado uma vez.
Regras basicas de seguranga para radiagao

A compra, uso e transferéncia de material radioactivo estdo sujeitos a
regulamentagdo de cada pais. A adesao as regras basicas de seguranga
para a radiagao fornecem a protecgdo adequada:

* N&o comer, beber, fumar ou aplicar cosméticos na presenca de
materiais radioativos.

*  Nao pipetar o material radioativo com a boca.

»  Evite qualquer contato com o material radioativo utilizando-se luvas e
EPI's de laboratério.

* Toda a manipulagcdo de material radioativo deve ser feita em local
apropriado, distante de corredores e locais muito utilizados.

. Materiais radioativos devem ser armazenados no frasco fornecido e
em area designada.

* O registro de recepgdo e armazenamento de produtos radioativos
devem ser mantidos atualizados.

»  Equipamentos laboratoriais e vidrarias que estdo sujeitas a
contaminagéo devem ser separados para prevenir a contaminagao
cruzada de radioisétopos diferentes.

*  Cada caso de contaminagao ou perda de material radioativo deve ser
efetuada de acordo com os procedimentos estabelecidos.

* Descarte dos reagentes e materiais deve ser de acordo com a
regulamentacao aplicavel.

Azida Soédica

Alguns dos reagentes contém azida sédica como conservante. Azida Sédica
reage com chumbo, cobre e mistura de metais formando material de azida
explosivo. Descarte os reagentes com uma grande quantidade de agua no
sistema sanitario.

Soro Humano

Todas as amostras de plasma devem ser tratadas como se fossem capazes
de transmitir hepatite ou AIDS e os residuos devem ser descartados de
acordo com as normas do pais.
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CLASSIFICAGAO DE PERIGO GHS

Tracer

Inhibitor

Wash Solution (20X)
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ATENCAO

D

H317

H412
P273
P280
P333+P313

P362+P364

PERIGO
H317

H360

P201

P280
P308+P313
P333+P313
P362+P364

PERIGO

&

H360
P201

P280

P308+P313

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Nocivo para os organismos
aquaticos com efeitos
duradouros.

Evitar a libertagéo para o
ambiente.

Use luvas de protegao,
vestuario de protegéo e
protegado ocular/protegéo
facial.

Em caso de irritagdo ou
erupcgao cutanea: consulte
um médico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.
mistura reacional de:

5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona

[n.o CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-ona
[n.o CE 220-239-6] (3:1)
< 0,05%

Pode provocar uma reagéo
alérgica cutanea.

Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.

Pedir instru¢des especificas
antes da utilizagao.

Use luvas de protegéo,
vestuario de protegao e
protegédo ocular/protegédo
facial.

EM CASO DE exposi¢éo
ou suspeita de exposigao:
consulte um médico.

Em caso de irritagéo ou
erupgao cutanea: consulte
um médico.

Retirar a roupa contaminada
e lava-la antes de a usar.
8-Hidroxiquinolina 0,1 - 0,2%

Pode afetar a fertilidade ou
0 nascituro.

Pedir instrugdes especificas
antes da utilizagao.

Use luvas de protecao,
vestuario de protegéo e
protecé@o ocular/protegao
facial.

EM CASO DE exposigédo
ou suspeita de exposicao:
consulte um médico.

Acido bérico 0,1 - 0,3%
Borato de sdédio
decahidratado 0,1 - 0,3%



A Ficha de dados de seguranga esta disponivel em
techdocs.beckmancoulter.com

COLHEITA, PROCESSAMENTO,
ARMAZENAMENTO, E DILUICAO DAS
AMOSTRAS

As amostras de plasma tém de ser recolhidas em tubos EDTA frios.

»  Separar o plasma das células por centrifugagéo a 2-8 °C.

* Mantenha as amostras de plasma congelado (<-20 °C, um
ano no maximo), se a determinagdo ndo é para ser executada
imediatamente, depois de aliquotar, a fim de evitar o congelamento e
descongelamento repetido.

Nota: A temperatura de amostras de plasma devem ser mantidos a
2-8 °C no decurso do ensaio. Evitar manipulagéo adicional para evitar,
tanto a formagdo como a decomposigao da angiotensina I.

MATERIAIS FORNECIDOS

Todos os reagentes do kit sdo estaveis até a data de validade indicada no
rétulo do kit, se armazenado a 2-8 °C. Condigbes de armazenamento para
reagentes apos a reconstituicdo ou diluicdo s&o indicados no paragrafo
Procedimento. As datas de validade impressas em etiquetas dos frascos
dos componentes aplicam-se ao armazenamento de longo prazo pelo
fabricante apenas, antes da montagem do kit, ndo ter em conta.

Tubos revestidos com anticorpos policlonais Anti-angiotensinal: 2 x 50
tubos (pronto a usar)

Marcador de '?°| angiotensina I: um frasco de 11 mL (pronto a usar)

O frasco contém, a data de fabrico, 260 kBq, de angiotensina-I marcado com
25| em tamp&o com albumina de soro bovino e um corante.

Calibradores: seis frascos de 1 mL (prontos a usar)

Os frascos de calibradores contém de 0 a cerca de 30 ng/mL de angiotensina
| em tamp&o com albumina de soro bovino e azida de sédio (<0,1%). A
concentragdo exacta é indicada em cada rétulo do frasco. Os calibradores
foram calibrados contra RP 86/536.

Controlo: um frasco de 1 mL (pronto a usar)

O frasco contém angiotensina | em tamp&o com albumina de soro bovino e
azida de sddio (<0,1%). O valor esperado de concentragdo esta indicado
num suplemento.

Inibidor Enzimatico: um frasco (lyophilizado)

O frasco contém azida de so6dio (<0,1%).

Solugdo de Lavagem (20x): um frasco de 50 mL
Solugdo concentrada, deve ser diluida antes do uso.

MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO
FORNECIDOS

Em adi¢cdo ao material usual de laboratério, é ainda necessario:
*  Micropipetas de precisao (75 pL; 100 pL).
*  Pipetas ajustaveis (200 pL; 300 uL; 2 mL).
*  Banho de agua.
«  Banho de gelo.
«  agitador tipo vortex
»  agitador orbital ou horizontal.
* sistema de aspiragéo.
*  Contador gama ajustado para 125I.
PROCEDIMENTO
Preparagao e armazenamento dos reagentes
Preparagao da solugao de inibidor enzimatico

O conteudo dos frascos é reconstituido com o volume de agua destilada
fria (4 °C), indicada no rétulo. O inibidor enzimatico reconstituido pode ser
armazenado a 2 - 8 °C até a data de validade do kit.

Preparacgao de solugao de lavagem

Misture o conteudo do frasco em 950 mL de agua destilada e homogenize.
A solugdo diluida deve ser armazenada entre 2-8 °C até a data validade do
kit.
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Passo enzimatico — geragao da angiotensin |
Observagoes e recomendagoes

» O inibidor enzimatico tem de ser arrefecido até 4 °C antes da adigao
a amostra.

* Ambas as temperaturas de incubagéo (4 °C e 37 °C) devem ser
respeitadas rigorosamente, mesmo pequenas variagbes podem
causar erros graves na determinagéo.

* O tempo de incubagado enzimatica a 37 °C deve ser determinada de
forma tao precisa quanto possivel e mantido dentro de limites estreitos
para todo o conjunto de tubos.

* A rapidez do aumento da temperatura de 4 °C a 37 °C e a seguinte
queda inversa sdo criticas. Um banho de agua circulante é
conveniente para o aquecimento e, a utilizacdo de um banho de agua
gelada é aconselhavel para o arrefecimento.

* A rapidez do aumento de temperatura e diminuicdo pode ser
melhorada com a utilizagdo de tubos feitos de material com boa
condutividade térmica (vidro).

«  Se for esperado baixa actividade da renina plasmatica da amostra, o
tempo de incubagéo do passo enzimatico pode ser prolongado até 3
horas.

Passo enzimatico - Procedimento

| Atencao: Nao tratar os calibradores e o controlo. |

*  Adicionar 200 L de inibidor enzimatico pré-arrefecido para 200 L a
cada amostra de plasma e misturar.

» Divida cada amostra em duas aliquotas de 200 pL.

*  Colocar a primeira aliguota num banho de agua gelada no frigorifico
(destinada a determinacgao de fundo angiotensina |, a 4 °C).

*+ Colocar a segunda num banho de agua regulada para 37 °C
(destinada a determinacéo da angiotensina | gerada a 37 °C).

* Incubar todas as aliquotas durante 1 hora.

*  Apods incubacgao, arrefega as amostras de 37 °C a 4 °C rapidamente
usando banho de agua gelada.

Procedimento do Imunoensaio

Passo 1 Passo 2 Passo 3
Pipetagem” Incubacgao Contagem
Nos tubos Incubar 2 horas a 18-25| Aspirar o conteudo

dos tubos com cuidado
(excepto os 2 tubos
“total cpm”)
Lavar com 2 mL de
solugéo de lavagem.
Aspirar 2 vezes.

revestidos, adicione
sucessivamente:

°C com agitacéo (>
280 rpm).

75 pL de calibrador,
controlo ou amostra
apos a incubagao
enzimaticaa 37 °C e a
4 °C respectivamente
100 L de marcador.” Determinar a actividade
(cpm) em todos os
tubos durante 1 minuto.

Homogeneize.

*Amostras, calibradores e controlo tém de ser arrefecidos a 4 °C antes da
pipetagem. Misture delicadamente as amostras antes de serem adicionados.
**Adicione 100 pL do tragador a 2 tubos adicionais para obter o «total cpm»

RESULTADOS

Os resultados sédo obtidos a partir da curva padrao por interpolagdo. A
curva serve para a determinagéo das concentragbes de angiotensina | em
amostras ensaiadas ao mesmo tempo que os calibradores.

Curva Padrao

Os resultados no departamento de controle de qualidade foram calculados
utilizando um ajuste de curva de regressdo cubica ponderada com B/T
ou B/B, no eixo vertical da fungdo logit e concentragdo de analito dos
calibradores no eixo horizontal logaritmico (ng/mL).

Outros métodos de redugéo de dados podem dar resultados ligeiramente
diferentes.
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Actividade total: 68 511 cpm
Calibradores | Angiotensina | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
I (ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Exemplo de curva padrdo, ndo utilize para célculo)

Amostras

Para o controlo e as amostras incubadas a 4 °C, ou a 37 °C, localizar a B/T
ou B/BO0 valor no eixo vertical e a leitura da concentragdo de angiotensina |
correspondente em ng/mL no eixo horizontal.

Calculo da actividade da renina no plasma

A determinagdo da actividade da renina no plasma ¢é efectuada
indirectamente pela medigao da geragao in vitro de angiotensina | (A-l) por
hora. Os valores de Al, determinados com amostras de plasma incubadas
a 4 °C, sao subtraidos a partir do Al gerado a 37 °C para o célculo da APR
utilizando a seguinte equagéo:

[A-l (37 °C) — Al (4 °C) ] x 2

APR ng of A-l /mL/hr =
Tempo da Incubagéo Enzimatica (hrs)
Onde

A-1 (37 °C): concentragdo de angiotensina em ng/mL na amostra incubada a
37 °C

A-l (4 °C) : concentragéo de angiotensina em ng/mL na amostra incubada a
4°C

VALORES ESPERADOS

Sugere-se que cada laboratério estabelega os seus préprios valores normais.
Os valores APR apresentados a seguir sdo apenas indicativos.

N Adultos saudaveis 25-975 Mediana Min-Max
percentile | (ng/mL/hr) | (ng/mL/hr)
(ng/mL/hr)

38 |Manh3, pos. Decubito 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 |Pos. orotestatica, 2 Horas 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Pode encontrar informagao detalhada sobre os valores esperados nas
criangas (de acordo com idade) no “APPENDIX”.

CONTROLO DE QUALIDADE

As boas praticas de laboratério recomendam que os controlos sejam feitos
regularmente para assegurar a qualidade dos resultados obtidos. As
amostras devem ser processadas em simultdneo com os controlos, € os
resultados analisados com métodos estatisticos apropriados.

Em caso de deterioragcdo da embalagem ou se o dado obtido mostrar alguma
alteragao de performance, por favor contacte o distribuidor local ou utilize o
seguinte enderego de e-mail: imunochem@beckman.com.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO
(Para mais detalhes, veja a data sheet “APPENDIX”)

Sao fornecidos dados representativos apenas para fins ilustrativos. O
desempenho pode variar de um laboratério para outro.
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Sensibilidade

Sensibilidade analitica: 0,07 ng/mL
Sensibilidade funcional: 0,20 ng/mL
Especificidade

O anticorpo utilizado no imunoensaio é altamente especifico para a
angiotensina |. Extremamente baixa reactividade cruzada foi obtida com a
angiotensina II.

Além disso, a influéncia de possiveis interferéncias nos resultados na PRA
é eliminado por subtracgéo do valor de fundo.

Precisdo
Intra-ensaio

As amostras foram doseadas em 25 repeticbes da mesma série. Os
coeficientes de variagao encontrados foram inferiores ou igual a 11,3%.

Inter-ensaio

As amostras foram analisadas em duplicado, em 10 séries diferentes. Os
coeficientes de variagao encontrados foram inferiores ou igual a 20,9%.

Exactidao
Dependéncia do tempo de incubagao enzimatica

As amostras foram incubadas com um inibidor enzimatico durante 60, 120, e
180 minutos. Nenhum efeito significativo nos resultados PRA foi encontrado.

Teste de Diluigao

As amostras de plasma foram diluidas em série com calibrador zero. As
porcentagens de recuperagéo foram obtidas entre 78% e 99%.

Teste de Recuperagao

As amostras de plasma foram incrementadas com quantidades conhecidas
de angiotensina |. As percentagens de recuperagdo foram obtidos entre
104% e 123%.

Gama de medigao (da sensibilidade analitica ao calibrador mais alto): 0.07
a aproximadamente 30 ng/mL.

LIMITAGOES

O nado cumprimento das instrugdes deste protocolo pode afectar,
significativamente, os resultados.

Os resultados devem ser interpretados conjuntamente com a clinica do
doente, incluindo histéria clinica, dados de testes adicionais e outras
informagdes apropriadas.

Nao use amostras intensamente lipémicas, ictéricas ou hemolizadas.

Em ensaios que usam anticorpos, ha possibilidade de interferéncia por
anticorpos heterdfilos nas amostras de doentes. Os doentes expostos
regularmente a animais, que receberam imunoterapia ou procedimentos
diagnésticos utilizando imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas
podem produzir anticorpos, ex. HAMA, que interferem com os imunoensaios.

Tais anticorpos interferentes podem produzir resultados errados. Os
resultados de doentes suspeitos de ter estes anticorpos devem ser avaliados
com cuidado.
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RADIOIMMUNANALYSE AF ANGIOTENSIN | TIL IN
VITRO-BESTEMMELSE AF PLASMARENINAKTIVITET
(PRA) | HUMANT PLASMA

Til in vitro-diagnostisk brug.

PRINCIP

Angiotensin | RIA tjener til kvantitativ bestemmelse af plasmareninaktivitet
(PRA) ved hjeelp af radioimmunanalyse af reaktionsproduktet angiotensin I.

Dannelsen af angiotensin | er et resultat af den enzymatiske spaltning af
reninsubstratet angiotensinogen i plasmaprever i tilstedeveerelse af en
ACE-haemmer (ACE - Angiotensinkonverterende enzym), en enzymatisk
hammer, som blokerer omdannelsen af angiotensin | til angiotensin II.

Angiotensin I-immunanalysen er en kompetitiv radioimmunologisk analyse.
Ukendte prgver, kontroller og kalibratorer inkuberes i pravergr, der er belagt
med polyklonalt antistof med '?°l-maerket angiotensin | som tracer. Efter
inkubering aspireres indholdet af provergrene. Den bundne radioaktivet
bestemmes derefter med en gammateeller. Der etableres en standardkurve,
og ukendte veerdier bestemmes ved interpolation ud fra standardkurven.

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
Generelle bemarkninger:

. Enzymatisk inhibitoroplgsning, kalibratorer, kontrolprgver og
analyserede prover skal nedkgles til 2-8 °C for pipettering.

*  Flaskerne med kalibratorer og controller bar vaere abne sa kort tid som
muligt for at undga overdreven fordampning.

* Reagenser fra kit fra forskellige lot ma ikke blandes.

*  Der skal fastseettes en standardkurve for hver analyse.

»  Det anbefales at udfgre immunanalysen i duplikat.

*  Hvert glas ma kun anvendes én gang.
Grundlaggende regler for stralingssikkerhed

Kgb, besiddelse, anvendelse og overfgrsel af radioaktive materialer er
underlagt lovgivningen i brugslandet. Overholdelse af de grundlseggende
regler for stralingssikkerhed bgr give en tilstraekkelig beskyttelse:

+  Derma hverken spises, drikkes, ryges eller bruges kosmetik pa steder,
hvor der findes radioaktive materialer.

* Radioaktive stoffer ma ikke pipetteres med munden.

* Undgd enhver kontakt med radioaktive materialer ved at bruge
handsker og heldaekkende laboratoriekittel.

»  Enhver manipulation af radioaktive stoffer skal ske pa et dertil egnet
sted og pa afstand af gangomrader og andre travle steder.

* Radioaktive materialer skal opbevares i den medfelgende beholder pa
et dertil egnet sted.

*  Der skal fgres register over modtagelse og opbevaring af alle
radioaktive produkter, og registret skal holdes opdateret.

* Laboratorieudstyr og glasartikler, der udseettes for kontamination,
skal holdes adskilt fra hinanden for at undga krydskontaminering af
forskellige radioisotoper.

. Ethvert tilfeelde af radioaktiv kontamination eller tab af radioaktivt
materiale skal lgses i overensstemmelse med de etablerede
procedurer.

. Radioaktivt affald skal handteres i overensstemmelse med de i
brugslandet geeldende regler.

Natriumazid

Visse af reagenserne indeholder natriumazid som konserveringsmiddel.
Natriumazid kan reagere med bly-, kobber- eller messing, séa der dannes
eksplosive metalazider. Reagenserne skal bortskaffes ved at skylle dem ud
i a sbet med rigelige maengder vand.

Materialer af human oprindelse

Samtlige plasmaprgver skal handteres, som om de var i stand til at overfgre
hepatitis eller AIDS, og affald skal bortskaffes i overensstemmelse med de i
brugslandet geeldende regler.
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GHS FAREKLASSIFIKATION

ADVARSEL

b

H317

Tracer

H412

P273
P280

P333+P313

P362+P364

Inhibitor

H317

H360

P201

P280
P308+P313

P333+P313

P362+P364

Wash Solution (20X) FARE

H360

P201

P280

P308+P313

Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Skadelig for vandlevende
organismer, med langvarige
virkninger.

Undga udledning til miljeet.
Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
Ved hudirritation eller udslet:
Sag leegehjeelp.

Alt tilsmudset tgj tages af og
vaskes inden anvendelse.
en blanding af:

5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on

[EF nr. 247-500-7] og
2-methyl-2H-isothiazol-3-on
[EF nr. 220-239-6] (3:1)

< 0,05%

Kan forarsage allergisk
hudreaktion.

Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufgdte barn.

Indhent saerlige anvisninger
for brug.

Beaer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
gjen-/ansigtsbeskyttelse.
VED eksponering eller
mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.

Ved hudirritation eller udslet:
Sog leegehjeelp.

Alt tilsmudset tgj tages af og
vaskes inden anvendelse.
8-Hydroxyquinolin 0,1 - 0,2%

Kan skade
forplantningsevnen eller
det ufgdte barn.

Indhent szerlige anvisninger
far brug.

Baer beskyttelseshandsker,
beskyttelsestgj og
@jen-/ansigtsbeskyttelse.
VED eksponering eller
mistanke om eksponering:
Sag leegehjeelp.

Borsyre 0,1 - 0,3%
Natriumboratdecahydrat 0,1
-0,3%

Sikkerhedsdatablad fas pa techdocs.beckmancoulter.com
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INDSAMLING, BEHANDLING, OPBEVARING
OG FORTYNDING AF PRGVER

Plasmaprgverne skal indsamles i kolde EDTA-ror.
*  Plasma separeres fra cellerne ved centrifugering ved 2-8 °C.

* Med henblik pa at undga gentagen nedfrysning og optegning skal
plasmaprgverne opbevares nedfrosset (<-20 °C, 1 ar maks.) efter
fordeling i aliquotter, hvis bestemmelsen ikke udfgres med det
samme.

Bemaerk: Temperaturen pa plasmaprgverne skal holdes inden
for 2-8 °C under hele prgvetagningsforlebet. Undga yderligere
manipulation bade for at undgd dannelse og nedbrydning af
angiotensin .

LEVEREDE MATERIALER

Alle reagenserne i kittet er stabile indtil udlgbsdatoen, der er angivet pa
meerkaten pa kittet, hvis de opbevares ved 2-8 °C. Opbevaringsbetingelser
for reagenser efter rekonstitution er angivet i afsnittet Procedure. De
udlgbsdatoer, som er trykt pa meerkaterne pa haetteglassene, geelder
kun for langtidsopbevaring af komponenter hos producenten forud for
sammensaetning af kittene. Disse veerdier ma ikke anvendes.

Provergr, som er belagt med anti-angiotensin | polyklonalt antistof: 2 x
50 ror (klar til brug)

25|.maerket angiotensin I: ét 11 mL haetteglas (klar til brug)

P& datoen for fremstillingen indeholder haetteglasset 260 kBq '®I-maerket
angiotensin | i buffer med bovint serumalbumin og et farvestof.

Kalibratorer: seks 1 mL haetteglas (klar til brug)

Kalibratorheetteglassene indeholder fra 0 til cirka 30 ng/mL angiotensin | i
buffer med bovint serumalbumin og natriumazid (<0,1 %). Den ngjagtige
koncentration er angivet pa etiketten pa det enkelte hzetteglas. Kalibratorerne
er kalibreret imod til RP 86/536.

Kontrolprave: ét 1 mL haetteglas (klar til brug)

Haeetteglasset indeholder angiotensin | i buffer med bovint serumalbumin og
natriumazid (<0,1 %). Den forventede vaerdi ligger i koncentrationsintervallet
angivet i tillaegget.

Enzymatisk inhibitor: et haetteglas (lyofiliseret)
Det indeholder ogsa natriumazid (<0,1 %).
Vaskeoplgsning (20x): ét 50 mL haetteglas
Koncentrerede oplgsninger skal fortyndes fgr brug.

MATERIALER PAKRAVET, MEN IKKE
LEVERET

Ud over almindeligt laboratorieudstyr skal falgende bruges:
. Preecisionsmikropipetter (75 pL, 100 uL).
*  justerbare dispensere (200 pL, 300 pL, 2 mL).
*  vandbad.
* isbad.
«  vortexblander.
*  horisontal eller orbitalryster.
*  aspireringssystem.
+  Gammateeller indstillet til 2|
PROCEDURE
Klargering og opbevaring af reagenser
Klargering af enzymatisk inhibitoroplgsning

Indholdet af heetteglassene rekonstitueres med den maengde koldt (4 °C),
destilleret vand, som er anfert pa etiketten, og blandes. Den rekonstituerede
enzymatiske inhibitor kan opbevares ved 2-8 °C indtil kittets udlgbsdato.

Klargering af vaskeoplgsning

Indholdet i heetteglasset haeldes over i 950 mL destilleret vand og
homogeniseres. Den fortyndede oplgsning kan opbevares ved 2-8 °C indtil
kittets udlgbsdato.

Enzymatisk trin — dannelse af angiotensin |
Bemarkninger og anbefalinger

*  Den enzymatiske inhibitor skal nedkgles til 4 °C, fgr den tilseettes til
prgven.
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*  Begge inkubationstemperaturerne (4 °C og 37 °C) skal overholdes
ngje da selv sma variationer kan fgre til alvorlige fejl i bestemmelserne.

»  Varigheden af den enzymatiske inkubering ved 37 °C skal bestemmes
sa preecist som muligt og holdes inden for snaevre greenser for hele
seettet af provergr.

*  Hurtigheden, hvormed temperaturen haeves fra 4 °C til 37 °C og det
efterfglgende temperaturfald, er kritisk. Et vandbad med cirkulation
er velegnet til opvarmning, og til afkeling anbefales det at bruge et
isafkglet vandbad.

*  Hastigheden, hvormed temperaturen stiger og falder, kan forbedres
ved at anvende prgvergr, der er lavet af materialer med gode
varmeledende egenskaber (glas).

* Hvis der forventes en lav plasmareninaktivitet i preven, kan
varigheden af det enzymatiske inkubationstrin @ges til op til 3 timer.

Enzymatisk trin - procedure

| OBS: Hverken kalibratorer eller kontrolprgve ma behandles. |

»  Tilsaet 200 pL pa forhand afkelet enzymatisk inhibitor til 200 pL af hver
af plasmaprgverne, og bland.

*  Hver af proverne opdeles i to 200 pL aliquotter.

»  Placer den farste aliquot i en isafkglet vandbad i et kaleskab (beregnet
til bestemmelse af baggrundsangiotensin | ved 4 °C).

*  Placér det andet i vandbadet, der er indstillet til 37 °C (med henblik pa
bestemmelse af dannet angiotensin | ved 37 °C).

. In kuber alle aliquotter i 1 time.

«  Efter inkuberingen skal praverne hurtigt kales ned fra 37 °C til 4 °C
ved hjeelp af et isbad.

Immunanalyseprocedure

Trin 1 Trin 2 Trin 3
Tilsaetninger’ inkubation Maling
Tilseet folgende Inkuberes i 2 timer Opsug forsigtigt
til antistofbelagte ved 18-25 °C med indholdet af

prevergr i den naevnte
reekkefglge:

omrystning (>
280 omdr/min).

prevergrene eller
(bortset fra de 2
prevergr for "total
cpm”).
Vask med 2 mL
vaskeopl@sning.
Aspirer to gange.

75 L kalibrator, kontrol
eller prover efter
enzymatisk inkubering
ved henholdsvis 37 °C
og 4 °C og

100 pL tracer.” Aktivitetsbestemmelse

(cpm) i 1 minut.

Bland.

*Kalibratorer, kontrolprgver og analyserede prover skal nedkeles til 4 °C for
pipettering. Prgverne skal blandes forsigtigt for tilsaetning.
**Tilseet 100 pL tracer til 2 yderligere pravergr til bestemmelse af «total cpm».

RESULTATER

Resultaterne opnas ved interpolation ud fra en standardkurve. Kurven tjener
til bestemmelse af angiotensin I-koncentrationer i prgver, der analyseres
samtidig med kalibratorerne.

Standardkurve

Resultaterne i kvalitetskontrolafdelingen blev beregnet ved hjeelp af vaegtet
kubisk regression-kurvetilpasning med B/T eller B/B, pa den logit-vertikale
akse og analytkoncentrationen for kalibratorerne pa den logaritmiske
horisontale akse (ng/mL).

Andre datareduktionsmetoder kan give lidt anderledes resultater.

Total aktivitet: 68 511 cpm
Kalibratorer | Angiotensin | | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Eksempel pa standardkurve; ma ikke bruges til beregning)
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Prover

For kontrollen og praverne, der er blevet inkuberet ved 4 °C, eller ved 37 °C,
ndes forholdet B/T eller B/BO pa den lodrette akse, og den tilsvarende
angiotensin |-koncentration i ng/mL aflaeses pa den vandrette akse.

Beregning af plasmareninaktivitet

Bestemmelsen af plasmareninaktivet udfgres indirekte ved at male in
vitro-dannelsen af angiotensin | (A.l) pr. time. Baggrunds A-l, bestemt ved
hjeelp af plasmapraver inkuberet ved 4 °C, traekkes fra veerdien for A-l dannet
ved 37 °C med henblik pa beregning af PRA ved hjeelp af felgende ligning:

[A-l (37 °C) — Al (4 °C) ] x 2

PRA ng A-l /mL/t =
Enzymatisk inkubationstid (t)

Hvor

A-l (37 °C): angiotensinkoncentration i ng/mL prgve inkuberet ved 37 °C

A-l (4 °C): angiotensinkoncentration i ng/mL prave inkuberet ved 4 °C

FORVENTEDE VARDIER

Det anbefales, at hvert laboratorium fastlaegger sine egne normalveerdier. De
angivne PRA-vaerdier er kun medtaget som reference.

N Normal voksen 2,5. - 97,5. | Gennemsnif Min-Maks.
percentil | (ng/mL/t) | (ng/mL/t)
(ng/mL/t)

38 | Tidlig morgen, liggende 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 | Staende, 2 timer 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Detaljerede oplysninger om forventede vardier for born (sorteret efter
alder) kan findes i databladet "TILLAEG”.

KVALITETSKONTROL

God laboratoriepraksis indebzerer regelmaessig anvendelse af kontrolpraver
for at sikre kvaliteten af de opnaede resultater. Disse praver skal behandles
pa ngjagtig samme made som analyseprgverne, og det anbefales, at
analysere resultaterne ved hjaelp af passende statistiske metoder.

Hvis emballagen ikke er intakt, eller hvis de opnaede data viser tegn pa
en &ndring i ydeevnen, kontaktes den lokale distributer, eller brug falgende
e-mailadresse: imunochem@beckman.com

PRASTATIONSKARAKTERISTIKA
(Der henvises til dataarket i "TILLAEGET” for yderligere oplysninger)

Repreesentative data er udelukkende til illustrationsmaessige formal.
Praestationsresultater kan variere afhaengig af de individuelle laboratorier.

Sensitivitet

Analytisk sensitivitet: 0,07 ng/mL
Funktionel sensitivitet: 0,20 ng/mL
Specificitet

Det antistof, der anvendes i immunanalysen, er saerdeles specifikt over
for angiotensin |. Der er opnaet en ekstremt lav krydsreaktivitet over for
angiotensin 1.
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Hertil kommer, at pavirkningen af potentiel interferens pa PRA-resultatet er
blevet elimineret ved fratraekning af baggrunden.

Praecision
Inden for samme analyse

Prgverne blev analyseret i 25 replikater i de samme serier.
Variationskoefficienterne fandtes at veere under eller lig med 11,3 %.
Mellem analyser

Prgverne blev analyseret i duplikat i 10 forskellige serier.

Variationskoefficienterne fandtes at veere under eller lig med 20,9 %.
Ngjagtighed
Den enzymatiske inkuberings afhangighed af tid

Prgverne blev inkuberet med enzymatisk inhibitor i 60, 120 og 180 minutter.
Der sas ingen signifikant effekt pa PRA-resultaterne.

Fortyndingstest

Plasmaprgverne blev fortyndet serielt med nulkalibrator.
genfindingsprocenter 1& mellem 78 % og 99 %.

De opnaede

Genfindingstest

Plasmaprgverne blev tilsat kendte meengder angiotensin |. De opnaede
genfindingsprocenter 1& mellem 104 % og 123 %.

Maleinterval (fra analytisk sensitivitet til den hgjeste kalibrator): 0,07 til cirka
30 ng/mL.

BEGRANSNINGER

Manglende overholdelse af vejledningerne i denne indlsegsseddel kan
pavirke resultaterne vaesentligt.

Resultaterne skal fortolkes under hensyntagen til det samlede kliniske
billede af patienten, herunder klinisk historie, data fra yderligere test og
andre relevante oplysninger.

Brug ikke heemolyserede, ikteriske eller lipzemiske praver.

| assays, der benytter antistoffer, er der mulighed for interferens fra
heterofile antistoffer i patientprgven. Patienter, som regelmaessigt har veeret
eksponeret for dyr eller har faet immunterapi eller gennemgaet diagnostiske
procedurer, som benytter immunglobuliner eller immunglobulinfragmenter,
kan producere antistoffer, f.eks. HAMA, som interfererer med
immunoassays.

Sadanne interferensantistoffer kan give fejlagtige resultater. Resultater for
patienter, som er mistaenkte for at have disse antistoffer, skal undersgges
omhyggeligt.
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PAAIOANOZOE=ETAZH THZ AITEIOTENZINHZ |
FIA TON IN VITRO NOZOTIKO NMPOZAIOPIZMO THx
ENEPITOTHTAXZ PENINHX NAAXZMATOZ (PRA) ZE
ANOPQIIINO NMAAZMA

MNa d1ayvwoTIKA XPAOoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

To kit Ayyelotevaivn | RIA xpnoigoTrolgital yia Tov TTo00TIKO TTPOCdIOPITHO
NG evepyoTnTag pevivng TAdoparog (PRA), yéow mng padloavoooegéTaong
TOU TTPOIGVTOG TNG AvTidpaong, TNG ayyelotevaivng |.

H mapaywyn Tng ayyeiotevoivng | gival To atmmotéAeopa NG evCUUOTIKAG
O1G0TTA0NG TOU UTTOOTPWHATOG PEVIVNG, TOU AYYEIOTEVOIVOYOVOU, O€ OeiyuaTa
mAdoparog, utté Tnv TTapouacia Tou avacTtoAéa ACE (Evqupo Metatpotréag
AyyeloTevaivng), evog evupaTikoU avaoTOAED TTOU PTTAOKAPEI TN JETOTPOTTH
NG ayyeiotevaivng | o ayyelotevaivn Il.

H avoooetétaon tng ayyeiotevaivng | eivar padloavoooAoyikr) €E€Taon
avtaywviouou. Ta dyvwoTta Ociypata, 10 Ociyda eAéyxou Kal Ta
BaBuovountAg emmwdadlovial o€ CWANVAPIA ETTIOTPWHEVA UE TTOAUKAWVIKO
avTiowya, padi pe ayyeiotevaivn | emonuacpévn pe 10dio ' we 1xvndém.
MeTd TV €TTWOON ATTOXUVOVTAI TO UYPA TTEPIEXOUEVA TWV CWANVOAPIWV Kal T
owAnvdapia EeTTAEvOVTal. TN CUVEXEIQ N OECUEUMEVN PABIEVEPYEID PETPATAI
oe gamma counter. Kartaokeuddetal TPATUTIN KAPTIUAN Kal ol AyvwoTeg
TINEG TTPOCBIopifovTal e TTAPEUBOAR OTN KAUTTUAN auTh).

NMPOEIAOMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ
[evikég TTOPATNPAOEIG:

+  To &iGAupa Tou evqupaTikou avaoToAéa, Ta BaBuovounTig, To deiyua
eAéyxou Kai Ta deiypata TTou avaAlovTal TTPETTEl va WuxBolv aToug 2-
8 °C TrpIv TO TIIMTTETAPIOUA.

*  Ta @iaAidia Twv opwv BaBuovounang Kail Twv opwy AEYXOU TTPETTEI Va
avoiyovTal 660 10 duvaTov AiyOTEPO, TTPOG ATTOPUYNV ECATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

*  Mnv avakaTeUeTe avTidpacTAPIa aTTO SIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

. Kdavere Tautdxpova Tnv TPOTUTIN KAPTTUAN KOl TOV  TTOOOTIKO
TIPOCBIOPIOUO TWV BEIYUATWY.

* Zag OuCTAVETAl va TIpaygarotoleite dUo0 @OopEég Tov  KABE
TTPOCBIOPIOUO.

. KdaBe ocwAnvdaplo TTpéTTel va XpnoIUoTToInBei Jovo Pia gopd.
MpooTtacia amwd Tnv 1ovijouoa akTivooAia

H ayopd, n katoxr, n Xpnon kai n peTa@opd Tou padievepyoU UAIKOU
UTTOKEIVTAl OTOUG KAVOVIOUOUG TNG XWPOg OThv OToia To UAIKG auTd
xpnoiyotroigital. H cupudpewon pe Toug BaciKoUg KAOVOVEG Ao@AAEING aTTO
TNV OKTIVOBOAIQ TTAPEXEI ETTAPKK TTPOCTACIA.

e Y16 TNV TTapoucia padIEvEPYWYV UAIKWY, UNV KATAVAAWVETE TPOPIUA I
TTOTA, PNV KATTVICETE KAl UN XPNOIMOTTOIEITE KAAAUVTIKA.

e Mn XpnOIYOTIOIEITE TO OTOMA YIA VA TTITTETAPETE TA PadIEVEPYA UAIKA.

*  Ato@uyeTe KAGBe dAueon emagn Pe Ta  padlevepyd UAIKE, Kal
XPNOIYOTIOIEITE YAVTIA KOl £pYyAOTnPIaKA TTOdIA.

*  Kdbe xeipiopdg padievepyol UAIKOU TTPETTEI va YiveTal o€ KATAAANAO
XWPO, HokpId atrd S1adpduoug Kal GAAa TToOAuGUXvaoTa pépn.

*  To apxeio mapaAaBrg kal amoBrkeuong PadIEvEPYWY UAIKWY TTPETTEI
va €ival TTAVTa EVNPEPWHEVO.

*  To apxeio mapaAaBrg Kal aTmoBrnKeuong PadIEVEPYWY UAIKWYV TTPETTEI
va gival TTavTa EVNUEPWUEVO.

* O gpyaatnplakdg €E0TTAIONAG ) Ta YUAAIVa OKEUN TTOU £XOUV LOAUVOET
ammd padievepyd UAIKG TTPETTEI VA ATTOUOVWVOVTAI, TTPOKEINEVOU Va
ato@euxBei pOAuvon atrd dIa@opPeTIKG padioigdToTra.

. Kd&Be mepimtwon padievepyRg pOAuvong ) ammwAelag padievepyou
UAIKOU Ba trpéTTel va emmIAUETal e BAon TIG I0XU0OUCEG DIABIKOTIEG.

O xeIpIopog Twv PadievEPYWV aTTOBAATWY TTPETTEI VO OKOAOUBEI TOUg
KOQVOVIOPOUG TNG XWPAg OTnV OTIoia XPNOIUOTTOIEITaI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidio Tou Narpiou

Kamoia avnidpactipia Trepiéxouv agidio Ttou Nartpiou wg ouvinpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou pTropei va avTiOpdoel Pe TO XOAKO 1 To pOAUBdO

PI-IM3518-09

TTPOG TO OXNUOTIOPO EKPNKTIKWV adIBiwV TwV PETAAAWV.

H améppiyn

TwV avTIOPaoTNPiwY TIPETTEI va yiveTal péoa ammd To udpauAikd cuoTnua,

XPNOIMOTTOIVTOG PEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU.

YAIkKO avBpwrivng TTpoéAEuong

‘OAa 1a deiyparta TTAGOUATOG TTPETTEI VA TA XEIPICETTE WG IKAVA VA JETAOWOOUV
nTaTinda f AIDS. Anuioupynuévo atréppIppa va ekkabaploBei cuppwva pe

10X0W KAVOVIOUO.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

MNPOZOXH

D

H317

Tracer

H412
P273

P280
P333+P313

P362+P364

Inhibitor KINAYNOZ

0
®

H360
P201

P280

P308+P313

P333+P313

P362+P364

Wash Solution (20X) KINAYNOZ
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MTropei va TTpokaAéael
aAAepYIKA DdEPUATIKA
avTidpaan.

EmBAaBég yia Toug
udpoRioug opyaviopoug, PE
HOKPOXPOVIEG ETTITITWOEIG.
Na amogelyeTtal n
atmeAeuBépwon oTo
TEPIBAANOV.

Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIa, TTPOCTATEUTIKA
evdUpOTa Kal HECA ATOPIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO YATIO/TO
TPOCWTTO.

Edav maparnpnBei
€peBIoPOG Tou déPPaTOg

1 EMPavIOTEl £§avONua:
2upBouAeubeiTe/eTTIoKEPOEITE
ylarpo.

BydATte Ta poAucpéva pouxa
Kal TTAUVTE T TIPIV TQ
XPNOIUOTIOINCETE.

pala avtidpaong aTmo:
5-xAwp0o-2-ueBuro-4-10001afoAIV-3-6vr
[apiB. EK 247-500-7] kai
2-peBuhi-4-1000¢€1al0A-3-6vn
[apiB. EK 220-239-6] (3:1)
< 0,05%

Mrropei va TTpokaAéoel
aM\epyIKA BepUATIKA
avtidpaon.

MTropei va BAGyer T
yoviuoTnTa ) 10 €uBpuo.
E@odiaoTeite pe TIG EIBIKEG
odnyieg TpIv até Tn Xprion.
Na @opdTte TTPOCTATEUTIKA
yavTia, TTPOOTATEUTIKA
evdUupaTa Kal HEOA ATOUIKAG
TTpOCTaGiag yia Ta HaTia/To
TTPOOWTTO.

e TepiTTwon €kBeong N
moOavéTnTag €kBeong:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylartpo.

Edv mapartnpnOei
€PEBICPOG TOU OEPUATOG

N ep@avioTei e€avOnua:
>upBouAeuBEeiTe/ETTIOKEPOEITE
yIaTPo.

BydaAte Ta poAuopuéva pouxa
Kal TTAUVTE Ta TIPIV TO
XPNOILOTIOINCETE.
8-YdpotukivoAivn 0,1 - 0,2%



&

H360 Mrropei va BAawer Tn
yoviuétnTta A 10 €uBpuo.
E@odiaoTeite pe TIG €I0IKEG
0dnyieg TpIv atro Tn XxpAon.
Na @opdTe TTPOCTATEUTIKA
YAvTIa, TTPOCTATEUTIKA
evoUpOTa Kal HECA ATOUIKAG
TTPOCTACIAG VIO TO PATIO/TO
TPOCWTTO.

>e TrepiTmTwaon €kBeong A
mlavéTnTag ékBeang:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
yIaTPO.

Bopikd o0& 0,1 - 0,3%
Aekaévudpo Bopikd VATPIO
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

To AeAtio dedopévwy ao@aAeiag gival diaBéoiyo otn dielbuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YANOTH, ENMEZEPIAZIA, ATTOOHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIFMATQN

Ta deiyparta TAGopaTtog PETTEl va cUAAEXBoUV o€ KpUa GwANVApIa Je
EDTA.

*  Alaxwpiote T0 TTAGOPa a1 Ta KUTTOPA PE QUYOKEVTPNON OTOUG 2-8
°C.

*  AiampAoTe Ta deiypata TAGopaTog Katewuypéva (<-20 °C, yia 1
Xpoévo To TOAU), av n e&€taon dev TTPOKEITAI va Yivel auéowg, Kal
KOTA TIPOTIUNCN XWPIOUEVA O€ MIKPOTEPEG TTOOOTNTEG, WOTE VA
atro@elyeTal N eTavoAapBavopevn Katawugn Kal atmoyuen.

Znueiwon: H Beppokpacia Tou TTAAOUOTOG TTPETTEI va diaTnpEiTal
oToug 2-8 °C katd Tn didpkeia TNG delypatoAnwiog. ATTo@UYETE TOV
TIEPAITEPW XEIPIOUO VIO VO OTTOTPEWETE KAI TO OXNUOTIOPS KaI TnV
amoguvBeon Tng ayyelotevaivng .

NMAPEXOMENA YAIKA

OAa 10 avTidpaoTrpla gival oToBepd péxpl TNV nuepopnvia AREng Tou
avaypd@eTal oTnv €TIKETA Tou Kit, 6Tav ammobnkevovral o€ Beppokpaacia 2-8
°C. O1 ouvBnkKeg aToBrnKeUaNG Twv aAvTISPACTNPIWV PETE aTTd avacloTaon
N apaiwon avagépovial otnv Tapdypago Aladikacia Egftaong.  Oi
nuepounvieg ARENG TTou avaypda@ovTal OTIG ETIKETEG TwV QIAAIBiwY apopolv
QATTOKAEIOTIKA OTN JOKPOTTPOBETUN atroBnkeuon Twv avTidpacTnpiwv aTmod
TOV KATAOKEUQOTH, TTPIV aTT6 TN guvapuoAdynon tou kit. Na un Aapdavovtal
utToyn.

ZwAnvdpla EMICTPWHEVA HE TTOAUKAWVIKO QVTIOWHO KATd Tng
ayyelotevaivng I: 2 x 50 cwAnvdpia (£Toiya TPog Xprion)

Ayyeiotevaivn | emonuaocpévn pe 21: 1 @iaAidio Twv 11 mL (£To1po TTPog
Xprion)

To @iaAidio TepiExel, TNV nuépa Tou Trapackeuddetal, 260 kBqg
gmonuacuévng ue 1dio ' ayyelotevoivng | o pUBUICTIKG PE OAUTIOUMIVN
Bodivolu opoU Kal pia XPWOTIKA.

BaBuovounTtég: 6 @iaAidia Tou 1 mL (éToiya Tpog xprAon)

Ta BaBuovounTg @iaAidia TTEPIEXOUV ayYEIOTEVaIVN | OE CUYKEVTPWOEIG aTTO
0 péxpr katd mpoaéyyion 30 ng/mL, o€ puBuIoTIKS e aAuTTouivn Bodivou
opou kai agidio Tou Natpiou (<0,1%). H akpIBAg ouykévipwaon avaypdgeeTal
oTnVv €TIKETA KABE piaAidiou. Ta BaBuovounTAg eival BaBuovounuéva pe Baon
10 RP 86/536.

Acgiypa eAéyxou: 1 @laAidio Tou 1 mL (é1o1po TTPOG Xprion)

To @iaAidio Trepiéxel ayyelotevaivn | o€ puBpIoTIKS pe aAutroupivn Bodivou
opou kai agidio Tou Natpiou (<0,1%). H avapevouevn TIuA Kupaivetal yeTagu
TWV CUYKEVTPWOEWV TTOU avaypA@ovTal g€ eTTITTAEOV QUAAGDIO.

EvlupaTikég avaoToAéag: 1 @iaAidio (Auo@IAnupévo)

Mepiéxer emriong agidio Tou Narpiou (<0,1%).

AigAupa TAUONG (20x): éva @iaAidio Twv 50 mL

To cupTTUKVWPEVO dIGAUPA TTPETTEI VO apaiwbEi TTpIV aTré Tn XPnon.
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AMNAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN MAPEXONTAI

O atraItouuevog epyacTnPIakog £E0TTAIGUSG, ETTITTAEOV TOU ouvhBoug, gival o
egng:

*  uIKpomTTETEG aKpIfeiag (75 pL, 100 pL).

*  pubuiféuevol diavopeig (200 pL, 300 uL; 2 mL).

. udaToAouTpo.

*  Aoutpd TTayou.

*  Migep TUTTOU VOrtex.

*  Shaker pe opigdvtia TTAATQSOpUa TTAAIVOPOUNONG 1 WE TTAAT@OpUa
TaAdvTwong.

*  200TnUa amTéxXuUonG.

*  gamma counter o€t yia lWdio 125

AIAAIKAZIA

MpoeToipacia kal aTTOOAKEUON TWV AVTISPACTNPIWV
MpoeToipaagia Tou SiAAUPOTOG TOU EVIUHATIKOU avOaoTOAEN

To mepIEXOUEVO TOU PIaAIBIOU OVOCOUCTATAI TIPOCOETOVTOG TOV OYKO KPUOoU
atmeaTayuévou vepou (4 °C) Trou avaypd@eTal oTnV ETIKETA KAl AVOKATEUOVTAG
oTo vortex. O avacuoTapévog evEUUOTIKOG avaoToAédg BiaTnpEiTal oToug 2-8
°C Péxpl TNV nuepopnvia ARgng Tou kit.

MNpoeToipagia Tou SiIGAupa TTAUONG

MpooBéaTe 1O TrEPIEXOUEVO TOU PIaAiBIou o€ 950 mL atreaTayuévou vepou Kai
opoyevoTtroinoTe. To apaiwpévo dIGAUpa PTTopEl va atroBnkeudei aToug 2-8
°C péxpI TNV nueEpopnvia ARgng Tou kit.

EvqupaTiké BApa — rapaywyn tng ayyeiotevoivng |

MopaTnpARoEI§ KOl CUCTACEIG

O evQupatikog avaoToAéag TTpémmel va wuxBei otoug 4 °C Trpiv
TTpooTEDEI 0TO dEiypa.

*+ Kol o1 dUo Beppokpacieg emwaang (4 °C kai 37 °C) mpémel va
TnenBouv auoTnpd * OoKOPa Kal PIKPEG SIAKUPAVOEIS PTTOpoUv va
TIPOKaAéoOUV goBapd oPAAUATA OTOV TTPOCOIOPICHO.

* O xpdvog TnG evUUATIKAG ETTWACNG TTPIV TNV KUPIWG ETTWaCN (0TOUg
37 °C) mpémel va kabopioTei 600 T0 duvaTOV OKPIRECTEPA KAl va
KpaTNOei o€ oTEVA OpIa yIa TO OUVOAO CWANVapiwv.

*  H rtaxdmnta avgnong 1ng Beppokpaciag amd Toug 4 °C otoug 37 °C
Kal n akdAoubn avtioTpoen TITWON gival Kpioipeg. ‘Eva udatéAoutpo
KUKAOQOPOUVTOG vEPOU gival KATAAANAO yia Tn B€puavarn, Kai n Xprion
€VOG AOUTPOU TTAYWHEVOU-WUXPOU vEPOU evaEiKvUTAl yia TNV WUOgn.

« H taxUmnta adfnong kai TTWong Tng Oeppokpaciag pTopei va
BeATIWOE pe TN XprAoN CWANVAPIWY TTOU €ival KOTOOKEUATHEVA OTTO
UAIKO pE KOAT BepUIKA aywyipuotnTa (YUaA).

*  Ed&v avapéveTal xaunAr evepydtnta pevivng TTAAGHATOG 01O dgiyua, o
XPOVOG ETTWACNG TOU eviuPaTIKOU BANOTOG PTTOPET va TTapaTabei péxpl
3 wpeg.

EvQupariké BApa — diadikagia

Mpoooxn : Ta BaBuovounTtiig Ka To deiypa eAéyxou dev
TIPETTEI VO UTTOOTOUV KOMIA eTTEEEPYATial.

*  [lpocBéoTte 200 pL Trpo-wuypévou evfuuaTikoU avaoToAéa oe 200 uL
KGOe deiyuaTOg TTAGOUOTOG KAl AVAKATEWTE OTO vortex.

*  XwpioTe kGBe deiypa og dvo ioa pépn Twv 200 yL.

*  TomoBetroTe TO TTPWTO aTd Ta dUO ioa pépn o€ AouTpd TTAyou OTO
wuyeio (TTpoopileTal yia Tov TTPOCBIOPIOCUO TnG ayyelotevaivng |
uttéabpou atoug 4 °C).

+  TomoBetioTe TO deUTEPO yIa pia wpa oe udatéAoutpo oToug 37 °C
(TrpoopiceTal yia Tov TTPoadIoPICUO TG TTapayouevng ayyeloTevaivng |
oToug 37 °C).

*  EmwdoTe kai Ta 800 deiypata yia 1 wpa.

*  Metd TV eWwaon, Yugre ypriyopa Ta deiypata atmod toug 37 °C aToug
4 °C xpnoipotrolwvtag Aoutpd vepou -Trdyou.
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Aiadikacia avoooeggéTaong

BAua 1
MpooOnkeg
2Ta EMOTPWHEVA PE
avTiowpa cwAnvapia
TpoaBéoTe dladoyIKa:

BAupa 2
Emrwaon
EmwdoTe 2 wpeg oTOUg
18-25 °C pe avadeuon
(> 280 rpm).

BAua 3
Métpnon
ATTOXUOTE TTPOTEXTIKA
TO TTEPIEXOHEV TWV
owAnvapiwv (ektég
ammd Ta 2 cwAnvdpia
«ONIKEG KPOUTEIGY).
MAOvTE pe 2 mL
diaAUpaTog TTAUONG.
ATTOXUOTE 2 QOpPEG.

75 pL BaBuovountig,
OeiypaTog eAéyxou 1
O¢eiypaTog petd atmod
€vCUUATIKA €TTWOON
oe 37 °C ka1 4 °C
avTigToixa Kal
100 L 1ixvn@ém.” MeTpAoTe TN
padievépyeia (cpm)
yia 1 AeTITd.

AvaKaTéYTE.

*Ta BaBuovounTng, To deiypa AEyXou Kail Ta deiypaTa TTou avaAlovTal TTPETTEN
va yuxBouv atoug 4 °C mrpiv To TITTETAPIoUA. AVOKATEWTE EAQPPE OTO vortex
Ta SeiypaTa TPIV Ta TTPOCOECETE.

**MNpocbéote 100 UL 1xvnBETN O€ 2 emMTTAEOV CWANVAPIA YIa va EXETE TO
«OAIKG cpmy.

ANMOTEAEZMATA

Ta amoteAéopata Twyv OelyddTwy uttoAoyidovtal pe TTapeuoAr otnv
TIPOTUTIN KAUTTUAN. H KapTrOAn XpnoiyoTIolEiTal yia TOV TTPOGBIOPITHS TwV
OUYKEVTPWOEWV ayyeloTevaivng | o€ delypaTta TTou HETPWVTAI TAUTOXPOVA UE
10 BaBuovounTng.

MpoéTutrn KaUTUAN

Ta atToTeAéopaTa OTO TUAMA TTOIOTIKOU EAEyXOU UTTOAOYIOTNKAvV«OTaBuIoUEVN
KUBIK maAivépdéunon», ue Tov Aoyo B/T i B/B, otov logit kdBeto dfova
KOl TIG OUYKEVTPWOEIG TNG avaAuduevng ouciag Twv BabuovounTtwv oTo,
AoyapiBuiké opiddvTio G&ova (ng/mL).

AMeG pEBOBOI avaywyng Twv OedoPEVWY UTTOPE va dWOOoUV EAAPPWG
OIaPOPETIKA aTroTEAETUATA.

OAIkf padievépyeia: 68.511 cpm
BaBuovountég | Ayyeiotevaivn | cpm (n=3) BIT (%) BI/B, (%)

I (ng/mL)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13 732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5 431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 7,13

(Mapdaderyua mPoTUTTNG KAUTTUANG, va [N xpnoiuotroin6ei o utroAoyiououg)
Agiypara

Ma 1o deiypa eAéyyou kal Ta deiypata Tou emmwddovTal otoug 4 °C 1 oToug
37 °C, onueiwote v Ty B/T A 10 B/BO oTOV K&BeTO Gova, £TTeEima TO
avTioTOIXO Onpeio oTnv KauTTuAn Kal diaBdoTe oTov opiddvTio Ggova Tnv
avtioTolxn ouykévipwon ayyelotevaivng | o€ ng/mL.

Y1roloyiopdg TnG evepyoTnTag pevivng TTAGOPATOG

O 1mpoodiopiopdg TNG EveEPYOTNTAG PEVIVNG TTAGOUATOG YiveTal EUUECT, HECW
NG METPNONG TNG in vitro TTapaywyng Tng ayyeiotevaivng | (A-1) ava wpa. MNa
Tov utrohoyiopd TNG PRA, n A-l utréabpou, Trou TTpoadiopileTal oTa deiypaTta

mAdoparog Ta otoia emmwdadlovTial otoug 4 °C, agaipeital amd v A-l TTou
mapdyetal atoug 37 °C, Pe Tn Xprion TG TTapakdaTw e&iowong:

[ A-l (37 °C) — A-l (4 °C) ] x 2

PRA ng A-l /mL/hr =
Xpovog evQUUATIKAG ETTWACNG (WPEG)
Otrou

A-1 (37 °C): ouykévTpwan ayyelotevaivng o€ ng/mL oTo deiypa TTou ETTwadeTal
oTtoug 37 °C

A-l (4 °C): ouykévipwan ayyelotevaivng o€ ng/mL oTo deiypa TTou eTwadeTal
atoug 4 °C

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mporteivoupe 10 KABE EPyaOTrPIO VO KABIEPWATEI TIG DIKEG TOU TIHEG AVAPOPAG.
O1 mipég TnG PRA 110U TTOpOUGIAZovVTal TIOPOKATW £ival ATTAWG EVOEIKTIKEG.
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N YFIEIZ ENHAIKEZ 2.5 -975 Mediana Min-Max
mooooté | (ng/mL/w) | (ng/mL/k)
(ng/mL/&w)

38 | Nwpic pwi, "YTTia 68éon 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 |Opbia Béon 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

AemrTopEPAG TEPIYPAPH TTANPOPOPIWV OXETIKA HE TIG OVOMEVOUEVEG
TIpEG yia Tandid (ava nAikia), rapadérovral oto @UAAo "APPENDIX".

EAErXOzZ NOIOTHTAZ

H owoTA epyacTnpiakn TTPOKTIKA TTPOUTTOBETEI TNV TOKTIKA XPron OelyuaTwy
eAéyyou, TTpokeIyévou va Olac@aAifeTal n TToIOTNTA TWV ATTOTEAECUATWV.
H emeCepyaoia Twv SeIyUATWY QUTWYV TTPETTEI VA YiveTal Ye Tov idlo TPOTTO
ME TOV OTTOIO YivETal N €TTECEPYATia TV AYVWOTWY SelyudTwy. ETmITAéoy,
oucoTAvVETal N avdAuon Twv atmmoTeAEGUATWY TOUg va yivetal Pe Tn BoRdeia
TWV KATAAANAWY OTATIOTIKWY HEBOOWV.

e mepimTwon emdegivwong ouokeuaoiag f €dv Ta atroTeAéouata  TTou
TTPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINCN aATTGdO0NG, TTOPAKAAW EAATE OF€ ETTAQN)
ME TOV TOTTIKO OIaVOPED OAG 1 XPNOIYOTIOINCTE TNV akOAoubn OielBuvan
nAekTpovikou Tayxudpopeiou: imunochem@beckman.com

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOZHZ
(BAémre T ogAida “APPENDIX” yia meploadTepeg AsTITOuépEIES)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKG dedopéva TTapEXovTal HOVO we TTaPAdEIyUa.
H a1mmédoon TTou eTITUYXAVETAI € KABE EPYAOTHPIO UTTOPET Va DIOPEPEL.

EvaioBnoia

AvaAuTiki evaioBnoia: 0,07 ng/mL
Agitoupyiki guaicdnoia: 0,20 ng/mL
E&ei1dikeuon

To avTiowpa TIOU XPNOIYOTIOIEITAI OTNV AvOOOEEETaon eival  uwnAd
eCeidikeupévo yia Tnv ayyelotevoivn | EEaipeTik XaunAr dlaoTaupwTh
avTIdPACTIKOTNTA TTapATNERONKE PE TNV ayyelotevaivn .

EmmAéov, n emppory mBavwyv TapepfoAwv oto atmotéAeopa NG PRA
eCaheipeTal ye TNV agaipeon Tou uTTéRabpou.

AkpiBeia

EvT16g Tng SoKIunAg

Aciypata egetdotnkav 25 @opég atny idia oeipd. O1 ouVTEAEOTEG ATTOKAIONG
TTOU TTPOEKUYAV NTav PIKPSOTEPO! 1 iool pe 11,3%.

EkT16G Tng SOKIUAG

Aciypata egetdotnkav U0 @opég 1o KabBéva ot 10 diagopeTikég aelpég. Ol
OUVTEAEOTEG ATTOKAIONG TTOU TTPOEKUYAY ATAV PIKPOTEPOI 1) iool pE 20,9%.
AxpiBeia

E&dpTtnon Tng ev{UUATIKAG ETWAOCNG ATTO TOV XpOVo

Ta deiypara eTwaAcTNKAV PE TOV evCUPATIKO avaoToAéa yia 60, 120 kar 180
AeTITA. Agv BpéBnke Kapia onuavTikn eTidpacn oTa amoteAéopara Tng PRA
Aokiuf apaiwong

Aeiyparta TTAGOpaTog apaiwbnkav dIadoXIKG 0To uNdEVIKO BabuovounTo Tou
kit. Ta TTOOOOTA AVAKTNONG KUpaivovTav PeTagu 78% kal 99%.

AoKIPR avdkTnong

M'vwoTég ToodTNnTEG ayyeloTevaivng | TpooTéBnkav o€ deiypara TAGopaTog.
Ta TT0o00TA avaKTNoNG Kupaivovtav petagl 104% kai 123%.

EUpog pérpnong (amd avaAuTtikh euaiobnoia €wg Tov  uwnAdTEPO
BaBuovountn) : amd 0.07 péxpr katd rpoagyyion 30 ng/mL.

NEPIOPIZMOI

H pn TApnon Twv odnyIWV TToU TTEPIEXOVTAI OTO EVTUTTO PTTOPEI VO ETTNPEATEI
ONMAVTIKA Ta ATTOTEAETHATA.

Ta amoteAéopara TPETTEl va epunveuBoUv AauBavovTag uTtéwn Tn GUVOAIKT)
KAIVIKR TTapougiacn Tng acBevoug, cuptrepIAapBavopévwy TnG KAIVIKAG
10Topiag, Twv Oedopévwy aTTO CUPTTANPWUATIKEG €EETAOCEIG Kal GAAWV
KATAAANAWY TTANPOPOPIWV.

ATroQUYETE T Xprion Bapid aipdAuon, IKTEPIKA A AiITTaipikd deiyuaTa.

Ma Tpoadiopiopolg TTOU XPNOIYOTTOIOUV avTICWHATA, UTTAPXEl TBavoTnTa
TapEUPOAAG atrd eTEPOPIAG avTiIowpaTa oTo Oeiypa Tou aoBevoug. Ol
agbeveig Tou ApBav oe cuxvh €maeR pe {Wa R ékavav avoooBepaTreia
N OIayVWOTIKEG €TTEPRACEIG PE Tn PorBeid AvOCOCPAIPIVWV 1) TUAMATA
avoooa@aipivng mlavov va Trapaydyouv avTiowuara, m.X. HAMA, TTou
TTapePBAAAOUV OTOUG AVOCOTTPOCSIOPICHOUG.
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Ta ev Aoyw TrapepBdaiAovia avTiowpata mOavévy va  TTPOKAAECOUV
eo@aApéva amoteAéopata. Na agloAoyeite TTPOTeKTIKA Ta atroTeAéouara
aoBeVWV TTOU UTTOTITEUEDTE OTI PEPOUV QUTA TA QVTICWUATA.
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RINKINYS RADIOIMUNINIAM ANGIOTENZINO |,
VERTINANT PLAZMOS RENINO AKTYVUMA (PRA),
NUSTATYMUI IN VITRO ZMOGAUS KRAUJO PLAZMOJE
Diagnostikai in vitro.

PRINCIPAS

Radioimuninis tyrimas Zmogaus plazmos renino aktyvumui (PRA) nustatyti
yra grindziamas susidariusio fermentinés reakcijos metu produkto —
angiotenzino | kiekio matavimu.

Renino substrato angiotenzinogeno fermentinio susiskaidymo rezultatas —
angiotenzino | susidarymas kraujo plazmoje vyksta dalyvaujant inhibitoriui,
kuris blokuoja angiotenzino | virsmg angiotenzinu .

Radioimuninis angiotenzino | nustatymas yra vienas i§ konkurencinio
pobddZio tyrimy. Tyrimo pavyzdZiai, kontroliniai ir kalibruoti méginiai
inkubuojami su '?| pazymétu ant-angiotenzino | polikloniniais antikinais
padengtuose mégintuvéliuose. Inkubavimui pasibaigus meégintuvéliuose
esantis skystis nukoSiamas, mégintuvéliai praplaunami ir matuojamas 125 |
suriStas aktyvumas. Angiotenzino | koncentracija nustatoma interpoliacijos
metodu pagal kalibravimo kreive.

JSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES
Bendros pastabos:

. Prie$ pilant j mégintuvélius fermento inhibitoriaus tirpalas, kalibruoti,
kontroliniai ir tiriami meéginiai turi bati 2-8 °C temperatdros.

. Buteliukus su kalibravimo ir kontroliniais méginiais laikyti atidarytus
minimaly laiko tarpa, kad neiSgaruoty skystis.

*  Nemai8yk skirtingy rinkiniy partijy reagentus.

»  Standartiné kreivé turi bati nustatyta kiekvienam tyrimui.

*  Tyrimg siGloma atlikti naudojant dublikatus.

»  Kiekvienas meégintuvélis turi bati panaudotas tik vieng karta.
Pagrindinés radiacinés saugos taisyklés

Isigyjant, naudojant ir gabenant radioaktyvias medziagas batina laikytis
toje Salyje nustatyty radiacinio saugumo normy ir darbo su radioaktyviomis
medziagomis sanitariniy taisykliy. Laboratorijose draudziama valgyti, gerti,
rakyti, naudoti kosmetika.

+  Salia radioaktyviyjy medziagy negalima valgyti, gerti, rikyti ar taikyti
kosmetikos priemones

*  Negalima pipetuoti radioaktyviyjy tirpaly burna.

*  Venkite bet kokio kontakto su radioaktyviomis medziagomis,
maveédami pirstinémis ir vilkédami laboratorinius chalatus.

* Visos manipuliacijos su radioaktyviomis medziagomis turi bdati
vykdomos tinkamoje vietoje, toli nuo koridoriy ir kity judriy viety.

* Radioaktyvios medziagos turi bati saugomos konteineryje tam skirtoje
vietoje.

* Turi bdti vedama savalaiké visy radioaktyviy produkty gavimo ir
saugojimo registracija.

*  Laboratoriné jranga ir stikliniai indai, kurie gali bati uztersti, turéty bati
atskirti, siekiant iSvengti kryzminio uztersimo skirtingais radioizotopais.

*  Kiekvienas radioaktyvaus uzter§Simo ar radioaktyvios medziagos
praradimo atvejis turi bati tvarkomas pagal nustatytas procediras.

* Radioaktyvios atliekos turi bdti tvarkomos pagal Salyje nustatytas
taisykles.

Natrio azidas

Kai kuriuose rinkinio komponentuose yra natrio azido, atliekancio
konservanto vaidmenj. Reaguodamas su $vinu, variu arba Zalvariu, natrio
azidas sudaro sprogstamus metaly azidus. Apdorotus reagentus reikia
atskiesti dideliu vandentiekio vandens kiekiu, po to juos galima nupilti j
kanalizacijg.

Zmogaus kilmés medziagos

Su tiriamais Zmogaus plazmag méginiais batina elgtis kaip su potencialiais
infekcijos neSiotojais, galinCiais uzkrésti AIDS ir hepatito virusais. Atlieky
utilizavimas turi bati atliekamas pagal jstatymus.
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VISUOTINAI SUDERINTOS SISTEMOS (GHS)
PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA

Tracer

Inhibitor

Wash Solution (20X)

32 of 61

ATSARGIAI

b

H317

H412
P273

P280

P333+P313

P362+P364

PAVOJINGA

&

H317
H360
P201

P280

P308+P313

P333+P313

P362+P364

PAVOJINGA

H360
P201

P280

P308+P313

Gali sukelti alerging odos
reakcijg.

Kenksminga vandens
organizmams, sukelia
ilgalaikius pakitimus.
Saugoti, kad nepatekty j
aplinka.

Maveti apsaugines pirstines,
vilkéti apsaugine apranga

ir naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.

Jeigu sudirginama oda arba
jg iSberia: kreiptis j gydytoja.
Nusivilkti visus uzterStus
drabuzius ir iSskalbti pries
vél apsivelkant.

misinys:
5-chlor-2-metil-4-izotiazolin-3-ono
[EB Nr. 247-500-7] ir
2-metil-4-izotiazolin-3-ono
[EB Nr. 220-239-6] (3:1)
<0,05%

Gali sukelti alergine odos
reakcija.

Gali pakenkti vaisingumui
arba negimusiam vaikui.
Prie§ naudojima gauti
specialias instrukcijas.
Mavéti apsaugines pirstines,
vilkéti apsaugine apranga

ir naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.
ESANT salyciui arba jeigu
numanomas salytis: kreiptis
| gydytoja.

Jeigu sudirginama oda arba
jg iSberia: kreiptis j gydytoja.
Nusivilkti visus uzterstus
drabuzius ir iSskalbti pries
vél apsivelkant.
8-Hidroksichinolinas 0,1 -
0,2 %

Gali pakenkti vaisingumui
arba negimusiam vaikui.
PrieS naudojima gauti
specialias instrukcijas.
Muaveti apsaugines pirstines,
vilkéti apsaugine apranga
ir naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.
ESANT salyciui arba jeigu
numanomas salytis: kreiptis
| gydytoja.

Boro ragstis 0,1 - 0,3 %
Natrio borato dekahidratas
0,1-0,3 %



Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje
techdocs.beckmancoulter.com

MEGINIY EMIMAS, PARUOSIMAS, LAIKYMAS
IR PRASKIEDIMAS

Kraujas surenkamas j atSaldytus mégintuvélius su EDTA.
*  Centrifuguojant atskirti kraujo plazma 2-8 °C temperatiroje.

» Jeigu tyrimas nebus atliekamas i$§ karto, plazmos méginius reikia
suskirstyti atskiromis dalimis ir uzsaldyti <-20 °C temperataroje (iki 1
mety). Vengti pakartotino méginiy uzsaldymo ir atsildymo.

Démesio: imant ir apdorojant méginius batina palaikyti 2-8 °C plazmos
temperatirg. Tiksliai laikantis sidlytiny salygy

PATEIKIAMOS MEDZIAGOS

Visi reagentai yra patvaris laikant juos 2-8 °C temperatiroje, kol pasibaigs
rinkinio galiojimo terminas.  Reagenty laikymo salygos jiems iStirpus
arba juos praskiedus nurodytos skyriuje ,Procedira‘“. Buteliuky su
reagentais etiketése nurodyta galiojimo terminas galioja tik laikant reagentus
gamybinémis sglygomis iki pat rinkinio komplektavimo ir netaikytina vartotojo
gautai produkcijai.

Mégintuvéliai, padengti anti- angiotenzino | polikloniniais antikiinais:
2x50 vnt. (paruosti naudoti).

Zymiklis, 'l angiotenzinas: 1 buteliukas, 11 ml (paruo$tas naudoti).

Pagaminimo dieng buteliuke yra 260 kBk % | angiotenzino | buferyje su jaugio
serumo albuminu.

Kalibruoti méginiai: 6 buteliukai po 1 ml (paruosti naudoti.)

Kalibruotuose méginiuose yra angiotenzino | kiekiai, kuriy koncentracijos
Zmogaus kraujo serume diapazonas yra nuo 0 iki mazdaug 30 ng/ml buferyje
su jaucio serumo albuminu ir natrio azidu (<0,1 %). Tikslios koncentracijos,
kalibruotos vadovaujantis RP 86/536 tarptautiniu standartu Zzmogaus kraujo
serume, nurodytos buteliuky etiketése.

Kontrolinis serumas: 1 buteliukas, 1 ml (paruostas naudoti).

Buteliuke yra Zmogaus kraujo serumas su tam tikru angiotenzino | kiekiu
buferyje su jaucio serumo albuminu ir natrio azidu (<0, 1 %). Tikétinas
koncentracijos diapazonas nurodytas pridétame lapelyje.

Fermento inhibitorius: 1 buteliukas (liofilizuotas preparatas).
Preparate yra natrio azido (<0, 1 %).

Praplovimo tirpalas (20x): 1 buteliukas, 50 ml.
Koncentruotg tirpalg prie$ naudojima reikia praskiesti.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS
MEDZIAGOS

Be standartinés laboratorinés jrangos, reikalingi:
*  mikropipeté (75 pl, 100 pl);
*  pusiau automatiné pipeté (200 pl, 300 pl; 2 ml);
* vandens vonelé;
. ledo vonelé;
»  Vortex tipo stkurinis maiSytuvas
*  horizontalus arba orbitinis kratiklis;
«  Ciurkslinis siurblys;
+  gama skaiciuotuvas '?°| aktyvumui skaiciuoti.
PROCEDURA
Reagenty paruosimas ir laikymas
Fermentinio inhibitoriaus tirpalo paruosimas.

Buteliuko turinj istirpdyti atSaldytu ligi 4 °C distiliuotu vandeniu, kurio kiekis
nurodytas buteliuko etiketéje. Kruopsciai sumaisyti. Paruosta darbui
inhibitoriaus tirpalg laikyti 2-8 °C temperatiroje, kol pasibaigs rinkinio
galiojimo terminas.

Praplaunamojo tirpalo paruosimas

Supilkite buteliuko turinj j 950 ml distiliuoto vandens ir iSmaisykite. Praskiestg
tirpalg galima sugoti 2-8 °C temperatiroje, kol nesibaigs rinkinio galiojimo
laikas.

PI-IM3518-09

Fermentacijos etapas - angiotenzino | susidarymas.
Pastabos ir rekomendacijos

*  Prie§jlasinantjtiiamus méginius fermentinio inhibitoriaus tirpalg reikia
atSaldyti ligi 4 °C distiliuotu vandeniu.

« Bdtina grieztai laikytis inkubacijos Sildant ir Saldant (4 °C ir 37 °C)
temperatlros salygy, kadangi net nedideli nuokrypiai nuo sidlytino
rezimo gali sukelti rimty tyrimo rezultaty iSkraipymy.

* Enziminés stadijos trukmés (inkubacija 37 °C temperatiroje) turi
bati laikomasi kuo tiksliau, praktiSkai j turi bati vienoda visiems
mégintuvéliams.

*  Meégintuvelio susildymo iki 37 °C ir vélesnio jo atSaldymo greicio
reikSmé yra principiné. Sildant rekomenduojama naudotis vandens
vonele su vandens cirkuliacija, o Saldant — ledo vonele.

«  Siekiant pagreitinti Sildymo ir Saldymo procesy rekomenduojama
naudotis mégintuvéliais i$ laidZios Silumai medziagos (stiklo).

*  Méginiy su tikétinai Zemu plazminio renino aktyvumu inkubacijos
Sildant trukme galima prailginti iki 3 valandy.

Enziminis etapas:

Démesio: nerekomenduojama apdoroti kalibruoty ir
kontroliniy meéginiy.

* ]| mégintuvélius jlasinti 200 pl tiriamos plazmos méginiy ir papildyti juos
po 200 pl atSaldyto inhibitoriaus tirpalo. Kruop$€iai sumaisyti.

*  Kiekvieno megintuvelio turinj suskirstyti j dvi dalis po 200 pl.

*  Vienos dalies mégintuvélius panardinti j ledo vonelg ir jdéti j Saldytuva.
8i megintuvéliy grupé skirta angiotenzino | baziniam lygmeniui
nustatyti 4 °C temperatiroje.

* Antrgjg mégintuvéliy grupe, i$ kuriy bus vertinama angiotenzino |
susidarymo greitis, panardinti j vandens vonele 37 °C temperatiroje.

*  Visus méginius inkubuoti 1 valanda.

*  Inkubacijai pasibaigus 37 °C temperatiroje greitai atSaldyti méginius
iki 4 °C ledo voneléje.

Radioimuninis tyrimas

| zingsnis
Uzpildymas
komponentais”
| antikGnais padengtus
mégintuvélius
nuosekliai pilti:

Il Zingsnis
Inkubacija

Ill Zingsnis
Rezultaty matavimas

Inkubuoti 2 valandas
18-25 °C temperatiroje
nuolat kratant. (>280
osc./min.)

Kruop$¢iai pasalinti
meégintuveéliy turinj
(iskyrus ,T“ méginius).

75 pl kalibruoty,
kontroliniy ir tiriamuyjy
meéginiy po enziminio
etapo 37 °Cir 4 °C

temperatdroje ir

100 pl Zymiklio.”

Praplauti mégintuvélius
2 ml praplovimo
tirpalu. Pasalinti skystj.
Pakartoti aspiracijos
procedirg.
Visuose
meégintuveéliuose
iSmatuoti 125l
aktyvumg (sk&./min.)
per 1 minute.
Sumaisyk.
*Prie§ jneSant | mégintuvélius kalibruoti, kontroliniai ir tiriami méginiai turi bati

atSaldyti iki 4 °C temperataros ir kruops¢iai sumaisyti.
**Siekiant nustatyti 125 | bendrajj aktyvuma (T), sk&./min. j du papildomus
mégintuvélius jpilti po 100 pl Zymiklio tirpalo.

REZULTATAI

Rezultatai apskaiCiuojami interpoliacijos metodu i$ kalibravimo kreives,
nubraizytos tuo pat metu, kai atliekamas nezinomy pavyzdziy tyrimas.

Kalibravimo kreivé

Apskaiciuoti kokybés kontrolés skyriaus rezultatai svertine kubiné regresija
kreivés pritaikyma, logit vertikaliojoje aSyje nurodant B/T arba B/B, , o
logaritiminéje horizontaliojoje aSyje — kalibratoriy analités koncentracijg
(ng/ml).

Naudojant kitus duomeny redukcijos metodus, rezultatai gali Siek tiek skirtis.
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Bendras skaicius: 68 511 ské./min.
Kalibratoriai | Angiotenzinas | ské&./min. BIT (%) BI/B, (%)
I (ng/ml) (n=3)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Standartinés kalibravimo kreivés pavyzdys. Nesinaudoti skaic¢iuojant
rezultatus.)

Eminiai
Kiekvienam kontroliniam ir tiiamam meéginiui, inkubuotam 4 °C ir 37 °C
temperatiroje, vertikalioje kalibravimo kreivés aSyje reikia rasti B/T arba

B/BO reikSme, o horizontalioje aSyje — atitinkama angiotenzino | (ng/ml)
koncentracijg.

Plazmos renino aktyvumo skai€iavimas

Plazmos renino aktyvumas skaiCiuojamas netiesioginiu metodu i$
angiotenzino | (A-l) kiekio, susidariusio in vitro per vieng valandg. Bazinis
A-l lygmuo,

[A-l (37 °C) - A-l (4 °C)] x 2

PRA [(ng A-l/ml)/h] =
inkubavimo laikas (h)

kurioje:

A-l (37 °C) - antiogenzino koncentracija po méginio inkubavimo 37 °C

temperatiroje (ng/ml).

A-l (4 °C) - antiogenzino koncentracija po meéginio inkubavimo 4 °C

temperatdroje (ng/ml).

TIKETINOS VERTES

Kiekvienai laboratorijai patartina nustatyti savo standartinius PRA lygmenis,
atitinkancius normatyvus. Zemiau pateikti rezultatai yra orientaciniai:

N Sveikiems suaugusiems 25-975 Mediana Min-Max
percentil | (ng/ml/val.)|(ng/ml/val.)
(ng/mlival.)
38 | Anksti ryte, guléti 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
41 | Stovi 2 valandas 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Detali informacija apie numatomy verciy vaikams (surasiuotas pagal
amziy) galima rasti duomeny lapo priede " APPENDIX "

KOKYBES KONTROLE

Vadovaujantis ,Good laboratory practices” (geri laboratoriniai jgidziai)
metodais atliekamy tyrimy kokybei patikrinti, batina reguliariai naudotis
kontroliniais pavyzdziais, kuriy tyrimo etapai tokie patys kaip ir tiriamujy
méginiy. Kokybés tikrinimo rezultatus patartina apdoroti taikant specialius
statistinius metodus.

Tuo atveju, kai pakuoté rimtai pazeista arba gauti rezultatai nesutampa su
tyrimy charakteristikomis, praSome kreiptis j misy specialistus: Elektroninis
pastas: imunochem@beckman.com
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ANALITINES CHARAKTERISTIKOS

(detalesné informacija pateikiama skyriuje ,,APPENDIX")

Tipingi duomenys pateikiami tik kaip iliustracija. Atskirose laboratorijose gauti
efektyvumo duomenys gali skirtis.

Jautris

Analitinis jautrumas: 0,07 ng/ml
Funktionis jautrumas: 0,20 ng/ml
SpecifiSkumas

Siame rinkinyje panaudoti antikinai pasizymi auk$tu specifiSkumu prie$
angiotenzing |. KryZminé reakcija su angiotenzinu Il labai maza.

Be to, bazinio angiotenzino | lygmens skaiCiavimas eliminuoja Salutiniy
faktoriy jtakg PRA.

PreciziSkumas
Analizés metu

Méginiai tirti atlikus 25 pakartojimy tarp vieno Zyméjimo serijos.Lygmeny
variacijy koeficientas nevirsijo 11,3 %.

Tarp analiziy

Dubliuoty méginiy tyrimas atliktas su 10 skirtingy Zyméjimy serijomis.
Lygmeny variacijy koeficientas nevirsijo 20,9 %.

Tikslumas
Priklausomybé nuo enziminés stadijos trukmés

Plazmos méginiai buvo inkubuoti su fermento inhibitoriumi per 60, 120, 180
minuc€iy. Jokios jtakos PRA tyrimo vertinimo rezultatams nepastebéta.

Praskiedimo testas

Serijiniai plazmos meéginiai buvo skiedziami ,nuliniu“ kalibruotu méginiu.
ISeigos dydis sudaré nuo 78 iki 99 %.

»Atsidarymo“ testas

Plazmos méginiai buvo papildyti tam tikrais angiotenzino | kiekiais. ISeigos
dydis sudaré nuo 104 iki 123 %.

Nustatymo ribos (nuo analitinio jautrumo iki auk$ciausios kalibravimo
méginio reikSmes): 0,07 iki mazdaug 30 ng/ml.

RIBOJIMAI

Tyrimo metodikos nepaisymas gali iSkraipyti tyrimo rezultatus.

Tyrimo rezultatai turi bati interpretuojami bendrame paciento klinikinio
vaizdo kontekste, jskaitant anamneze, kity testy duomenis ir kitokig tinkama
informacija.

Nenaudokite lipeminiy, Gminiy ar hemolizuoty bandiniy.

Tyrimams, kuriuose naudojami antiktnai, gali trukdyti paciento meéginyje
esantys heterofiliniai antikGnai.  Pacientai, nuolat kontaktuojantys su
gyvinais arba tie, kuriems taikyta imunoterapija arba diagnostinés

procediros naudojant imunoglobulinus ar imunoglobuliny fragmentus, gali
sintetinti antikinus, pvz., HAMA, trukdancius atlikti imuninius tyrimus.

Tokie trukdantys antikinai gali lemti klaidingus rezultatus. Pacienty, kurie
itariami turintys Siy antikdiny, rezultatus reikia vertinti atsargiai.
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RADIOIMMUNASSAY ANGIOTENZIN-I A

PLAZMA RENIN-AKTIVITASANAK IN VITRO
MEGHATAROZASAHOZ (PRA) HUMAN PLAZMABAN
In vitro diagnosztikai hasznalatra.

MUKODESI ELV

Az Angiotenzin-l RIA a plazma renin aktivitdsanak meghatarozasahoz
hasznalatos (PRA) radioimmunassay, mely az angiotenzin-I reakcié termékét
méri.

Az angiotenzin-l az angiotenzinogén renin altali enzimatikus hasitasaval
keletkezik az ACE (Angiotenzinogén-konvertalé enzim) inhibitort tartalmazé
plazma mintakban. Ez az inhibitor az angiotenzin-I angiotenzin-ll-vé valo
atalakulasat gatolja meg.

Az angiotenzin-l immunassay egy radioimmunoldgiai kompetitiv assay. A
mintakat, kalibratorokat vagy kontrolokat poliklonalis ellenanyaggal fedett
csévekben inkubaljuk '#I-jeldlt angiotenzin-l-gyel, mint tracerrel egyiitt.
A kotott radioaktivitast ezutan gamma széamlaléval mérjik. Felvesszik a
standard gorbét és az ismeretlen mintak értékét interpolalassal allapitjuk
meg.

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
Altalanos megjegyzések:

. Az enzim-inhibitort, standardokat, kontrol mintakat és az analizalando
mintakat hasznalat elétt hiitsiik 2-8 °C-ra.

A Kkalibratorokat és kontrollokat tartalmaz6 Uvegeket a Ilehetd
legrovidebb ideig tartsak nyitva a nagymértéki parolgas elkeriilése
érdekében.

*  Ne keverjen 6ssze kuloénb6zé gyartasi szamu reagenseket.
*  Minden vizsgalathoz készitsen standardgdrbét.
*  Ajanlatos két-két parhuzamossal dolgoznunk a mérések soran.
*  Minden csoévet csak egyszer hasznaljunk.
Alapvet6 sugarzasbiztonsagi szabalyok

Radioaktiv anyagok beszerzését, felhasznalasat és szallitasat kulon
jogszabalyok irjak el6. Az alabbi alapveté szabalyok betartasa megfeleld
védelmet biztosithat:

* Radioaktiv anyagok jelenlétében ne fogyasszon ételt, italt, ne
dohanyozzon és ne hasznaljon kozmetikumokat.

*  Ne pipettdzzon szajjal radioaktiv oldatokat.

« Kerllje a radioaktiv anyagokkal torténé érintkezést: munka kézben
viseljen egyszer hasznalatos kesztyit és laboratériumi kdpenyt.

*  Minden radioaktiv anyagokkal végzett miveletet egy erre megfeleld,
folyosoktol és mas forgalmas részektdl tavol esé helyen kell elvégezni.

* Avradioaktiv reagenseket egy erre kijel6lt helyen tartott edényben kell
tarolni.

A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérdl és
tarolasardl vezessen jegyzékonyvet.

* Azokat a laboratoriumi eszkdzoket és Uvegedényeket, amelyek
radioaktiv anyaggal szennyez&dhettek, kilonitse el, hogy elkeriilje a
kiildnbdz8 radioizotdpokkal torténd keresztszennyezédést.

»  Sugarszennyez8dés vagy radioaktiv anyag kiomlése esetén tartsa be
az erre vonatkozo el6irasokat.

* A radioaktiv hulladékot kezelie az adott orszagban érvényes
szabalyoknak megfelel6en.

Natrium azid

Néhany reagens tartdsitdszerként natrium-azidot tartalmaz. A natrium azid
reakciéja 6lommal, rézzel, vagy sargarézzel robbanékony fémazidokat
eredményezhet. Ezért a natrium azid tartalmu reagenseket a lefolydba
torténd kiontés utan nagy mennyiségi folyd vizzel oblitsik le.

Emberi eredetii anyagot

Minden plazma mintat ugy kezeljiink, mint hepatitis és AIDS fert6zésre
alkalmas anyagokat és a hulladékot az adott orszagban érvényes szabalyok
szerint kell megsemmisiteni.
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GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

Allergias bérreakciot valthat
ki.

Artalmas a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

Kertlni kell az anyagnak a
kornyezetbe val6 kijutasat.
Védbkesztyl, védbéruha

és szemvédb/arcvedd
hasznalata kételez6.
Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat el6tt ki kell mosni.
keveréke;
5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EK-szam: 220-239-6] (3:1)
keveréke < 0,05%

Allergias bérreakciot valthat
ki.

Karosithatja a
termékenységet és a
szuletend6 gyermeket.
Hasznalat el6tt ismerje meg
a vizsgalatra vonatkoz6
kildnleges utasitasokat.
Véddkesztyli, védbruha

és szemvédb/arcvedd
hasznalata kotelezé.
Expozicié vagy annak
gyanuja esetén: orvosi
ellatast kell kérni.
Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

Az szennyezett
ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat elé6tt ki kell mosni.
8-hidroxikinolin 0,1 - 0,2%

Karosithatja a
termékenységet és a
sziletend6 gyermeket.
Hasznalat el6tt ismerje meg
a vizsgalatra vonatkozé
kilonleges utasitasokat.
Védbkesztyli, védbruha
és szemvéd6/arcvédd
hasznélata kételezé.
Expozicié vagy annak
gyanuja esetén: orvosi
ellatast kell kérni.



Bérsav 0,1 - 0,3%
Natrium-borat dekahidrat 0,1
-0,3%

A biztonsagi adatlap megtalalhat6 a kdvetkezd internetes
helyen: techdocs.beckmancoulter.com

MINTAVETEL, FELDOLGOZAS, TAROLAS ES
HIGITAS

* A plazma mintakat hideg, EDTA-t tartalmazé csévekbe vegyik le.

*  Aszérumot, vagy plazmat centrifugalassal kulonitsuk el a sejtektél 2-8

°C-on.
« Ha azonnal nem torténik meg a mérés a plazma mintakbdl,
— aliquotokra to6rténd szétosztast kovetben — a mintakat

<-20 °C-on téroljuk (maximum 1 évig).
felolvasztasat-lefagyasztasat.

Kerlljuk a mintak

Megjegyzés: A mintak szétosztasa soran tartsuk azokat 2-8 °C-on.
A tovabbiakban — az angiotenzin-l bomlasat vagy keletkezését
megakadalyozandé — ker(iljik a mintakkal valé manipulalast.

SZALLITOTT ANYAGOK

A reagensek a cimkén talalhaté lejarati id6ig megérzik stabilitasukat 2-8 °C
kozott torténd tarolaskor. A reagensek higitas utani tarolasi kdrilményeit lasd
az Eljaras fejezetben. A csdvek cimkéjén jelzett lejarati id6k a gyartd részére
szogaltatnak informaciét az adott komponens hosszu tavu eltarthatésagaval
kapcsolatban. Kérjik ezt az adatot ne vegyék figyelembe!

Anti-angiotenzin-l poliklonalis ellenanyaggal fedett csovek: 2 x 50 csé
(hasznalatra készen)
125|.jel6lt angiotenzin-l: 1x 11 mL (hasznalatra készen)

A csé 260 kBq '®I-jelslt angiotenzin-I-et tartalmaz a gyartas napjan BSA-t és
festéket tartalmazo pufferben.

Kalibratorok: 6 x 1 mL (hasznalatra készen)

A kalibrator csévek 0 — kb. 30 ng/mL angiotenzin-l-et tartalmaznak BSA-t és
natrium-azidot tartalmazé (<0,1%) pufferben. A pontos koncentraciét minden
Uvegen feltiintettiik. A kalibratorokat az RP 86/536 nemzetkdzi standardjaval
szemben kalibraltuk.

Kontrol szérum: 1 x 1mL (hasznalatra készen)

A cs6 angiotenzin-l-et tartalmaz BSA-t és natrium-azidot tartalmazé
pufferben (<0,1%). A pontos koncentracidk a mellékletben szerepelnek.

Enzim-inhibitor: 1 ampulla (liofolizalt)
Ez is natrium-azidot tartalmaz (<0,1%).
Mosé oldat (20x): 1 x 50 mL-es cs6
Koncentralt oldat, melyet hasznalat elétt higitani kell.
SZUKSEGES, DE NEM SZALLITOTT ANYAGOK
A standard laboratériumi felszerelésen kivil az alabbiak sziikségesek:
*  preciziés mikropipetta (75 uL, 100 pL).
«  allithat6 diszpenzerek (200 uL, 300 pL; 2 mL).
e vizflirdd
*  jeges furdé
»  Vortex kever§
* horizontalis vagy orbitalis razoé.
* leszivo rendszer.
+ 125 m¢résére alkalmas gamma szamlalé
ELJARAS
A reagensek el6készitése
Az enzim-inhibitor oldat elkészitése

A csoveken 1évé mennyiségl 4 °C-os desztillalt vizzel oldjuk fel a mintakat.
Ezutan 2-8 °C-on taroljuk azokat a kit lejarati idejéig.

A mosooldat elkészitése

Ontsiik az liveg tartalmat 950 mL of desztillalt vizbe és jol keverjik 6ssze. A
higitott oldat 2-8 °C-on tartva a kit lejarati idejéig hasznalhato.
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Enzimatikus lépés — az angiotenzin-l el6allitasa
Megjegyzések és javaslatok
* Az enzimgatlot hiitsik le 4 °C-ra hasznalat el6tt.

»  Szigoruan tartsuk be az inkubalasi hémérsékleteket (4 °C és 37 °C).
Kis eltérések is komoly mérési hibakat eredményezhetnek.

*  Amilyen pontosan csak lehet, allapitsuk meg a 37 °C-os enzimatikus
inkubalas idejét, és a tovabbiakban szorosan tartsuk azt be.

* A4 °C-rol 37 °C-ra vald melegités és a visszah(tés ideje kritikus.
Melegitéshez kever6 vizfirdét, hitéshez jeges vizfurdét hasznaljunk.

« A j0 hbvezetésl anyagok gyorsithatjdk a melegités és hités
sebességét (pl. Uveg).

. Ha a plazmaban alacsony renin aktivitast varunk, az enzimatikus l1épés
inkubalasi idejét megndvelhetjik 3 éraig is.

Enzimatikus lépés menete

[ Figyelem : Ne kezeljiik a kalibratorokat vagy a kontrol mintakat. |

*  Adjunk 200 pL el6-hltétt enzim inhibitort 200 L plazma mintahoz és
keverjik 6ssze.

*  Minden mintat osszunk két 200 uL-es egységre.

*  Helyezziik az els6t hitészekrényben lévé jéghideg vizfirdébe (a
hattér angiotenzin-| tartalom meghatarozasahoz).

*  Helyezziik a masodikat 37 °C.os vizfurdébe (a keletkez6 angiotenzin-I
meghatarozasahoz).

« 1 6raig inkubaljuk a mintakat.
*  Ezutan gyorsan hitsik le a mintakat 4 °C-ra jeges vizflirdével.
A vizsgalat menete

1. lépés 2. lépés 3. lépés
Bemérés’ Inkubacio Aktivitasmérés
Adjunk az Inkubaljuk 2 éran at Szivjuk le évatosan

18-25 °C-on razatas
mellett (>280 rpm).

a csovek tartalmat
(kivéve a total
esemény/perc-hez
tartozo csoveket).
Mossuk 2 mL
mosooldattal dket,
majd ezt is tavolitsuk
el. Szivjuk kétszer.

ellenanyag-fedett
csOvekhez

75 pL kalibratorot,
kontrolt vagy mintat a
37 °C-os enzimatikus
inkubalas és a 4 °C-os

inkublalas utan

és 100 pL tracert.” Szamlaljuk 1 6ran

at az aktivitas

(esemény/perc)
meghatarozasahoz.

Keverje dssze.

*A kalibratorokat, kontrolokat és analizalandé mintakat hiitsik 4 °C-ra
pipettazas elétt. Gyengéden keverjlk 6ssze azokat pipettazas elétt.
**Adjon 100 pL tracert a 2 kdvetkezd cséhdz a «total esemény/perc»
méréséhez.

EREDMENYEK

Az eredményeket a standard gorbe interpolalasaval kapjuk meg. A standard
gOrbe segitségével hatarozhatjuk meg a mintdkban 1évé angiotenzin-I
koncentracidjat egyazon mérésen belll hasznalva azokat.

Standard gorbe

A minGségellendrzési osztaly eredményeit kiszamitottdk sulyozott
harmadfoku regressziés goérbe mentén tortént, ahol a B/T vagy a B/B,

(ng/mL) logaritmusa pedig a vizszintes tengelyen talalhaté.
Més adat redukcios eljarasok kissé eltéré eredményeket adhatnak.

Total aktivitas 68 511 esemény/perc
Kalibratorok angiotenzin-| esemény/ BIT (%) B/B, (%)
(ng/mL) perc (n=3)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

f(/é\lstandard gbrbe csak minta, szamitashoz nem hasznalhato)
[8)



Mintak
Minden 4 °C-on vagy 37 °C-on inkubalt mintdhoz vagy kontrolhoz régzitsik a

B/T vagy B/BO0 aranyt. a fligg6leges tengelyen, és olvassuk le a hozza tartozé
angiotenzin-l koncentracio-értéket a vizszintes tengelyen (ng/mL).

A plazma renin aktivitdsanak szamitasa

A plazma renin aktivitdsanak szamitasahoz az egy o6ra alatt in vitro
keletkezett angiotenzin-l (A-I) mérésével jutunk indirekt médon. A 4 °C-on
inkubalt mintakbdl meghatarozott hattér A-l értékét levonjuk a 37 °C-on
inkubalt mintakban keletkezett A-1 értékb6él. A PRA meghatarozasahoz a
kdvetkez6 egyenletet hasznaljuk:

[A-I(37 °C) — A-I(4 °C)] * 2

PRA (ng A-I/mL/6ra) =
enzimes inkubalas ideje (6ra)

Ahol:

A-1(37 °C)= az angiotenzin-l koncentraciéja ng/mL-ben a 37 °C-on inkubalt

mintaknal,

A-I(4 °C) = az angiotenzin-I koncentracidja ng/mL-ben a 4 °C-on inkubalt

mintaknal.

VARHATO ERTEKEK

Javasoljuk minden labornak, hogy hatarozzak meg sajat normal értékiket. A
kovetkez6 PRA értékek csak példak:

N Egészséges felnottek 25-975 Kozépso Min-Max
percentil (ng/mL/éra) | (ng/mL/éra)
(ng/mL/éra)
38 | Fekvé testhelyzetben 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
41 | All6 testhelyzetben 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

A gyermekkori (életkor és nem szeribnti) vart értékekre vonatkozé
részletes informacié a metodikai leiras ,,APPENDIX” fejezetében
talalhato.

MINOSEG-ELLENORZES

A megfelel§ laboratériumi eljarasokat (GLP) szabalyoz6 kdévetelmények
szerint id6rél idére kontrol mintakkal kell ellenérizni, hogy az eredmények
megfeleléek-e. A kontrol mintakat pontosan a vizsgalati mintdknak megfeleld
maédon kell el6késziteni és lemérni. Ajanlatos az eredményeket megfeleld
statisztikai modszerekkel kiértékelni.

Amennyiben a csomagolas sérllt, vagy az adatok a kit teljesitéképességének
romlasara utalnak, kérjuk, hogy Iépjen kapcsolatba orszaganak
Immunotech képvisel6jével, vagy irjon a kovetkezé e-mail cimre:
imunochem@beckman.com

MINOSEGI JELLEMZOK
(Tovabbi részietek a Mellékletben)

A reprezentativ adatok kizarélag szemléltetd jellegek.
laboratériumok eredményei ettél eltérhetnek.

A kllonallé
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Erzékenység

Analitikai érzékenység: 0,07 ng/mL

Funkcionai érzékenység: 0,20 ng/mL

Specificitas

A kitben hasznalt ellenanyag nagymértékben specifikus az angiotenzin-I-re.
Nagyon kicsi kereszt-reaktivitas volt megfigyelheté az angiotenzin-ll-vel.

Ezen felil a PRA eredményekre gyakorolt hatasa a hattér kivonasaval
eliminalodott.

Pontossag
Intra-assay

A mintakat 25-szer mértik le egy szérian belll. A variacios koefficiens kisebb
vagy egyenld volt 11,3%-kal.

Inter-assay

A mintakat két-két parhuzamossal mértik meg 10 kilénbdzd szériabdl. A
variacios koefficiens kisebb vagy egyenlé volt 20,9%-kal.

Valéssag
Az enzimatikus inkubalas idejének hatasa

A mintakat enzim-inhibitorokkal inkubaltuk 60, 120 és 180 percig. Nme volt
szignifikans hatasa a PRA eredményekre.

Higitasi teszt

A plazma mintdkat sorozatban kihigitottuk a zéro kalibratordal. A
visszanyerési szazalék értékek 78% és 99% kozott ingadoztak.
Visszanyerési teszt

A plazma mintakhoz adtunk ismert mennyiségli angiotenzin-l-et. A
visszanyerési szazalék értékek 104% és 123% kozott ingadoztak.

Mérési tartomany (az analitikai érzékenység értékétél a legmagasabb
kalibratorig): 0,07 — kb. 30 ng/mL.

KORLATOZASOK

A jelen leirasban foglalt eldirasok be nem tartdasa jelentés mértékben
befolyasolhatja az eredményeket.

Az eredmények a beteg teljes klinikai képének (klinikai anamnézis, egyéb
vizsgalatok eredményei, mas relevans informaciok) tikrében értelmezhetdk.

Hemolizalt, icterusos vagy lipémias mintat ne hasznaljanak.

Antitesteket tartalmazé tesztek esetén fennall a paciens mintaban esetleg
meglévd heterofil antitestek interferencidjanak lehet6sége. Azok a
paciensek, akik rendszeresen allatokkal érintkeznek vagy kezelés vagy
diagnosztikus eljaras soran immunglobulinokat vagy immunglobulin
fragmenteket kaptak, antitestek (pl. HAMA) termel6déssel reagalhatnak,
melyek az immunoassay-vel interferalnak.

Ezek okozhatnak hibas eredményeket. Fokozott koriiltekintéssel értékelje az
olyan paciensektdl szarmazo mintakat, akiknél valdszinusithetd, hogy ilyen
antitestek vannak jelen.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

RADIOIMMUNOLOGICZNA METODA DO OZNACZANIA
IN VITRO ANGIOTENSYNY | W LUDZKIM OSOCZU W
CELU WYZNACZENIA OSOCZOWEJ AKTYWNOSCI
RENINOWEJ (ARO)

Do uzytku diagnostycznego in vitro.

ZASADA

Angiotensyna | RIA stuzy do iloSciowego oznaczania aktywnos$ci reninowej
osocza (ARO) z zastosowaniem metody radioimmunologicznej do
oznaczania produktu reakcji: angiotensyny |.

Wytwarzanie angiotensyny | jest rezultatem enzymatycznego rozszczepienia
przez renine substratu, ktérym jest angiotensynogen, w obecnosci inhibitora
ACE (ACE - Enzym Konwertaza Angiotensyny) w prébkach osocza. Ten
inhibitor blokuje konwersje angiotensyny | w angiotensyne |I.

Immunologiczne oznaczanie angiotensyny | jest przeprowadzane przy
zastosowaniu  kompetycyjnego  oznaczania radioimmunologicznego.
Nieznane probki, kontrola i kalibratory sg inkubowane w probdéwkach
pokrytych poliklonalnym przeciwciatem z angiotensyng | znakowang '2°J,
jako znacznikiem. Po inkubacji ptynna zawartosé probowek jest odciggana,
a probowki sa przeptukiwane. Zwigzana radioaktywnos$¢ jest mierzona w
liczniku gamma. Ustalona i nieznana zawarto$¢ angiotensyny | odczytywana
jest z krzywej standardowe;.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

* Roztwér enzymatycznego inhibitora, kalibratory, préba kontrolna i
analizowane prébki musza byé ochtodzone przed pipetowaniem do
2-8°C.

*  Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawa¢ otwarte
przez czas dtuzszy niz jest to konieczne aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki.

. Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

« Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

»  Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.
*  Kazda probéwka moze by¢ uzyta tylko raz.

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer materiatéw
radioaktywnych powinno by¢ zgodne z prawem obowigzujgcym w
danym kraju. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa przy
stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

* Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢ wyrobéw tytoniowych, nie aplikowac
kosmetykow w obecnosci materiatow radioaktywnych.

* Nie pipetowac¢ radioaktywnych roztworéw przy uzyciu ust.

*  Unika¢ wszelkiego kontaktu z materiatami radioaktywnymi poprzez
stosowa-nie rekawic i ubrafn ochronnych.

*  Wszystkie czynnosci przy uzyciu materiatdw radioaktywnych
powinny by¢ wykonywane w przeznaczonym do tego celu miejscu,
znajdujgcym sie w odpowiedniej odlegtosci od korytarzy i innych
pomieszczen.

* Materialy radioaktywne
zabezpieczonym pojemniku.

powinny by¢ przechowywane w

* Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien byé zgodny z odpowiednim terminem.

*  Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegly kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowac kontaminaciji
krzyzowej r6znymi radioizotopami

» W sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materiatu powinno by¢ powziete postgpowanie
zgodne z prawem obowigzujgcym w kraju uzytkownika.

* Radioaktywne odpady powinny by¢ przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.
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Azydek sodu

Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako s$rodek konserwujacy.
Azydek sodu wchodzi w reakcje z otowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
zwigzki wybuchowe. W zwigzku z tym odczynniki zawierajgce azydek
sodu powinny by¢ rozcienczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji.

Materiaty pochodzace od cztowieka

Wszystkie osocza nalezy tak traktowaé jakby byty materiatem do za-kazenia
hepatitis lub AIDS, a niszczenie odpadéw powinno by¢ przeprowadzo-ne
zgodnie z przepisami obowigzujgcymi w Kraju uzytkownika.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS
UWAGA

D

H317

Tracer

Moze powodowac reakcje
alergiczng skory.

Dziata szkodliwie na
organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate
skutki.

Unika¢ uwolnienia do
Srodowiska.

Stosowac rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W przypadku wystgpienia
podraznienia skory lub
wysypki: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Zdjg¢ zanieczyszczong
odziez i wypraé¢ przed
ponownym uzyciem.
masa poreakcyjna:

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

5-chloro-2-metylo-4-izotiazolin-3-onu

[nr WE 247-500-7]

i 2-metylo-4-izotiazolin-3-onu

[nr WE 220-239-6] (3:1)

< 0,05%
NIEBEZPIECZENSTWO

O

H317

Inhibitor

Moze powodowac reakcje
alergiczng skory.

Moze dziata¢ szkodliwie na
ptodnos$c¢ lub na dziecko

w fonie matki.

Przed uzyciem zapoznaé
sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

Stosowac rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W przypadku narazenia
lub stycznosci: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

W przypadku wystgpienia
podraznienia skory lub
wysypki: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Zdjg¢ zanieczyszczong
odziez i wypra¢ przed
ponownym uzyciem.

H360

P201

P280

P308+P313

P333+P313

P362+P364
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8-hydroksychinolina 0,1 -
0,2%

NIEBEZPIECZENSTWO

H360

Wash Solution (20X)

Moze dziata¢ szkodliwie na
ptodnosc¢ lub na dziecko

w tonie matki.

Przed uzyciem zapoznac¢
sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

Stosowac rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W przypadku narazenia

lub styczno$ci: Zasiegna¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Kwas borowy 0,1 - 0,3%
Dziesieciowodny boran sodu
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

Osocze musi by¢ zbierane do zimnych probéwek z EDTA.

»  Oddzieli¢ osocze od komdrek poprzez wirowanie w 2-8°C .

* Jezeli oznaczanie bedzie przeprowadzone pdzniej prébki osocza
odpowiednio rozdozowane, powinny by¢ zamrozone (<-20°C,
najdiuzej 1 rok), aby nie powtarza¢ rozmrazania i zamrazania tej
samej probki.

Uwaga: Podczas pobierania probek temperatura osocza musi by¢
utrzymywana w zakresie 2-8°C, w celu unikniecia zmian w strukturze
angiotensyny |.

MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie odczynniki zestawu sg stabilne zgodnie z datg ich waznosci
umieszczong na opakowaniu, pod warunkiem przechowywania ich
w temperaturze 2-8°C. Warunki do przechowywania odczynnikéw po
odtworzeniu lub rozcienczeniu sg podane w paragrafie Procedura. Daty
waznoséci sg wydrukowane tylko na etykietach fiolek z przediuzonym
okresem przechowywania sktadnikow przez producenta. Nie nalezy braé
ich pod uwage.

Probowki pokryte przeciwciatem poliklonalnym przeciw angiotensynie
I: 2 x 50 probéwek (gotowy do uzycia)

Angiotensyna | znakowana '%°J: jedna fiolka 11 mL (gotowy do uzycia)

Fiolka zawiera mniej niz 260 kBqg, w dniu produkcji, angiotensyny |
znakowanej '®J w buforze zawierajacym albumine bydlecej surowicy i
barwnik.

Kalibratory: szes¢ 1 mL fiolek (gotowy do uzycia)

Fiolki ze kalibratorami zawierajg od 0 do okoto 30 ng/mL angiotensyny | w
buforze zawierajacym albumine bydlecej surowicy i azydek sodu (<0,1%).
Wiasciwe stezenia sg podane na etykiecie znajdujgcej sie na kazdej fiolce.
Kalibratory byly wykalibrowane w stosunku do RP 86/536.

Surowica kontrolna: jedna 1 mL fiolka (gotowy do uzycia)

Fiolki zawierajg angiotensyne | w buforze zawierajgcym albumine bydlecej
surowicy i azydek sodu (<0,1%). Oczekiwany zakres stezen podano w
dodatku.

Enzymatyczny inhibitor: jedna fiolka (liofilizat)
On tez zawiera azydek sodu (<0,1%).

Ptyn do ptukania (20x): jedna 50 mL fiolka
Koncentrat musi by¢ rozcienczony przed uzyciem.
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MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sa nastepujgce
urzgdzenia:

. Doktadna mikropipeta (75 uL, 100 pL).

*  Nastawny dozownik (200 pL, 300 pL; 2 mL)
*  taznia wodna ( 37°C)

* taznia lodowa

*  Mieszadto wirowe (,vortex®).

*  Pozioma lub orbitalna wytrzgsarka.

»  System odciggajacy.

+ licznik gamma do "% J.

PROCEDURA
Przygotowanie i przechowywanie odczynnikéw
. Przygotowanie roztworu inhibitora enzymatycznego

Zawartos¢ probdéwki odtworz w objetosci zimnej wody destylowanej (4°C)
podanej na etykiecie i zamieszaj. Odtworzony enzymatyczny inhibitor moze
by¢ przechowywany w 2-8°C zgodnie z datg waznosci zestawu.

Przygotowanie roztworu do ptukania

Umiesci¢ zawartos¢ fiolki w 950 mL wody destylowanej i zamieszaé. Ptyn
moze by¢ przechowywany w 2-8°C, zgodnie z datg waznosci zestawu.

Etap enzymatyczny — tworzenie angiotensyny |
Uwagi i zalecenia
*  Enzymatyczny inhibitor musi by¢ schtodzony do 4°C przed dodaniem
do proby.
*  Obie temperatury inkubacji (4°C i 37°C) musza byé¢ doktadnie
przestrzegane, poniewaz nawet minimalne odchylenie moze
spowodowaé powazne btedy w oznaczaniu.

» Czas enzymatycznej inkubacji w 37°C powinien by¢ ustawiony tak
precyzyjnie, jak tylko jest to mozliwe i utrzymywany dla wszystkich
probéwek zestawu.

»  Ograniczenia wzrostu temperatur z 4°C do 37°C i nastepstwa tego
odwrécenia sag elementem krytycznym. taznia z cyrkulujgcg woda jest
odpowiednia do ogrzania, a uzycie wodnej tazni chtodzonej lodem jest
wskazane do chiodzenia.

*  Ograniczenie wzrostu i spadku temperatury moze by¢ lepsze przy
zastosowaniu probowek z materiatu dobrze przewodzgcego (szkto).

»  Jezeli oczekiwana jest niska aktywno$c¢ reninowa prébek, to czas
inkubacji z enzymem moze by¢ przedtuzony do 3 godzin.

Enzymatyczny etap — oznaczanie

| Uwaga: Nie stosuj kalibratoréw i préb kontrolnych |

» Doda¢ 200 pL ochtodzonego enzymatycznego inhibitora do 200 pL
kazdej probki osocza i zamieszac.

. Rozdzieli¢ kazdg probke na dwie porcje po 200 pL.

*  Umiesc¢ pierwsza porcje w tazni lodowej w lodéwce (w celu oznaczenia
tta angiotensyny | w 4°C).

* Umies¢ drugg porcje w fazni wodnej na 37°C (w celu oznaczenia
powstawania angiotensyny | w 37°C).

*  Inkubuj wszystkie préby 1 godzine.
*  Poinkubacji ozigb préby z 37°C szybko w wodnej fazni lodowe;j.
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Procedura oznaczane immunologicznego

Etap 1 Etap 2 Etap 3
Dodawanie’ Inkubacja Zliczanie
Do probowek pokrytych| Inkubowa¢ 2 godziny | Odciggna¢ ostroznie
przeciwciatem dodaj w 18-25°C z zawartos$¢ probowek (z
kolejno: wytrzasaniem (>280 | wyjatkiem 2 probowek
rpm). ,catkowite cpm”).

75 pL Kkalibrator,
kontrola, prébka
po inkubacji
enzymatycznej w 37°C
i w 4°C odpowiednio i
100 L znacznika.”

Przeptuka¢ 2 mL
roztworu do ptukania i
odessac dwukrotnie.

Zlicza¢ aktywnos$¢é
(cpm) przez 1 min.

Zamieszac.

*Kalibratory, kontrola i analizowane prébki muszg byé ochtodzone do 4°C
przed pipetowaniem. Zamiesza¢ proby delikatnie przed dodawaniem.
**Dodac¢ 100 pL znacznika do 2 dodatkowych probéwek zeby uzyskaé
«catkowite cpm».

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa standardowa stuzy
do oznaczania stezenia angiotensyny | w prébkach mierzonych w tym samym
czasie co kalibratory.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jako$ci zostaty obliczone przy uzyciu krzywej wazona
reguta szesnastkowa dopasowania z B/T lub B/B, na logit osi pionowej
i stezeniem analitu kalibratoréw na logarytmicznej osi poziomej (ng/mL).

Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze dac nieco inne
wyniki.

Catkowita aktywnosé¢: 68 511 cpm
Kalibratory Angiotensyna cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)
| (ng/mL)
0 0,00 17 444 25,5 100
1 0,30 13 732 20,0 78,7
2 1,00 9 390 13,7 53,8
3 3,00 5 431 7,93 31,1
4 10,0 2 746 4,01 15,7
5 30,0 1243 1,81 7,13

(Przyktadowe warto$ci do krzywej wzorcoweyj, nie do zastosowania)

Prébki

Dla kontroli i prébek inkubowanych w 4°C lub 37°C odnajdz B/T lub B/BO na
osi pionowej i odczytaj odpowiadajgce tej wartosci stezenie angiotensyny | w
ng/mL znajdujgce sie na osi poziome;.

. Obliczanie aktywnosci reninowej osocza

Oznaczanie aktywnosci reninowej osocza jest mierzone posrednio poprzez
wytwarzanie in vitro angiotensyny | (A-l) w ciggu godziny. W celu obliczenia
ARO tlo A-l oznaczane w probkach osocza inkubowanych w 4°C jest

odejmowane od zawartosci A-l wytwarzanej w probkach inkubowanych w
37°C. Uzyj nastepujacego réwnania:

[A-l (37°C) - A-l (4°C)] x 2

PRA [(ng A-l/mL)/hod] =
Czas enzymatycznej inkubacji (godz.)

Gdzie

A-1 (37°C): stezenie angiotensyny w ng/mL w probie inkubowanej w 37°C)

A-l (4°C): stezenie angiotensyny w ng/mL w prébie inkubowanej w 4°C)

OCZEKIWANE WARTOSCI

Doradzamy w kazdym laboratorium ustali¢ wlasng warto$¢ normalng.
Wartosci ARO przedstawione ponizej sa jedynie wskazéwka.

N Przecietna osoba dorosta 25ty-97.5ty| Median Min-Max
percentyl | (ng/mL/g) | (ng/mL/g)
(ng/mL/g)
38 |Wczesne rano, pozycja 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
lezgca
41 |Pozycja stojgca, po 2 godz 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88
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Szczegoétowe informacje dotyczace oczekiwanych wartosci u dzieci (wg
wieku) mozna znalez¢ w dodatku z danymi "APPENDIX".

KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujace laboratorium dla swej wiarygodnosci stosuje regularnie
wewnetrzng kontrole jakosci otrzymanych wynikéw. Te probki musza byc¢
przygotowywane i oznaczane zgodnie z procedurg. Ich przydatnos¢ do
oceny kazdego zestawu bedzie witasciwa przy zastosowaniu odpowiedniej
analizy statystyczne;.

W przypadku uszkodzenia paczki lub jezeli opracowanie otrzymanych
wynikéw sprawia trudnosci prosze sie kontaktowaé z miejscowym
dystrybutorem lub pod adresem E-mail: imunochem@beckman.com

CHARAKTERYSTYKA TESTU
(Po wigcej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”)

Reprezentatywne dane sg przedstawiane tylko do celéw ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry mogg sie rézni¢ w zalezno$ci od laboratoriow.

Czutosé

Analalityczna czutosé: 0,07 ng/mL
Funkcjonala czutosé: 0,20 ng/mL
Specyficznosé

Przeciwciato uzyte w zestawie ma wysokg specyficzno$¢ w stosunku
do angiotensyny |. Niezwykle niskg reaktywnos¢ krzyzowg otrzymano w
stosunku do angiotensyny |II.

Co wiecej wyeliminowano mozliwos¢ otrzymania zaburzonych wynikéw ARO
poprzez odjecie tta.

Precyzja
Wewnatrz zestawu

Probki z tej samej serii byty oznaczane 25 razy. Wspétczynniki wariancji byty
ponizej lub réwnaty sie wartosci do 11,3% dla prébek surowicy.

Miedzy oznaczeniami

Probki byty oznaczane w duplikatach w 10 réznych seriach. Wspoétczynniki
wariancji byly ponizej lub réwnaty sie wartosci do 20,9%.

Kontrola dokfadnosci
Zaleznos¢ od czasu inkubacji

Proby byly inkubowane z enzymatycznym inhibitorem przez 60, 120 i 180
minut. Nie znaleziono znaczgcego wptywu na wyniki oznaczen ARO.

Test rozcienczania

Probki osocza byly seryjnie rozcienczane kalibratorem zero.
procent odzysku byt miedzy 78% a 99%.

Otrzymany

Test odzysku

Probki o niskim stezeniu byly dodawane do probek o znanej zawartosci
angiotensyny |. Otrzymany procent odzysku byt miedzy 104% a 123%.

Zakres pomiarowy (od czutosci analitycznej testu do stezenia najwyzszego
kalibratora): 0.07 do okoto 30 ng/mL.

OGRANICZENIA

Niestosowanie sig¢ do instrukcji zatgczonej do zestawu moze znacznie
wptywaé na wyniki.

Wyniki powinny by¢ interpretowane w swietle catkowitego obrazu klinicznego
pacjenta, wigczajac historie choroby, dane z innych testéw i inne stosowne
informacje.

Nie uzywac¢ zhemolizowanych, zéttaczkowych i lipemicznych probek.

W przypadku oznaczeh z wykorzystaniem przeciwciat istnieje mozliwosé
zakldécen spowodowanych przez obce przeciwciata w prébce pacjenta.
Pacjenci, ktorzy byli regularnie wystawieni na kontakt ze zwierzetami
lub byli poddawani immunoterapii lub zabiegom diagnostycznym z
uzyciem immunoglobulin lub fragmentéw immunoglobulin, moga wytworzyé
przeciwciata (np. HAMA) zaktdcajace wyniki oznaczen immunologicznych.

Takie przeciwciata zaktdcajgce moga prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow. Nalezy starannie przeanalizowa¢ wyniki u pacjentow z
podejrzeniem obecnosci tych przeciwciat.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

IN VITRO STANOVENiI PLAZMATICKE .
RENINOVE AKTIVITY (PRA) PROSTREDNICTVIM
RADIOIMUNOANALYTICKEHO STANOVENI
ANGIOTENSINU | V LIDSKE PLAZME

Pro diagnostické uéely in vitro.

PRINCIP

Souprava Angiotensin | RIA je uréena pro stanoveni plazmatické reninové
aktivity (PRA) - s pomoci radioimunoanalytického stanoveni produktu této
reakce — angiotensinu |.

Angiotensin | se tvofi ve vzorcich plazmy enzymatickym Stépenim
angiotensinogenu, katalyzovanym reninem, a to za pfitomnosti inhibitoru
ACE (angiotensin-konvertujiciho enzymu), blokujiciho konverzi angiotensinu
| na angiotensin II.

Radioimunoanalytické stanoveni angiotensinu | je kompetitivni stanoveni.
Neznamé vzorky, kontrolni vzorky a kalibratory se spolu s '?°l-znagenym
angiotensinem | inkubuji ve zkumavkach potazenych polyklonalnimi
protilatkami proti angiotensinu I. Po inkubaci se obsah zkumavek odsaje,
promyje a navazana aktivita se zméfi gama-¢itatem. Sestroji se kalibra¢ni
kfivka a z ni se odectou koncentrace angiotensinu | v neznamych vzorcich.

VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

*  Roztok inhibitoru enzymu, kalibratory, kontrolni vzorek a analyzované
vzorky musi byt pfed pipetaci vychlazené na teplotu 2-8 °C.

«  Lahvicky s kalibratory a kontrolnimi vzorky by mély byt oteviené co
nejkratsi dobu, aby nedoslo k nezadoucimu odpareni roztoku.

*  Nemichejte substance ze souprav rdznych Sarzi.
*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.
»  Doporucuje se imunoanalytické stanoveni provadét v duplikatech.
»  Kazda zkumavka muze byt pouzita jen jednou.
Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovidté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpecné nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrZujte nasledujici pravidla:
*  V&echny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu uréenych.

*  Pfijem a spotfeba radioaktivnich latek musi byt evidovana.

* Prace s radioaktivnimi latkami musi byt provadény pouze ve
vyhrazenych prostorach.

*  Pipetovani nesmi byt provadéno usty.

* V laboratofich ur€enych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, koufit, li¢it se a pod.

*  Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

*  Povrch pracovnich stold, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. V$echno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt Fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

+ V pfipadé kontaminace nebo uniku radioaktivniho materialu
postupuijte podle stanovenych predpis(.

»  Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zadkony a predpisy.
Azid sodny

Nékteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny mize
reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku pfislusnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvim vody.

Material lidského ptvodu

Se v§emi vzorky plazmy musi byt manipulovano jako s potencialné infek&nimi
(hepatitis, nebo AIDS). Veskery vznikly odpad je tfeba likvidovat podle
platnych predpist.

PI-IM3518-09

Tracer

Inhibitor

Wash Solution (20X)
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VAROVANI

b

H317

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

NEBEZPECI
H317

H360

P201

P280

P308+P313
P333+P313

P362+P364

NEBEZPECI

H360

P201

P280

P308+P313

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Muze vyvolat alergickou
kozni reakci.

Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

Zabrarite uvolnéni do
Zivotniho prostfedi.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

Pfi podrazdéni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.
Kontaminované ¢asti odévu
svléknéte a pfed pouzitim
vyperte.

reakéni smes:

5-chlor-2-methylisothiazol-3(2H)-on

[€islo ES 247-500-7]

a 2-methylisothiazol-3(2H)-on
[Cislo ES 220-239-6] (3:1)

< 0,05 %

Miize vyvolat alergickou
kozni reakci.

Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

PFed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezieni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.

Pri podrazdéni kuze

nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.
Kontaminované ¢asti odévu
svléknéte a pfed pouzitim
vyperte.

8-hydroxychinolin 0,1 - 0,2 %

Muze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

PFed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.



Kyselina borita 0,1 - 0,3 %
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENi
VZORKU

Odbéry krve musi byt provadény do vychlazenych zkumavek
obsahujicich EDTA.

»  Centrifugaci pfi 2-8 °C oddélte od bunék frakci plazmy.

*  Pokud neni stanoveni provedeno ihned, je nutno uchovavat vzorky
plazmy zmrazené (pfi <-20 °C, maximalné 1 rok ), nejlépe v alikvotech.
Je tfeba se vyvarovat opakovaného zmrazovani vzork(.

Poznamka: Po odbéru a bé&hem dalSich manipulaci se vzorky
nesmi teplota stoupnout nad 2-8 °C, aby se zabranilo veskerym
enzymatickym pochodlm ovliviiujicim genezii degradaci angiotensinu
|

POSKYTNUTE MATERIALY

V8echny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Skladovaci podminky
pro reagencie po rekonstituci nebo Ffedéni jsou uvedeny v kapitole Postup.
Data exspiraci uvedena na $titcich jednotlivych sloZzek se vztahuji pouze k
dlouhodobému skladovani u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na
né tedy, prosim, ohled.

Zkumavky potazené polyklonalni protilatkou proti angiotensinu I: 2 x 50
zkumavek (pfipraveny k pouziti)

Angiotensin I, znaéeny '®I: 1 lahvi€ka (11 ml); pfipravena k pouZiti.

Lahvicka obsahuje ke dni vyroby 260 kBq '?°| znageného angiotensinu | v
tlumivém roztoku s hovézim sérovym albuminem a barvivem.

Kalibratory: 6 lahvi¢ek po 1 ml (pfipraveny k pouziti)

Lahvi€ky obsahuji angiotensin | v tlumivém roztoku s hovézim sérovym
albuminem a azidem sodnym (<0,1 %), koncentracni rozmezi je od 0 do
pfiblizné 30 ng/ml. PFfesné hodnoty koncentraci jsou uvedeny na Stitcich
lahvi¢ek. Kalibratory jsou kalibrovany na RP 86/536.

Kontrolni vzorek: 1 lahvicka (1 ml); pfipravena k pouziti.

LahviCka obsahuje Angiotensin | v tlumivém roztoku s hovézim sérovym
albuminem a azidem sodnym (<0,1 %). Koncentraéni rozmezi o¢ekavanych
hodnot je uvedeno v pfiloze navodu.

Inhibitor enzymu: 1 lahvicka; lyofilizat.

Obsahuje azid sodny (<0,1 %).

Promyvaci roztok 20x: 1 lahvicka 50 mi
Koncentrovany roztok musi byt pfed pouZitim zfedén.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

*  presna mikropipeta (75 pl a 100 pl),
* nastavitelny opakovaci davkova¢ (200 pl, 300 pl; 2 ml),
*  vodni lazen,
* ledova lazen,
*  vibraéni michadlo
. horizontalni nebo orbitalni tfepacka
*  vyvéva
+  gama-Gitag, kalibrovany na "%
POSTUP
Priprava a skladovani reagencii
Priprava roztoku inhibitoru enzymu

Obsah lahviéky se rozpusti v destilované vodé, vychlazené na (4 °C),
potfebny objem je uveden na Stitku lahvicky. Rozpustény inhibitor enzymu
muze byt skladovan pfi teploté 2-8 °C do data exspirace soupravy.

PI-IM3518-09

Priprava promyvaciho roztoku

Obsah lahvicky pfidejte k 950 ml destilované vody a promichejte. Zfedény
roztok muze byt skladovan pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.

Enzymaticky krok — tvorba angiotensinu I
Poznamky a doporuceni

* Je bezpodmineéné nutné, aby roztok inhibitoru enzymu byl vychlazen
na 4 °C pred pfidanim k analyzovanému vzorku.

+  Teploty ledové lazné (4 °C) i vodni lazné (37 °C) musi byt pfesné
dodrzeny. Odchylky od nich mohou zplsobovat znaéné chyby
stanoveni.

«  Stanoveni doby, po kterou je vzorek udrzovan na teploté 37 °C, musi
byt co nejpfesnéjsi a pro jednotlivé zkumavky by se tato doba méla
liSit co nejméné.

*  Rozhodujicim krokem je zahtati vzorku na 37 °C, resp. jeho ochlazeni
zpét na 4 °C, které musi byt co nejrychlejsi. K tomuto Gcelu je pro
ohfivani nejvhodnéjsi vifiva vodni lazen, pro ochlazovani ledova
lazen.

* Rychlost prohfati a ochlazeni vlastniho vzorku muze byt zvySena
pouzitim zkumavek zhotovenych z materidlu s dobrou tepelnou
vodivosti (sklo).

«  Pfi pfedpokladanych nizkych hodnotach plazmatické reninové aktivity
je mozné dobu inkubace enzymatického kroku prodlouzit az na 3
hodiny.

Enzymaticky krok — postup

Upozornéni: Kalibratory a kontrolni vzorek neobsahuiji renin,
v enzymatickém kroku se proto nepouziji.

K200 pl analyzované plazmy pfidejte 200 pl vychlazeného inhibitoru
enzymu a promicheijte.

. Kazdy vzorek rozdélte do dvou alikvotl po 200 pl.

» Jeden alikvot umistéte do ledové 14zné a ledni¢ky (pro stanoveni
pozadi angiotensinu | pfi 4 °C),

*  druhy umistéte do vodni lazné nastavené na 37 °C (pro stanoveni
generovaného angiotensinu pfi 37 °C).

. Inkubuijte alikvoty po dobu jedné hodiny

*  Po inkubaci vzorky ohfaté na 37 °C okamzité ochladte na teplotu 4
°C. Ochlazeni musi byt co nejrychlej$i (nejlépe ponofenim do ledové
lazné).

Schéma postupu imunoanalytického stanoveni

Krok 1
Pipetace’
Do potazenych
zkumavek postupné
pridejte:

Krok 2
Inkubace
Inkubujte 2 hodiny
pfi 18-25 °C za
stalého tfepani (>280
kmitd/min).

Krok 3
Méreni
Odsaijte peclivé obsah
zkumavek (s vyjimkou
2 zkumavek pro
stanoveni celkové
aktivity T).
Promyjte 2 ml
promyvaciho roztoku a
dvakrat odsajte.

75 pl kalibratoru,
kontrolniho nebo
neznamého vzorku
(preinkubovaného pfi
37°Capfi4°C)a
100 pl radioindikatoru.” Méfte Setnosti (cpm)
ve vSech zkumavkach
po dobu 1 minuty.

Promichejte.

*Kalibratory, kontrolni vzorek a analyzované vzorky musi byt pfed pipetaci
vychlazené na teplotu 4 °C. Vzorky pfed pipetaci lehce protfepejte.
**Napipetujte po 100 pl radioindikatoru do 2 zkumavek pro zjisténi celkové
aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji interpolaci z kalibracni kfivky, ktera slouzi pouze pro
analyzu téch vzork(, které byly inkubovany spole¢né s kalibratory.

Kalibraéni krivka

Vysledky v oddéleni kontroly kvality byly vypoc&teny za pouziti kfivky vazené
kubické regrese s parametrem B/T nebo B/B, na svislé logit ose a koncentraci
analytu kalibratort na vodorovné logaritmické ose (ng/ml).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.
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Celkova aktivita: 68 511 cpm
Kalibratory Angiotensin | | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)

(ng/ml)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5 431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 7,13

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Najdéte pro kazdy kontrolni vzorek nebo neznamy vzorek, inkubovany pfi
enzymatickém kroku pfi 37 °C nebo 4 °C, hodnoty B/T nebo B/BO naosey a
odectéte odpovidajici koncentraci angiotensinu | na ose x.

Vypocet plazmatické reninové aktivity

Stanoveni PRA se provadi nepfimo stanovenim mnozstvi "in vitro"
generovaného angiotensinu | (A-I) za hodinu. Plazmatickd reninova
aktivita se vypocitd podle nasledujici rovnice, v niz se od generovaného
angiotensinu pfi 37°odecitd se vypocitd hodnota pozadi, stanovena z
alikvotu inkubovaného pfi 4 °C.

[A-l (37 °C) - A-l (4 °C)] x 2

PRA [(ng A-l/ml)/hod] =
doba inkubace v enzymatickém kroku (hod)
Kde

A-1 (37 °C) - koncentrace angiotensinu ve vzorku po preinkubaci pfi 37 °C
(ng/ml)

A-l (4 °C) - koncentrace angiotensinu ve vzorku po preinkubaci pfi 4 °C
(ng/ml)

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit své vlastni normalni hodnoty. Uvedené
hodnoty jsou pouze orientacni:

N Normalni dospéli 2,5-975 Median Min-Max
percentil (ng/ml/h) | (ng/mi/h)
(ng/mli/h)
38 Casné ra’no’ lezici 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
41 | Stojici, 2 hodiny 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88
Detailni informace o oéekavanych hodnotach détskych vzorku

(sefazenych podle véku) jsou uvedeny v pfiloze "APPENDIX*

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada fadné a pravidelné pouzivani
kontrolnich vzorkud, aby mohla byt zajisténa kontrola kvality stanovenych
vysledkd. Kontrolni vzorky musi byt stanoveny naprosto stejnym zplisobem
jako neznamé vzorky a k vyhodnoceni vysledkl se maji pouzit vhodné
statistické metody.

V pfipadé zavazného poskozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY
(Podrobnosti jsou uvedeny v priloze "APPENDIX")

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim ucelim. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

PI-IM3518-09

Citlivost

Analyticka citlivost: 0,07 ng/ml
Funkeni citlivost: 0,20 ng/ml
Specifita

Pouzita protilatka je specifickd pro angiotensin |. S angiotensinem Il byla
nalezena extrémné nizka zkfizena reakce.

VétSina pfipadnych interferenci ve vzorku je navic eliminovana tim, Ze se pfi
vypoctu PRA odecitaji hodnoty pozadi.

Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 25x v jednom stanoveni.
variacnich koeficientll nepfesahly 11,3 %.

Nalezené hodnoty

Inter-assay

Vzorky byly stanoveny v duplikatech v 10 rGznych stanovenich. Nalezené
hodnoty varia¢nich koeficientd nepfesahly 20,9 %.

Spravnost
Zavislost na délce enzymatické inkubace

Byla zjiStovana zavislost PRA na dobé tvorby angiotensinu |, ktera byla 60,
120 a 180 minut. Zjisténé vysledky PRA se nijak vyznamné nelisily.

Test fedéni

Vzorky plazmy byly postupné fedé&ny nulovym kalibratorem. Procento

recovery se pohybovalo mezi 78 % a 99 %.
Test ,,recovery“

RdGzna znama mnozstvi angiotensinu | byla pfidavana ke vzorkiim plazmy,
vzorky pak byly analyzovany. Procento recovery se pohybovalo mezi 104 %
a 123 %.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvy$Siho kalibratoru): 0,07
do pfiblizné 30 ng/ml.

OMEZENI

Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu muze vést k nespravnym
vysledkdm.

Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového klinického
obrazu pacienta v€etné anamnézy, udajl z dalSich testl a jinych vhodnych
informaci.

Nepouzivejte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

U stanoveni vyuZivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku. Pacienti,
ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky jako napfiklad HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mysSim proteindm), které
interferuji pfi imunologickych stanovenich.

Takové interferujici protilatky mohou vést k chybnym vysledkdm. Vysledky
pacientll, u nichz existuje podezfeni na pfitomnost takovychto protilatek,
posuzujte s opatrnosti.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

IN VITRO STANOVENIE PLAZMATICKEJ RENiNQVEJ
AKTIVITY (PRA) CEZ RADIOIMUNOANALYTICKE
STANOVENIE ANGIOTENZINU | V LUDSKEJ PLAZME
Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Suprava Angiotensin | RIA je uréena na stanovenie plazmatickej reninove;j
aktivity (PRA) pomocou radioimunoanalytického stanovenia produktu tejto
reakcie — angiotenzinu I.

Angiotenzin | sa vytvara vo vzorkach plazmy enzymatickym Stiepenim
angiotenzinogénu katalyzovanym reninom za pritomnosti inhibitora ACE
(angiotenzin-konvertujiceho enzymu), ktory blokuje konverziu angiotenzinu
| na angiotenzin .

Radioimunoanalytické stanovenie angiotenzinu | je kompetitivne stanovenie.
Nezname vzorky, kontrolné vzorky a kalibratory sa spolu s '?°l-oznagenym
angiotenzinom | inkubuju v skumavkach potiahnutych polyklonalnymi
protilatkami proti angiotenzinu |. Po inkubacii sa obsah skiumaviek odsaje,
premyje a naviazana aktivita sa zmeria gama-meratom. Zostroji sa
kalibraéna krivka a z nej sa od¢itaju koncentracie angiotenzinu | v neznamych
vzorkach.

VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

* Roztok inhibitora enzymu, Standardy, kontrolna vzorka a analyzované
vzorky sa musia pred pipetovanim vychladit na teplotu 2-8 °C.

*  Flasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami mézu byt otvorené ¢o
najkratSiu dobu, aby nedoSlo k neziaducemu odpareni roztoku.

* NemieSajte substancie zo suprav roznych Sarzi.

*  Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibracnu
zavislost.

*  Doporucuje sa robit imunoanalytické stanovenie v duplikatoch.
*  Skumavky su iba na jedno pouzitie.
Zakladné pravidla radia¢nej bezpecnosti

Tato suprava obsahuje radioaktivny material, ktory mézu prijimat, skladovat
a pouzivat iba pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujiuce
podmienky pre bezpeéné nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi Ziariémi.
Pri praci s radioaktivnymi latkami dodrzujte nasledujuce pravidla:

»  VSetky radioaktivne latky sa musia skladovat v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.

*  Nesmie sa pipetovat ustami.
*  Prijem a spotreba radioaktivnych latok musia byt evidované.

*  Prace s radioaktivnymi latkami sa musia robit iba vo vyhradenych
priestoroch.

* V laboratériach uréenych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, liCit sa a pod.

*  Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
beZného odpadu azZ po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

«  Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat.

e 'V pripade kontaminacie alebo uniku radioaktivneho materialu
postupujte podla stanovenych predpisov.

* Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.

Azid sodny

Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze
reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prislusnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvom vody.

Material l'udského pévodu

So vSetkymi vzorkami plazmy sa musi manipulovat ako s potencialne
infekénymi (hepatitis alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad treba likvidovat
podla platnych predpisov.
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Tracer

Inhibitor

Wash Solution (20X)
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POZOR

D

H317

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Mbze vyvolat' alergicku
koznu reakciu.

Skodlivy pre vodné
organizmy, s dlhodobymi
ucinkami.

Zabrante uvolneniu do
zivotného prostredia.
Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

Ak sa objavi podrazdenie
koze alebo vyrazky:
vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
VSetky kontaminované
Casti odevu vyzledte a pred
pouzitim vyperte.

reakéna zmes

ZloZzena z tychto latok:

5-chlor-2-metyl-4-izotiazolin-3-6n

[ES ¢&. 247-500-7] a
2-metyl-4-izotiazolin-3-6n
[ES €. 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

NEBEZPECENSTVO

®

P201

P280
P308+P313

P333+P313

P362+P364

Méze vyvolat alergicku
koznu reakciu.

Moéze poskodit plodnost
alebo nenarodené dieta.
Pred pouzitim sa oboznamte
s osobitnymi pokynmi.

Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

Po expozicii alebo podozreni
z nej: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

Ak sa objavi podrazdenie
koze alebo vyrazky:
vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

VSetky kontaminované

Casti odevu vyzlecte a pred
pouzitim vyperte.
8-hydroxychinolin 0,1-0,2 %

NEBEZPECENSTVO

&

H360
P201

P280

P308+P313

Méze poskodit plodnost
alebo nenarodené dieta.
Pred pouzitim sa oboznamte
s osobitnymi pokynmi.

Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

Po expozicii alebo podozreni
z nej: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
Kyselina borita 0,1 - 0,3 %
Dekahydrat boritanu
sodného 0,1 - 0,3 %



Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

QOdbery krvi sa musia robit’ do vychladenych skiumaviek obsahujucich
EDTA.

»  Centrifugaciou pri 2-8 °C oddelte od buniek frakciu plazmy.

* Ak sa stanovenie neurobi ihned, vzorky plazmy treba uchovavat
zmrazené (pri <-20 °C, maximalne 1 rok), najlepSie v alikvétoch.
Treba sa vyhnut opakovanému zmrazovaniu vzoriek.

Poznamka: Po odbere a pocas dalSich manipulacii so vzorkami
nesmie teplota stupnut nad 2-8 °C, aby sa zabranilo vSetkym
enzymatickym pochodom, ktoré ovplyvriuju genézu a degradaciu
angiotenzinu |.

POSKYTOVANY MATERIAL

VsSetky reagencie v suprave su stabilné do datumui exspiracie uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Skladovacie podmienky
pre reagencie po rekonstitucii alebo riedeni su uvedené v kapitole Postup.
Datumy exspiracii uvedené na stitkoch jednotlivych zloziek sa vztahuju iba
na dlhodobé skladovanie u vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na
ne, prosim, ohlad.

Skumavky potiahnuté polyklonalnou protilatkou proti angiotenzinu I: 2
x 50 skumaviek (pripravené na pouzitie)

Angiotenzin |, ozna&eny '®I: 1 frastiéka (11 ml); pripravena na pouzitie.

Flasticka obsahuje ku diiu vyroby 260 kBq '?°| oznageného angiotenzinu | v
timivom roztoku s hovadzim sérovym albuminom a farbivom.

Kalibratory: 6 fl'asticiek (po 1 ml); pripravené na pouzitie.

Frasticky obsahuju angiotenzin | v timivom roztoku s hovadzim sérovym
albuminom a azidom sodnym (<0,1 %), koncentrany rozsah je od 0 do
priblizne 30 ng/ml. Presné hodnoty koncentracii su uvedené na Stitkoch
flasticiek. Kalibratory su kalibrované na RP 86/536.

Kontrolna vzorka: 1 flasticka (1 ml); pripravena na pouzitie.

Frasticka obsahuje Angiotenzin | v timivom roztoku s hovadzim sérovym
albuminom a azidom sodnym (<0,1 %). Koncentraény rozsah o€akavanych
hodnét je uvedeny v prilohe Navodu.

Inhibitor enzymu: 1 flasticka; lyofilizat.

Obsahuje azid sodny (<0,1 %).

Premyvaci roztok (20x): 1 ffasticka (50 ml).
Koncentrovany roztok sa musi pred pouZitim zriedit’.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujuce vybavenie:

*  presna mikropipeta (75 pl a 100 pl),

* nastavitelny opakovaci davkova¢ (200 pl, 300 pl; 2 ml),
*  vodny kupel,

«  Tadovy kupel,

»  vibraéné miesadlo

. horizontalna alebo orbitalna trepacka

* vyveva

«  gama-mera¢ kalibrovany na |

POSTUP
Priprava a skladovanie reagencii
Priprava roztoku inhibitora enzymu

Obsah flasticky sa rozpusti v destilovanej vode vychladenej na 4 °C, potrebny
objem je uvedeny na Stitku flasticky. Rozpusteny inhibitor enzymu sa mbze
skladovat pri teplote 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.

Priprava premyvacieho roztoku

Obsah flasticky pridajte k 950 ml destilovanej vody a premieSajte. Zriedeny
roztok sa mdze skladovat pri 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.

PI-IM3518-09

Enzymaticky krok — tvorba angiotenzinu |
Poznamky a doporucenia

* Je bezpodmiene¢ne nutné, aby bol roztok inhibitora enzymu
vychladeny na 4 °C pred pridanim k analyzovanej vzorke.

»  Teploty ladového kupela (4 °C) i vodného kupela (37 °C) sa musia
presne dodrzat. Odchylky od nich mézu zpésobovat zna¢né chyby
stanovenia.

»  Stanovenie doby, pocas ktorej sa vzorka udrzuje pri teplote 37 °C,
musi byt ¢o najpresnejSie a pre jednotlivé skimavky by sa mala liSit
¢o najmene;j.

*  Rozhodujucim krokom je zahriatie vzorky na 37 °C, resp. jej
ochladenie spat na 4 °C, ktoré musi byt ¢o najrychlejSie. Na
tento ucel je pre zahrievanie najvhodnejsi virivy vodny kupel a pre
ochladzovanie fadovy kupel.

. Rychlost zahriatia a ochladenia vlastnej vzorky sa moéze zvysit

pouzitim skumaviek zhotovenych z materidlu s dobrou tepelnou
vodivostou (sklo).

«  Pri predpokladanych nizkych hodnotach plazmatickej reninovej
aktivity je mozné dobu inkubacie enzymatického kroku predizit az na
3 hodiny.

Enzymaticky krok — postup

Upozornenie: Kalibratory a kontrolna vzorka neobsahuju renin,
v enzymatickom kroku sa preto nepouziju.

* K200 pl analyzovanej plazmy pridajte 200 pl vychladeného inhibitora
enzymu a premiesajte.

. Kazdu vzorku rozdelte do dvoch alikvotov po 200 pl.

« Jeden alikvot dajte do ladového kupela a chladnicky (na stanovenie
pozadia angiotenzinu | pri 4 °C),

»  druhy dajte do vodného kupela nastaveného na 37 °C (na stanovenie
generovaného angiotenzinu pri 37 °C).

*  Inkubujte alikvéty jednu hodinu.

*  Po inkubéacii vzorky zohriate na 37 °C okamzite ochladte na teplotu
4 °C. Ochladenie musi byt ¢o najrychlejsie (najlepSie ponorenim do
ladového kupela).

Schéma postupu imunoanalytického stanovenia

Krok 1
Pipetacia’
Do potiahnutych
skumaviek postupne
pridajte:

Krok 2
Inkubacia
Inkubujte 2 hodiny
pri 18-25 °C za
staleho trepania (>280
kmitov/min).

Krok 3
Meranie
Odsajte pozorne
obsah skumaviek (s
vynimkou 2 skumaviek
na stanovenie celkovej
aktivity T).
Premyte 2 ml
premyvacieho roztoku
a dvakrat odsajte.

75 pl kalibratora,
kontrolnej alebo
neznamej vzorky
(preinkubovanej pri
37°Caprid°C)a
100 pl radioindikatora.” Merajte pocetnosti
(cpm) vo vSetkych
skumavkach po dobu
1 minaty.

PremieSajte.

*Standardy, kontrolna vzorka a analyzované vzorky musia byt pred
pipetovanim vychladené na teplotu 4 °C. Vzorky pred pipetovanim lahko
pretrepte.

**Napipetujte po 100 pl radioindikatoru do 2 skiimaviek pre zistenie celkovej
aktivity (T).

VYSLEDKY

Vysledky sa ziskaju interpolaciou z kalibracnej krivky, ktora sluzi iba pre
analyzu tych vzoriek, ktoré boli inkubované spolo¢ne s kalibratormi.

Kalibra¢na krivka

Vysledky v oddeleni kontroly kvality boli vypocitané prelozenim krivky
metddou vaZenej kubickej regresii. Na logit vertikalnu os sa vyniesli hodnoty
B/T alebo B/B, a na logaritmicki horizontdlnu os koncentracie analytu
v kalibratoroch (ng/ml).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.
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Celkova aktivita: 68 511 cpm
Kalibratory Angiotenzin | | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)

(ng/ml)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13 732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5 431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 7,13

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)

Vzorky

Najdite pre kazdu kontrolnu vzorku alebo neznamu vzorku, inkubovanu pri
enzymatickom kroku pri 37 °C alebo 4 °C, hodnoty B/T alebo B/BO na osiy a
odcitajte odpovedajuce koncentracie angiotenzinu | na osi x.

Vypocet plazmatickej reninovej aktivity

Stanovenie PRA sa robi nepriamo stanovenim mnozstva "in vitro"
generovaného angiotenzinu | (A-I) za hodinu.  Plazmaticka reninova
aktivita sa vypocita podla nasledujucej rovnice, v ktorej sa od hodnoty
generovaného angiotenzinu pri 37°odpocita hodnota pozadia, stanovena z
alikvotu inkubovaného pri 4 °C.

[A-l (37 °C) - A-l (4 °C)] x 2

PRA [(ng A-I/ml)/hod] =
doba inkubacie v enzymatickom kroku (hod)

kde:

A-l (37 °C) - koncentracia angiotenzinu vo vzorke po preinkubacii pri 37 °C

(ng/ml)

A-l (4 °C) - koncentracia angiotenzinu vo vzorke po preinkubacii pri 4 °C

(ng/ml)

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit svoje vlastné normalne hodnoty.
Uvedené hodnoty su iba orientacné:

N Normalni dospeli 2,5 -975 Median Min-Max
percentil (ng/ml/h) | (ng/mli/h)
(ng/mli/h)

38 | Casne rano, leZiaci 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 | Stojaci, 2 hodiny 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Detailné informacie o ocakavanych hodnotach detskych vzoriek
(zoradenych podra veku) st uvedené v prilohe " APPENDIX*

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada riadne a pravidelné pouzivanie
kontrolnych vzoriek, aby mohla byt zaistena kontrola kvality stanovenych
vysledkov. Kontrolné vzorky sa musia stanovovat uplne rovhakym sposobom
ako nezname vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné
Statistické metody.

V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informaénym ucelom.
jednotlivych laboratoériach sa mozu lisit.

Vysledky ziskané v

PI-IM3518-09

Citlivost’

Analyticka citlivost: 0,07 ng/ml

Funkéna citlivost’: 0,20 ng/ml

Specifita

Pouzita protilatka je Specificka pre angiotenzin I. S angiotenzinom Il sa nasla
extrémne nizka skrizena reakcia.

Vacsina pripadnych interferencii vo vzorke je naviac liminovana tym, ze sa
pri vypocte PRA odpocitavaju hodnoty pozadia.

Presnost’
Intra-assay

Vzorky boli analyzované 25x v jednom stanoveni.
variaénych koeficientov nepresiahli 11,3 %.

Najdené hodnoty

Inter-assay

Vzorky boli stanovené v duplikatoch v 10 réznych stanoveniach. Najdené
hodnoty variaénych koeficientov nepresiahli 20,9 %.

Spravnost’
Zavislost’ na dizke enzymatickej inkubacie

Zistovala sa zavislost PRA na dobe tvorby angiotenzinu |, ktora bola 60, 120
a 180 minut. Zistené vysledky PRA sa nijako vyznamne neliSili.

Test riedenia

Vzorky plazmy sa postupne riedili nulovym kalibratorom. Percento recovery
sa pohybovalo medzi 78 % a 99 %.

Test ,,recovery“

Rozne zname mnozstva angiotenzinu | sa pridavali k vzorkam plazmy, vzorky
sa potom analyzovali. Percento recovery sa pohybovalo medzi 104 % a 123
%.

Rozsah merania (od analytickej citlivosti po najvysSi kalibrator): 0,07 do
priblizne 30 ng/ml.

OBMEDZENIA

Nedodrzanie inStrukcii uvedenych v tomto navode moze viest k nespravnym
vysledkom.

Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym klinickym
obrazom pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich testov a inych
vhodnych informacii.

Nepouzivajte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

Pri stanoveniach vyuzivajucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych protilatok pritomnych v pacientskej vzorke. Pacienti, ktori
pravidelne prichadzali do kontaktu so zvieratami alebo uzivali imunoterapiu,
pripadne podstupili diagnostické procedury vyuzivajuce imunoglobuliny
alebo fragmenty imunoglobulinov, m6zu produkovat protilatky, napriklad
fudské protilatky proti mySim proteinom (HAMA), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach.

Také interferujuce protilatky mézu mat za nasledok chybné vysledky.
Vysledky pacientov, u ktorych existuje podozrenie na pritomnost takychto
protilatok, posudzujte s opatrnostou.

46 of 61



Angiotensin | RIA KIT
[REF] IM3518

At @& 1} o] PLASMA RENIN ACTIVITY(PRA) S| Al& &
L SHE st WAM HY -
Ao/ FIttgo 2 AL 8Lt

el
Angiotensin | RIAE Y AIHAEH S &3l plasma rennin activity(PRA) 2]
HEFg sy

Angiotensin INICH= ACE & Xt (ACE-Angiotensin-Converting Enzyme) &
Rtol @& 77 o] Bl E &, angiotensinogen2| & A% 3l 2| At 0lC}.
Angiotensin 12| P44 SYH2 ZW™ Ag SYHoICt O|X|o A, HE
B8N EESHS B X X| Angiotensin 12| CIE2EAM Xz TIESE 2
EIE R UM B ECH BigF =, REHO| LISE2 RAAHH &L

i . 2 gAsFo| ol I 2EE EYECL EE
ZMo| st dElof EESMO ZRE 9| iAol o3l OIX|Ztol HHE|o{ZRICH

- EAN S EEY YTHE| U EMS UL EF H28C
of &z 22 sjofof #e.
. EEUN YEUEISUS BUS UV I8 75 T Mot 3

itS e MZ 4%l et
. Zsyoic M2Ze BE 3ol YR

U REEHC Al SO AL Sl oF BHCt
WAL ot ol CiE 712 &
ML ERO T, AR4 ST E ABElE F7to| Ao IHELCE 7|2
TEo et Y= S ¢S E NFsot
. H;’A_P;&‘l_%’éol Ue BLoME FA, 55, o 882 X
= Lt
o HAIM 8HS Qlo 2 pipetting K| E T E St}
o LD AEES 285to WA SR e ZE M= S mlstodat
c HYANYGEEHOZE ZHS 5L QI CHE HHE HA0A MHAE T,
HElof M =& £lo{ofBtet.
. %;AF’S‘ X2 XHE EL UM MBEl= &7/0f Eatz|o{okDt &
C
o DEYUANMXMEBS YD XME e 7|52 2 AMHEZ A 4l50d

OF Bt

o|3lf a2 =lofof Bt Bt
« HAMLEHIIES2 AZEIE STHIAM F-EE F Ao 2t 2| 2lodok
o SFCH
ofx|=3t LIER
OffH Alof2 WRHMEXM ol X|=E3 LIEE S Z &5t ULt OFX|IES LIE
E2d, 7o, g EUHd 225 550 HEE = ttss doZ

E g dAle ¢ Ho|LL AIDSE MYPAIZIE Rz FFst2 HIIES
=7t ™ol et o 7| st

GHS RS2 3

Tracer P=ini EE
<> . 2~8°COIM 24
. =H0|SAl0|F
H317 g2y o8 ese Yo 7] 2|5 2 s A
A+ US. Fo| HAE =
H412 715401 & THo Ol 3 44 Me|7L Bl
NE I
PI-IM3518-09 47 of 61

Inhibitor
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

INSAN PLAZMASINDA PLAZMA RENIN AKTIVITESININ
(PRA) TESPITI IGIN IN VITRO RADIOIMMUNOASSAY
TESTTIR

in vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

Angiotensin | RIA, plazma renin aktivitesinin, anjiotensin | reaksiyon
Uriiniinln radyoaktivitesinin 6lglimii yoluyla kantitatif tespitini saglar.

Anjiotensin I'in olusumu, plazma numunelerinde anjiotensin I'i anjiotensin
I'ye donisimi bloke eden bir enzimatik inhibitor olan ACE inhibitor
(ACE-Anjiotensin Konverting Enzim) varliinda renin substrati olan
anjiotensinojenin bir enzimatik molekiler ayriima sonucudur.

Anjiotensin | testi, radioimmunolojik bir deneydir. Bilinmeyen numuneler,
kontrol ve kalibratorler, tracer olarak 125l-isaretlenmis angiotensin | ile
poliklonal antikor kaplanmig tiiplerde inkiibe edilirler. inkiibasyon sonrasinda,
tp icerigi aspire edilir ve tlpler yikanir. Daha sonra, baglanmis radyoaktivite
gamma sayacinda okunur. Bir standard egrisi olusturulur ve bilinmeyen
degerler, standard egrisinden interpolasyon yoluyla elde edilir.

UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

*  Pipetlemeden énce enzimatik inhibitér solusyon, kalibratérler, kontrol
numuneleri ve analiz edilecek numuneler 2-8°C’ye sogutulmalidir.

. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagsmayi ©6nlemek amaciyla
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmahdir.

*  Farkh lotlardan kit reaktiflerini karigtirmayiniz.

*  Her deney igin bir standard egrisi dahil edilmelidir.

«  Testi duplike olarak galismak &nerilmektedir.

. Her tlip sadece bir kez kullaniimahdir.
Radyasyon giivenligi i¢cin temel kurallar

Satinalma, sahip olma, kullanma ve radyoaktif materyalin tasinmasi,
kullanilan Ulkenin ydnetmeligine tabidir. Radyasyon guvenliginin temel
kurallarina bagl kalinmasi, yeterli korumayi saglayacaktir.

*  Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, igme, sigara icme,
kozmetik uygulamas: gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir.

. Radyoaktif materyallerin pipetlemesi adizla yapilmamalidir.

+ Eldiven ve laboratuvar kiyafetleri giyerek, radyoaktif materyallerle
temasi onleyiniz.

*  Radyoaktif malzemelerle ilgili bitin islemler, kalabalk ortamlar ve
koridorlardan uzakta uygun bir ortamda gergeklestiriimelidir.

*  Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bélimde ve
kapall bir dolapta saklanmalidir.

*  Radyoaktif Grlinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin gapraz kontaminasyonunu &nlemek igin ayr
tutulmalidir.

*  Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosedurler izlenerek ¢ézilmelidir.

* Radyoaktif atiklar, tUlkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya pirin¢ ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

Insan kaynakli materyal

Butliin plazma numuneleri, hepatitler ve AIDS'i gegirebilecek gibi islem
yapilmalidir. Atiklar, Glkenin kurallarina gére yok edilmelidir.

PI-IM3518-09
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Inhibitor
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H360

P201
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GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acabilir.

Sucul ortamda uzun siire
kalici, zararl etki.

Cevreye verilmesinden
kaginin.

Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

Cilt tahrisi veya kizariklik
olugmasi halinde: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysinizi ¢ikarin
ve kullanmadan 6nce su
yikayin.

reaksiyon kitlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1) <
%0,05

Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acabilir.

Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya uremeye
zarar verebilir.
Kullanmadan 6nce 6zel
talimatlar okuyun.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/ylz
koruyucu kullanin.

Maruz kalma veya

bu durumdan endise
edilmesi HALINDE: Tibbi
yardim/bakim alin.

Cilt tahrisi veya kizarikhk
olusmasi halinde: Tibbi
yardim/mudahale alin.
Kirlenmis giysinizi ¢ikarin
ve kullanmadan 6nce su
yikayin.

8-Hidroksikinolin 0,1 - %0,2

Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya Uremeye
zarar verebilir.
Kullanmadan &nce 6zel
talimatlari okuyun.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve géz koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

Maruz kalma veya

bu durumdan endise
edilmesi HALINDE: Tibbi
yardim/bakim alin.

Borik Asit 0,1 - %0,3
Sodyum Borat Dekahidrat
0,1 - %0,3
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NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

*  Plazma numuneleri soguk EDTA tliplerine alinmalidir.

*  Pazmayi hicrelerden santrifiijle ayiriniz.

*« Eger test hemen gerceklestirimeyecekse, plazma numunelerini
(<-20°C’de, maksimum 1 yil) dondurunuz, tekrar ¢ézip dondurma
islemini 6nlemek igin boéllinlz.

Not:  Numune caligmasi sirasinda, plazma sicakhidi 2-8°C’de
tutulmalidir. Anjiotensin I'in yapisinin bozulmasini, sekil degistirmesini
onlemek igin daha fazla manipilasyonu engelleyiniz..

SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’de saklandiginda bitiin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma tarihine
kadar stabildir. Diliisyon sonrasindaki reaktif saklama kosullari Prosediri
paragrafinda verilmistir. Sise Uzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan igeriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gecerlidir.

Anti-anjiotensin | poliklonal antikor-kaplanmig tiipler: 2 x 50 tip

(kullanima hazir)

12%|.igsaretlenmis monoklonal anti-anjiotensin | antikor: 11 mL bir sige
(kullanima hazir)

Sise uretim tarihinde, bovin serum albumin ve boya iceren bir tampon igindeki
25].isaretlenmig anjiotensin I'den, 260 kBq igerir.

Kalibratorler: 1 mL alti sige (kullanima hazir)

Kalibrator flakonlari O ila yaklasik 30 ng/mL’lik tamponda anjiyotensin | ile
sigir serum albumin ve sodyum azid (<%0, 1) igerir. Kesin konsantrasyon her
bir sise etiketinde belirtilmistir. Kalibratérler RP 86/536 standardi uyarinca
kalibre edilmistir.

Kontrol serumu: 1 mL bir sise (kullanima hazir)

Siseler, bovin serum albumin ve sodyum asit (<% 0.1) iceren bir tampon
icindeki anjiotensin | icerir.  Beklenen degerler, ekteki konsantrasyon
araliklarinda belirtilmigtir.

Enzimatik inhibitor: bir sise (liyofilize)

Ayni zamanda sodyum asit (<% 0.1) icerir.

Yikama soliisyonu (20x): 50 mL bir sise

Konsantre solusyon kullanmadan énce dille edilmelidir.

GEREKLIi OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagdidaki
gerekmektedir:

malzemeler

. Hassas mikropipet (75 pL, 100 uL).

*  Yari-otomatik pipet (200 pL, 300 pL; 2 mL).

*  Su banyosu

*  Buz banyosu

*  Vorteks tipi mikser.

*  Horizontal veya orbital shaker.

*  Aspirasyon sistemi.

* 125iyot igin gamma counter seti.
PROSEDUR
Numunelerin hazirlanmasi ve saklanmasi
Enzimatik inhibitoriin hazirlanmasi

Sise igerikleri, etikette belirtilen miktarda soguk (4°C) distile su ile sulandirilir
ve karigtinhr. Hazirlanan enzimatik inhibitér son kullanma tarihine kadar
2-8°C’de saklanabilir.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Sise igerigini 950 mL distile su igine bosaltiniz ve homojenize ediniz. Dilue
edilmis sollisyon, 2-8°C’de etiket Uzerindeki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

PI-IM3518-09

Enzimatik agama — angiotensin I'in olusturulmasi
Oneriler ve yorumlar

*  Numuneye eklenmeden ©&nce enzimatik inhibitor

sogutulmalidir.

4°C'ye
*  Her iki inklibasyon derecelerine kati bir sekilde uyulmalidir (4°C and

37°C) ¢ok az bir fark bile sonuglarda gok buyik hataya neden olabilir.

*« 37°Cdeki enzimatik inkibasyon suresi ¢ok hassas bir gsekilde
ayarlanmali, verilen sinirlar iginde kalinmalidir.

* 4°C ‘den 37°C ‘ye ani yikselis ve ani dusliis cok énemlidir. Isitma
icin akish sicak su banyosu ve sogutma icin buz banyosu kullaniimasi
Onerilir.

* Ani sicaklik artig ve dususunin daha iyi gerceklestiriimesi igin isi
gegirgenligi yuksek olan tlipler (cam) kullanilabilir.

*  Egder numunede dusuk plazma renin aktivitesi bekleniyorsa, enzimatik
safhanin inkiibasyon siresi 3 saate kadar uzatilabilir.

Enzimatik safha — prosediir

[ Dikkat: Kalibratér ve kontrollere iglem uygulamayiniz. |

. Herbir 200 pL plazma érnegine, 200 pL dnceden sodutulmus enzimatik
inhibitor ekleyiniz ve karistiriniz.

*  Herbir numuneyi 200 pL ‘lik iki ayri tipe ayiriniz.

*  Ayrilan ilk tipu buz banyosu iginde, buzdolabinda bekletiniz (4°C’de
background anjiotensin | seviyesinin tespiti i¢in kullaniimak tzere)

« lkinci tiipli 37°C su banyosuna koyunuz (37°C’de ortaya gikarilan
anjiotensin I'nin tespiti icin kullaniimak Gzere).

«  Butun tupleri 1 saat inkiibe ediniz.

+ inkiibasyon sonrasinda, numuneleri 37°C’den 4°C ‘ye buz banyosu
kullanarak hizla sogutunuz.

Immunoassay prosediirii

Asama 1
Eklemeler’
Antikor kaplanmig
tuplere dikkatli bir
sekilde ekleyiniz:

Asama 2
Inkiibasyon
18-25°C’de (> 280
rpm) shakerda 2 saat
inklbe ediniz.

Asama 3
Sayim
Tuplerin igerigini dikkatli
bir sekilde aspire ediniz
(2 “total sayim/dak”
tupl harig).

2 mL yikama sollisyonu
ile yikayiniz. iki kez
aspire ediniz.

37°C ve 4°C'de
inkiibasyon sonrasinda
sira ile 75 uL kalibrator,
kontrol veya numune ve
100 L tracer.” Aktiviteyi (sayim/dak)
1 dakika suresince
tespit ediniz.

Karistiriniz.

*Pipetlemeden 6nce Kalibratorler, kontrol numuneleri ve analiz edilen
numuneler 4°C’ye sogutulmalidir. EkKlenmeden énce numuneleri karistiriniz.
**«Total sayim/dak»’yi elde etmek igin 2 ek tiipe 100 pL tracer ekleyiniz.

SONUGLAR

Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratérlerle ayni anda élgulen numunedeki anjiotensin | konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Kalite kontrol departmanindaki sonuglar hesaplandi sonuglar logit dikey
eksende B/T (%) agirlikl kiibik regresyon egri uydurma ve logaritmik
yatay eksende (ng/mL) kalibratorlerin analit konsantrasyonu kullanilarak
hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlari biraz farkli sonuglar verebilir.

Total aktivite: 68 511 sayim/dak
Kalibratorler | Angiotensin | | sayim/dak BIT (%) B/B, (%)

(ng/mL) (n=3)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13 732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5 431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 7,13

(Standard egrisi érnegi, hesaplamada kullanmayiniz)
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Numuneler

4°C veya 37°C’de inklibe edilmis her bir numune ve kontrol igin, dikey
eksende B/T veya B/BO yerini belirleyiniz ve yatay eksende ona karsilik
gelen anjiotensin | konsantrasyonunu ng/mL olarak okuyunuz.

Plasma renin aktivitesinin hesaplanmasi

Plasma renin aktivitesinin tespiti, anjiotensin | (A-lI)nin in vitro olarak
saatte olusturulmasi ve olgulmesi yoluyla, dolayli olarak yapilir. 4°C’de
inkiibe edilen plazma numunelerinin background A-l degeri, 37°C’de
olusturulan A-I'dan asagidaki esitlik yontemi kullanilarak PRA hesaplamasi
ile belirlenmektedir:

[ A-l (37°C) — Al (4°C) | x 2

A-l /mL/saat’'nin PRA ng’si =
Enzimatik inkubasyon siresi (saat)
Burada:

A-l (37°C): 37°C’de inklbe edilen numunenin ng/mL olarak anjiotensin
konsantrasyonu

A-l (4°C) : 4°C’de inklbe edilen numunenin ng/mL olarak anjiotensin
konsantrasyonu

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvarin kendi referans deg@erlerini sectikleri. Asagida verilen PRA
degerleri sadece belirleyicidir.

N Normal yetigkin 25-975 Median Min-Max
percentile |(ng/mL/saat) | (ng/mL/saat)
(ng/mL/saat)

38 | Yatarak 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 | Ayakta 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Cocuklar icin beklenen degerler (yas gore belirlenmis), kullanma
kilavuzunun “APPENDIX-EK” béliimiinde bulunabilir.

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuglarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz edilmesi dnerilmektedir.

Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu durumlarda litfen
yerel distribitdriinlizi arayiniz veya asagidaki e-mail adresini kullaniniz.
imunochem@beckman.com

PERFORMANS OZELLIKLERI
(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca 6rnek olarak verilmistir. Her bir laboratuarda elde

edilen performans farklilik gosterebilir.

PI-IM3518-09

Duyarlilik

Analitik duyarlihik: 0,07 ng/mL
Fonksiyonel duyarhlik: 0,20 ng/mL
Ozgiilliik

Bu kitte kullanilan antikor, anjiotensin I'e yliksek spesifiktir. Anjiotensin II'ye
¢ok ¢ok az bir gapraz reaksiyon alinmistir.

Bunun vyaninda, PRA sonuglarinda olasi
substraksiyonu ile bertaraf edilmektedir.

Kesinlik

Deney-ici

etkilesimler, bakground

Numuneler, ayni seri icinde 25 replike testle denenmistir. Degisim katsayisi
% 11.3’a esit veya altinda bulunmustur.

Testler arasi

Numuneler 10 farkh seride duplike olarak cahsiimistir. Degisim katsayisi %
20.9'a esit veya altinda bulunmustur.

Dogruluk
Enzimatik inkiibasyon zamanina bagimlihk

Plazma numuneleri, enzimatik inhibitor ile 60, 120, 180 dakika inkube
edilmistir. PRA sonucunda kayda deger bir etki bulunmamistir.

Diltisyon testi

Plazma numuneleri, sifir kalibratorleri iginde seri olarak dilie edildi. Alinan
dlzelme orani % 78 ve % 99 arasinda idi.

Diizeltme testi

Dusuk konsantrasyolu numuneler bilinen miktarda anjiotensin I ile karistirildi.
Dizelme orani % 104 ve % 123 arasinda idi.

Olgiim sinirlan (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 0.07 ile
yaklasik 30 ng/mL.

SINIRLAMALAR

Bu kullanim kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin olarak etkileyebilir.

Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger bilgilerin de
yeraldidi hastanin toplam klinik durumu 1s1§1 altinda degerlendiriimelidir.

Cok hemolizli, sararmis ve lipemik numuneleri kullanmayiniz.

Antikor igeren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar tarafindan
interferans olasiligi bulunmaktadir. Hayvanlarla sirekli etkilesimde bulunan
hastalar veya immunoterapi géren veya 6r. HAMA gibi immunoassay ile
etkilesim gosteren immunoglobulinler veya immunoglobulin fragmanlarinin
kullanildigi tedavi géren hastalarda antikor olusturabilir.

Bu antikorlara
dikkatle

Etkilesime giren bu tir antikorlar hatali sonuglar Uretebilir.
sahip oldugundan suphe duyulan hastalarin sonuglarini
degerlendirin.
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PAOUOUMMYHOITIOMMYECKOE OMNPEOENEHUE
AHITMOTEH3UHA | ANnA OUEHKU AKTUBHOCTU
NNA3SMATUYECKOIO PEHUHA (AP) IN VITRO B
MMNA3ME

Ons gnarHocTukm in vitro.

nPAHUMUN

PagnonMmyHonornyeckuii MeTon, OLEHKM aKTMBHOCTM MasmMaTUyecKoro
peHnHa (AlP) ocHoBaH Ha M3MepeHun KonmuyecTBa ObOpasoBaBLUErocs
npopykTa hepMeHTaT1BHON peakLmn - aHrVoTeH3NHa |.

O6pa3zoBaHune aHrMoTeHanHa | B obpasuax nnasmbl KpoBW, SIBRsOLLEECS
pesynstatoMm (OEPMEHTATMBHOTO pacluensieHnss cybcTpata peHuHa —
aHrMOTEH3UHOreHa, NPOBOAUTCS B MPUCYTCTBUM MHIMBUTOpPA, GriokupytoLLero
npespaLleHne aHrmoTeH3nHa | B aHrmoTeHsuH .

PaguonmmyHonornyeckoe onpegeneHve aHrmoteHsnHa | oTHocuTca K
KOHKYpPEHTHbIM Buam aHanusa. Wccnegyemblie 06pasupbl, KOHTPOMbHLIE 1
KanmbpoBoyHble Npobbl MHKYBMPYIOT co '%l-aHrnoTeHanHom | B npobupkax,
MOKPbITBIX NONWKNOHANbHLIMU aHTUTeNnaMun. 3aTtem yaansioT CoaepXMmoe
npobupok, NPOMbIBAOT MX U M3MEPSIOT CBS3aHHYK akTMBHOCTb 1251
KoHueHTpauuio aHrmoTeHsmHa | onpefensT METOAOM MHTEPMONnAuMU no
KanubpoBOYHOWN KPUBOW.

NPEOYNPEXOEHUA U MEPbLI
NMPEAOCTOPOXHOCTHU

O6wwume 3amMeyaHus:

* Tlepen BHeceHuMem B NpobUpPKU pacTBOp MHrMGuTopa depmMeHTa,
KanubpoBOYHbIE, KOHTPOMbHbIE N @aHanu3vpyeMble 0bpasLibl JOMKHbI
nmeTb Temnepatypy 2-8°C.

*  OnakoHbl C KanubpatopamMu U KOHTPONSIMW CredyeT OTKpbiBaTb
HenocpeacTBEHHO  nepen  WUCMofb3oBaHueM, BO  u3bexaHue
YpE3MEPHOTro UCMapeHus.

*  He cmelunBaTb peareHTbl 13 HaGOPOB Pa3HbLIX CEPUIA.

*  AHanu3 kanubpoBOYHbIX U UccnegyeMbix Npob A0MKEH NPOBOANTLCS
OOHOBPEMEHHO.

*  AHanus pekomeHAyeTCsi TPOBOANTL B AybnukaTax.
*  [lpobupku TonbKO AN 0QHOPA30BOr0 NMPUMEHEHNS.
OcHOBHbIe NpaBuna paguauMoHHOW 6e3onacHocTH

Monyyexwe, ncnonb3oBaHne U TPaAHCNOPTUPOBKa  pagnNOaKTUBHbIX
MaTtepuanoB OOJKHbI NPONUCXOAUTb B COOTBETCTBUN C NMPUHATBIMA B OaHHOMN
CcTpaHe HopMamu pagnaumMoHHON 6esonacHocTu 1 CaHUTapHbIMK NpaBunamMmun
pa6OTbI C pagunoaKkTMBHbIMU BeLLeCTBaMU.

« B nabopatopusix 3anpeliaercs
nosb30BaTbCA KOCMETUKOWN.

NpUHUMaATb

nuwy,  KypuTb,

*  He nuneTupoBatb pacTBOpbI paAn0aKTUBHbIX BELLECTB PTOM.

* [ns orpaHMyeHUss KOHTaKTa C pPagMOAaKTUBHBIMU MaTepuanamu
pEeKoOMeHAyeTCs UCMOoNb3oBaTh Pa3oBble NepyaTku U nabopaTopHyto
cnevoaexay.

+ Bce MaHunynsuMmM C pagMoakTUBHBIMKM  BeLlecTBamu criegyet

npoBoanTb B cneynanbHO O60py,D,OBaHHbIX Ana 3Toro noMeLeHuax,
yAaneHHbIX OT MeCT NOCTOAHHOIo I'Ipe6bIBaHVI$I nogen.

. PagnoakTtvBHble BeluecTBa cnegyet XpaHuTb C UCNOMNb30BaHMEM
KOHTENHEPOB B CrieumanbHO OTBEAEHHbIX As 9TOro MecTax.

*  Heobxogumo  peructpuposatb
pPaavoaKkTUBHBLIX MaTepuarnos.

noctynneHne n pacxon

* J'Ia6opaTopHoe oGopy,u,osaHme M nocyny cnenyet XpaHutb OTAENbHO,
4YTOObI npenoTepaTUTb NX 3arpAa3HeHne paguoakTMBHbIMU N30TONMNAMW.

+  IMoboi cnyyaln pagvoakTUBHOMO 3arpsis3HEHWUS UMW UCYE3HOBEHWUS
pagvoakTUBHOTO  MaTepuana [JOMKeH  paccmaTpuBatbCsl B
COOTBETCTBUW C 3aKOHOAATENbCTBOM.

* YTunusauma pagmnoakTUBHbIX OTXOAOB AOMKHA OCYyLLeCTBNATLCA B
COOTBETCTBMUN C 3aKOHOOATENbCTBOM.

A3upa HaTpusa
HekoTopble KOMMOHEHTbl Habopa cogepxaT asug HaTpus B KadecTse
KOHCepBaHTa. BcTynas B peakumio co CBUMHLIOM, MeAbio U NnaTyHbio, asng

PI-IM3518-09

HaTpua o6pa3yeT B3pbIBOONACHblE asnabl MeTanmnos. OTpa6OTaHHbIe
peareHTbl cnenyet p336aBﬂﬂTb OONbLIMM KONMUYECTBOM BOD,OI'IpOBO,El,HOVI
BOAbl, NOCNe 4Yero ux MOXHO CrnnBaTb B KaHanu3auuto.

Marepuan YyenoBe4yecKkoro NpouCcxoxaeHus

C uccnegyembiMu obpasuamuy nnasMbl KpOBU criegyeT obpallartbes Kak ¢
noTeHUManbHO MHAEKUMOHHBIM MaTepuanomM, MOryLLMM codepXaTb BUPYChbI
ChNUA v renatuta. YTuUnusaumsi OTXOOOB [OSPKHA OCYLLECTBMAATHCA B
COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENbCTBOM.

KNACCU®UKALIMA ONACHOCTEM MO
CUCTEME CIcC

Tracer OCTOPOXKHO!

H317 MoxeT BbI3blBaTb
annepruieckyro KoxHy
peakuuto.

BpenHo anst BoAHbIX
OopraHu3MoB ¢
[OMrOCPOYHbLIMU
nocneacTBUAMU.

He ponyckaTtb nonagaHus B
OKpYXKaloLLyto cpeay.
HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
opexay, cpeacTea 3aluThl
opraHoB 3peHus / nuua.
[Mpwn pasgpaxeHnn Koxwm
WK NOSIBNIEHUN ChIMK:
obpatutbes K Bpayy.
CHATb 3arpsi3HEHHYH0
oaexay U npomMbiTb

ee nepes NOBTOPHbLIM
MCMONb30BaHNEM.
peakumnoHHasi CMecb 13
5-xnopo-2-metun-
4-130TNA30MMH -3-0H

[EC Ne 247-500-7] un
2-MeTun-4-n30TMasonuH
-3-oH [EC Ne 220-239-6](3:1)
< 0,05%

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

Inhibitor OMNACHO!

H317 MoxeT BbI3bIBaTb
annepruieckyro KoxHyH
peakuumio.

MoxeT npusecTu

K HapyLIeHuo
pPenpoayKTUBHON PYHKLUN
WV HaHeCTu Bpesd pebeHky
B yTpobe martepu.

Mepen ncnonb3oBaHnem
nonyynTb cneumarnbHble
MHCTPYKLMN.

HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aLuTHY
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHus / nuua.
MPW Bo3pgenicTeumn

WINN NOJ03PEHUN HA
BO3gencTBMe: obpaTuTbes
32 MEAULUMHCKOW NMOMOLLIbHO.
[Mpw pasgpaxeHun Koxwm
WINW NOSIBNIEHUN ChIMNK:
obpatutbes K Bpayy.

H360

P201

P280

P308+P313

P333+P313
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P362+P364 CHsITb 3arpsi3HEHHYH0
ofexay U NpoMmbITb

ee nepef NoBTOPHbLIM
MCMonb30BaHNEM.
8-rnapokcuxumHonuy 0,1 -
0,2%

Wash Solution (20X) OMACHO!

H360 MoxeTt npusectu

K HapyLleHuo
PENPOAYKTMBHOMN (PyHKLMM
UNW HaHecTu Bpea pebeHky
B yTpobe matepu.

Mepen vcnonb3oBaHNeM
nony4uTb crneuuarnbHbie
WNHCTPYKLMUN.

Hapesatb 3aWUTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
oaexnay, CpeacTsa 3aluThbl
opraHoB 3peHus / nuua.
MPW Bo3sgencTeum

UNW NOAO3PEHNUN Ha
BO3geincTBme: obpaTnTbes
32 MeQULUHCKOM NOMOLLbHO.
Bophas kucnorta 0,1 - 0,3%
Hatpus 6opart, gekarngpar
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

MacnopT 6e3onacHOCTM [OCTYNeH Ha cante
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEﬂEHME OBPA3LIOB

CobpaTb KkpoBb B OxnaxaeHHble npobupku ¢ SATA.
*  OtgenuTb nNnasmy ueHTpudyruposaHnem npu 2-8°C.

*+ Ecnu aHanua He 6GyaeT npoBoAWTLCS HemenneHHo, o6pasuibl
nnasvbl criedyeT pasfenuTb Ha anukBoTbl M 3aMOpO3WTb Npu
Temnepatype <-20°C, (mo 1 roga). M3beratb MNOBTOPHOIO
3aMopaxvBaHNA-OTTanBaHusi 06pasLoB.

BHumaHvne: B npouecce nonyyeHus u obpabotkn 06pasuoB
TemnepaTtypa nnasmbl [OMKHA MOAAEPXKMBATLCS HA  YPOBHe
2-8°C. Ctporoe cobntofjeHne pekoMeHOyeMbIX YCIOBWI NOo3BonseT
npefoTBpaTUTL Kak 06pasoBaHue, Tak 1 pacluensieHne aHrmMoTeH3nHa
l.

NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl npu 2-8°C OO0 OKOHYaHWsi CpoKa TO4HOCTM
Habopa. YcnoBusi xpaHeHus nocrne pacTBOpeHUs u pa3baBneHusi peareHToB
ykasaHbl B pasgene “lMpouepypa’. Cpokn rofHOCTW, YyKasaHHble Ha
3TUKEeTKax (PNakoOHOB C peareHTamu, OTHOCSATCA TOMbKO K WX XPaHEHWIO B
NPOV3BOACTBEHHBIX YCNOBUAX BMNOTh 40 MOMEHTa KOMMIEKTaumMm Habopa u
He PacrnpOoCTPaHSIIOTCA Ha NOyYEHHYHO 3aKa34MKOM NPOAYKLMIO.

Mpo6upku, MOKPbITble  MONMMKMOHANbHLIMA  aHTUTeNnamm K
@HrMoTeH3uHy |: 2 x 50 WT (roToBbI K NCMOMb30BaHMIO)

125|

Mertka, '“’l-aHrnoTteHs3uH I: 1 donakoH, 11 Mn (roToBa K MCMOMb30BaHWIO)

Ha paty wsrotoBneHus conakoH cogepxut 260 kBk '?°l-aHrnoTeHsuHa | B
Bydepe ¢ Obl4bMM CbIBOPOTOYHBIM anbbyMUHOM 1 KpacuTenem.

Kanu6poBo4Hble npoo6bi:
MCMONb30BaHWUI0)

6 dmnakoHoB no 1 wmn (roToBbl K

KannbpoBouHble npobbl  cogepXaT aHrMoTeHsMH | B AvanasoHe
KoHUeHTpauuin ot 0 go npubnuautenbHo 30 Hr/mn B Bydpepe ¢ GblubuMm
CbIBOPOTOYHbIM  anbbymmHom u  asugom Hatpusa (<0,1%). TouyHble
KOHLEHTpauun, KanubpoBaHHble MO MexayHapoaHoMmy cTaHaapty RP
86/536, yka3aHbl Ha 3TMKeTKax riakoHOB.

KoHTponbHas cbiBopoTka: 1 chnakoH, 1 Mn (roToBa K MCnonb30BaHuWio)

®PnakoH COAEPXUT U3BECTHOE KOMMYEeCTBO aHrnoTeHsnHa | B Gydepe
C OblYbMM CbIBOPOTOYHBIM anbbymmHoM 1 a3vpom  HaTpusi(<0,1%).
Oxunpaemble [OManasoHbl KOHLEHTpauui ykasaHbl Ha [OMOMHWUTENbHOM
NUCTKe-BKNaaplLLe.

PI-IM3518-09

WUHrnéutop cdepemenTa: 1 conakoH (NMModunnmaoBaHHbI Npenapar)
Mpenapat cogepxuT asng HaTpus (<0,1%).
MpombiBoYHbIN pacTBOp (20x): 1 donakoH, 50 mn

KoHueHTprpoBaHHbIN 6bITb

ncnonb3oBaHNEM.

HEOBXOAMUMBIE, HO HE
NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITDbI

Momumo ctaHpgapTHoro nabopatopHoro o6opyaoBaHUsi HEO6X0AMMO UMETb
cnepywolee:

pacTeBop [OOIMKEeH pasBeneH nepen

*  MukponuneTku (75 mkn; 100 mkn)

*  nonyasToMatuyeckue nunetku (200 mkn, 300 mkn; 2 M)
. BoAsiHas GaHs

*  nepsiHasa BaHs

. BUXPEBOW cMecuTenb Tuna Vortex

*  TOPW3OHTasbHbIA UMK OpPOUTanbHBIN BCTPAXMBATENb

*  BOOOCTPYWHBIN Hacoc

*  raMma-CyeTuYVK AnS M3MepeHnst akTueHocTn "2

NMPOLUELNYPA

MoAroToBKa U XpaHeHMe peareHToB
MoaroToBka pacTBOpa MHrM6UTOopa chepmeHTa

PacTtBopuTb cogepxmmoe cnakoHa oxnaxaeHHom no 4°C
ANCTUNNMPOBaHHOW BOAOW B 06beMe, ykazaHHOM Ha aTukeTke. TliaTensHo
nepemewartb. [logrotoBneHHbI K paboTe pacTBOp MHMMOMTOpPa MOXHO
XpaHuTb Npu 2-8°C [0 OKOHYaHWSi Cpoka rogHOCTW Habopa.

MpurotoBneHne NPOMbLIBOYHOro pacTBopa

TwartenbHO cMellaTb CoAepXumMoe riakoHa C KoHueHTpatoMm v 950 mn
ONCTUNNUPOBaHHOM Boabl.  [OAroTOBMEHHBIN K paboTe MPOMbIBOYHbLIN
pacTBOP MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C [0 OKOHYaHMSA CpoKa rogHoCTn Habopa.

. erMeHTaTMBHaﬂ cTagua — oGpasoBaHue aHrnoreHsuHa l
3ameyaHusa n peKkoMeHaauuun

+ PactBop uHrMbutopa depmeHTa OormkeH ObiTb oxnaxaeH o 4°C
nepefn BHeCeHNeM B aHanusvpyemble obpasLibl.

+  TemnepaTypHble YCroBUsi TEMMOBOW W XONogoBoN MHKybaumn (4°C
n 37°C) gomkHbl CTporo cobmnogaTtbes, Tak Kak gaxe Hebonbluve
OTKMOHEHNS OT PEeKOMEeHAYeMOro pexwuma MOryT npuBecTn K
Cepbe3HbIM UCKaXXEHUsIM pe3ynbTaToB aHanusa.

*  [popomknTenbHOCTb 3H3MMAaTUYeCcKon cTaguu (MHKyGaums npwu
37°C) pomkHa cobrniogaTtbCsl Kak MOXHO Gonee TwatenbHo U ObiTb
npakTU4yeckn oanHaKOBOWN AN BCex NPoBGMpoK.

* CkopocTb Harpexu npobupok Ao 37°C u nocnegyollero ux
OXINaXAeHUst MMeeT MpuHUMNManbHoe 3HaveHve. [ns Harpesa
pekoMeHAyeTCs UCNonb3oBaTh BOAsIHY GaHo C LMpKynsiuven Boaebl,
a Anst oxnaxaeHus — neasHyto 6aHio.

+  [Ins ycKopeHUs NMpoLEecCoB Harpesa W OXNaKAEHWsI peKoMeHayeTCst
ucronb3oBaTb MpPobupkM u3 mMatepuana, obrnagaroLiero Xxopoluen
TENNONPOBOAHOCTLIO (CTEKMO).

. MpogomkntTenbHOCTb  TennoBonm  MHKyGaumm B obpasuyax C
npegnonaraeMoil HWU3KOM aKTMBHOCTLIO Mia3MaTMYecKoro peHuHa
MOXHO YBENnuM4uTb A0 3 YacoB.

OH3uMaTMyeckas cTagus

BHumaHue: He ob6pabartbiBaTb KanubpoBo4HblE U
KOHTPOJIbHbIe NPOOLI.

. B npo6upku BHecTn 200 MKN aHanusupyembix 06pasLoB nnasmbl 1
[o6aBuTb K HUM no 200 MKN OXMaXOeHHOro pacTeBopa MHrMbuTopa.
TwaTtenbHO NepemeluaTs.

. Pasgenutb cogepxmmoe kaxgon npobupku Ha ABe anvkeoTbl no 200
MKJ1.

* ToctaBuTb NPOBUPKM C MNepBOW TPYNMoW anvMKBOT Ha neasHyio
6aHI0 1 NMOMeCTUTb ee B XonoaunbHWK. [aHHasa rpynna npobupok
npegHasHayeHa Ans onpeneneHns 6a3oBoro ypoBHs aHrMoTeHamnHa |
npu 4°C.
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*  Bropyto rpynny npoGupok, B KOTOPbIX OyAeT OLeHMBATLCS CKOPOCTb
06pa3oBaHNs aHrMoTeH3nHa |, NOMecTUTb Ha BOASHYH GaHl npu
Temneparype 37°C.

*  WHkybupoBaTb BCe Npobbl B TeyeHue 1 yaca.

*  Mocne okoHuyanus nHkybauum npu 37°C BbICTpO oxnagnTb Npobbl A0
4°C Ha nensiHon GaHe.

PaguMonMmyHonornyeckun aHanus

Cragusa 1 Cragusa 2 Cragusa 3
BHeceHune WHkybGaums U3mepeHue
KOMMOHEHTOB pe3ynsraToB

B nokpbiTble
aHTUTENnammn Npobumpkm

WHky6upoBatb 2
vyaca npu 18-25°C

TwartenbHo yoanuTb
coaepxmmoe npoburpok

nocnepoBaTeribHO M MOCTOSIHHOM (kpome npob «T»)

BHECTU: BCTpsxvBaHuu (> 280 [MpombITe NPOGUpPKM

ocu./MUH.). 2 M NPOMbIBOYHOIO
pacTtBopa.

75 MKn YnanuTb XWAKOCTb.
KanubpoBOYHbIX, [Baxabl NOBTOPUTb
KOHTPOIbHBIX 1 npoweaypy acrnvpaumm.
aHanmaupyembix

npo6, npoLueawmnx
3H3MMaTUYECKYHo

ctaguio npu 37°C un
4°C, a Takke
100 mMkn MeTkn.” Bo Bcex npobupkax
N3MEPUTb aKTUBHOCTb
1251 (umn./mMuH.) B

TeyeHue 1 MWHYTbI.

[Nepemeluatb.

*MNepen BHeCEHVEM B NPOOMPKN KannbpoBOYHbIE, KOHTPOSbHbIE U
aHanuanpyemble nNpobbl JOMKHbI BbITh OXnaxaeHsbl 4o TemnepaTtypbl 4°C
M aKKypaTHO nepemeLlaHbl.

**B gBe JononHuTenbHble Npobupkn BHecTy no 100 MKN METKM NS OLEHKU
o6Len aktuBHocTn 1251 (Npobbl «Tx»).

PE3YJIbTATbI

PesynbtaThl paccuuTbiBalOT METOAOM WHTEPMONSLMU MO KanubpoBOYHOM
KPVBOM, NOMNY4YEHHON OQHOBPEMEHHO C aHaNN30M HEU3BECTHbIX 06Pa3LIoB.

KanubpoBouHas kpuBas

Pesynetatbl B oOTOene KOHTpons kayecTBa ObiMuM  paccuutaHbl  C
ncrnonb3oBaHMeMm nogbopa KpuBOW 838eweHHOU Kybudeckol peepeccuel
¢ B/T unu B/B, no norut BepTMKaribHOM OCU U KOHLEHTpauuen aHanuta
KanubpaTopoB Ha norapupmMmyeckor ropu3oHTanbHOM ocK (Hr/ms).

ﬂpyrme MeTodbl obcyeTa MOryT p[aBaTb HECKOJIbKO oTnunyawuimecsa

pesynerarhl.
O6wwmn cyet: 68 511 umn./MuH.
Kanu6patops! AHruoteHsuH | AmMn./MUH. BIT (%) B/B, (%)

I (Hr/mn) (n=3)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13 732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1 243 1,81 7,13

(Mpumep munuyHol KanubposoyHoli Kpueol. He ucronb3oeams O5s
obcyema pesynbmamos.)

O6pasubl

[na KaXOoro KOHTPOMbHOTO WM aHanuaupyemoro obpasua, npoLleLuero
nHKybaumio npu 4°C n 37°C, HaNTK Ha BepTUKarbHOW OCU KannbpoBOYHOTO
rpacpmka 3HadeHnme B/T unu B/BO, a Ha ropu3oHTanbHOM ocu -
COOTBETCTBYHIOLLYIO KOHLEHTPALMIO aHMMOTEH3NHa | B HI/m1.

. Pacyet akTMBHOCTM nnasmaTmnyeckoro peHnHa

OnpegeneHne  akTMBHOCTM  MIasmMaTU4YECKOro  PeHuHa  MPOBOAUTCA
HenpsiMbIM METOZOM MO KonuyecTsy aHrmoTeHamHa | (A-1), obpasosasLuerocs
in vitro B TeyeHne vaca. ba3oBbii ypoBeHb A-l B nmpobax, npoLueamx
MHKyGaumio npu 4°C, BblumTaeTcs m3 ypoBHst A-l, obpasoBaBLuerocs npwu
37°C, a pacyeT aKTMBHOCTWM MNNasmMaTtU4ecKkoro peHuHa MnpoBOAUTCHA MO

copmyne:
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[ A-l (37°C) — Al (4°C) | x 2

AIP (Hr A-l /mn/yac) =
OnnTenbHOCTb 3H3MMaTUYeckon ctagum (4ac)

loe
A-1 (37°C): kOHUEHTpauusi aHrIMOTeH3nHa (Hr/mn) nocne nHky6auum npm 37°C
A-l (4°C) : KOHUEHTpaums aHrMoTeH3nHa (Hr/mn) nocne nHkybaumm npm 4°C.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxpow nabopaTtopuu criegyeT yCTaHOBUTb COGCTBEHHbIE pedepeHCHbIe
ypoBHu AlP, COOTBETCTByOLUME HOPMAIbHbLIM. MpuBeaeHHble HMxe
3HaYeHUs! SBNSIIOTCS OPUEHTUPOBOYHBIMU.

N B3pocnble 2,5-i — 97,5-n| Mepamana Min-Max
nepceHTUmNbL (Hr/mn/y) (Hr/mn/y)
(nr/mn/y)
38 |PaHHum yTpom, B nonoxeHuun| 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90
nexa
41 | B nonoxeHuun ctos, 2 Yyaca 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

MoapoGHasa MHGOPMaUUs O OXMAAEMbIX 3HAYEHUn neanaTpUYEcKUx
06pa3yoB (OTCOPTMPOBaHHLIX NO BO3pacTy) NpuBedeHbl B paspene
APPENDIX.

KOHTPOJ1b KAHECTBA

B cootBeTcTBMU C TpeboBaHusiMM Good laboratory practices ansi koHTpons
Ka4yecTBa NPOBOAMMBIX UCCNEAOBaHWA criedyeT perynsipHo MCrnonb3oBaTb
KOHTpOnbHble 06pas3ubl, KOTOpble [AOMKHbI NPOXOAUTL TE e cTaguu
aHanusa, 4To 1 aHanuaupyemble nNpobbl. Pe3ynbTaTthl KOHTPOMNS KavecTBa
pekoMeHayeTcst obpabaTbiBaTh C NMOMOLLLIO CrieuparnbHbIX CTaTUCTUYECKMX
MEeTOO0B.

B Cllydae Cepbe3HOro noBpexaeHnAa YNnakKoBKW, mnm B Cclnydae
HEeCOOTBETCTBUA NoNy4yeHHbIX pe3ynbraTtoB aHannTu4ecKknm
XapakTepucTtnkam OGpaTMTer, no>|<any17|c1'a, K Hawum cneymanucrtam.

E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com
TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU
(Bonee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pa3denie “APPENDIX”)

PenpeseHTaTMBHble AaHHble MPeAOCTaBMEHbl  UCKMIOYUTENBHO  AMnA
nosicHeHui. okasaTtenu, Nony4YyeHHble B KOHKPETHOM nabopaTtopun, MOryT
oTnMyaThCA.

YyBCTBUTENBLHOCTbL

AHanuTtuyeckas yyBcTBUTenbHocTb: 0,07 Hr/mn
®DyHKUNOHanbHas YyyBcTBuTenbHocTb: 0,20 Hr/mn
CneuunduyHocTb

AHTUTENa, wcnonb3yemble B [aHHOM Habope, o6nagaloT BbICOKOW
cneunduyHoCTbi0 K aHrmoTeHsuHy |.  [epekpecTHas peakuuss cC
aHrnoTeHsmHoM Il ypesBblvaiHO mana.

Kpome ToOro, BbluMTaHve 6a30BOro ypoBHs aHrMoTeH3WHa | ucknodaet
BMMSIHWE MOCTOPOHHUX hakTOpoB Ha oueHKy AlP.

BocnpousBogMmocTb
BHyTpu aHanu3sa

AHanus o6pasuoB npoBoaunu B 25 pennukartax B npegenax ogHou cepum
onpenenexuin. KoadduumeHt Bapmaumm He npesbiwan 11,3%.

Mexay aHanusamu

AHanua obpasuos B Aybnukatax nposoaunu B 10 pasnuyHbIx cepusix
onpegenexunin. KoadduumeHt Bapnaumm He npesbiwan 20,9%.

To4yHOCTb
3aBMCUMOCTb OT NPOAOCIKUTENLHOCTU 3H3MMATUYECKON CTaaUm

O6pasLpbl nnasmbl MHKYGUpoBanu B NpUCYTCTBUM MHIMBUTOpPa depmeHTa B
TeyeHve 60, 120 n 180 MMHYT. Hukakoro BNUAHWSA Ha pesynsTaTbl aHanm3a
no oueHke AlP He BbisiBNEHO.

TecT Ha pa3BeaeHue

O6pa3sLbl NNasmbl CEPUIIHO Pa3BOAWIN KHYTNEBOW» KanMbpoBOYHOW NPOGO.
BenununHa «oTkpbITUA» cocTasnsna ot 78% [0 99%.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOM AO06aBKM

B o6pasubl nnasmbl BHOCUIM W3BECTHbIE KOMWYECTBA aHrMoTeHauHa |.
BenunumHa «oTkpbITMsA» coctaBuna ot 104% go 123%.
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AvanasoH onpepeneHni (OT aHanNUTUYECKOW YyBCTBUTENBLHOCTU [0
3HaYeHUs HauBbICLLIEWN kanmbposoyHoW npobbl): 0,07 oo nNpubnuanTensHO
30 Hr/mn.

OrPAHUYEHUSA

Hapyu.leHme MEeTOAUKU nNpoBeaeHUA aHann3a MoXeT NPUBECTU K UCKAXKEHUIO
pe3ynbraTtoB UccrnenoBaHuA.

PesynbTtathl onpefeneHuns 4omkHbl 6bITb MHTEPNPETUPOBAHLI B CBETE 06LLEl
KIMUHNYECKON KapTVHbI NauueHTa, BKIoYas aHaMHes, AaHHbIe ApyrviX TECTOB
1 NOAXOAALLYIO UHYIO MHGOpMaLMUIO.

He ucnonb3yinte remMonuavpoBaHHble, XENTYLWHbIE WU Nunemuyeckue
obpasupl.

PI-IM3518-09

Mpu BbLINONHEHWM aHanM3oB C WCMOMb30BAHWEM aHTUTEN BO3MOXHA
MHTepdepeHUns retepodunbHbIMKM aHTUTenamm B npobe naumeHta. Y
NaLuneHTOB, MMEIOLLMX NMOCTOSAHHBINA KOHTAKT C XKMBOTHBIMW UM NMPOXOAMBLLNX
MMMYHOTEpanuio UNn AuarHocTuyeckne npoueaypbl C UCMONb30BaHNEM
MMMYHOrMo6yNMHOB UnK nx doparMeHToB, MOTYT BblpabaTbiBaTbCSt aHTUTENa
(r.e. HAMA), koTopble BNMSAIOT Ha pe3ynbTaTbl UMMYHHOTO aHanmsa.

NHTepdepeHUMs CO CTOPOHbI 3TUX aHTUTEN MOXET NPUBECTM K MOMYyYEHUIO
OWNBOYHBIX pesynbTaTtoB. TLlaTenbHO NPOBEpsNTe pesynbTaTbl aHanM3oB
NaLMeHToB C NOJO3PEHMEM Ha Hanuune 3TUX aHTuTen.
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Angiotensin | RIA KIT
IM3518

RADIOIMUNOTEST ZA KVANTITATIVNO ODREDIVANJE
ANGIOTENZIN | ZA IN VITRO ODREDIVANJE PLAZMA
RENINSKA AKTIVNOST (PRA) U HUMANOJ PLAZMI

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

PRINCIP

Angiotenzin | RIA test sluzi za kvantitativno odredivanje plazma
reninske aktivnosti (PRA) odredivanjem proizvoda reakcije, angiotensin |
radioimunotestom.

Stvaranje angiotenzina | je rezultat enzimskog cepanja reninskog substrata,
angiotenzinogena, u uzorcima plazme u prisustvu ACE inhibitora (ACE —
Angiotenzin konvertujuéi enzim), enzimskog inhibitora koji blokira konverziju
angiotenzina | u angiotenzin II.

Imunotest za odredivanje angiotenzina | je radioimunoloSki kompetitivni test.
Nepoznati uzorci, kontrole i kalibratori se inkubiraju u epruvetama obloZenim
poliklonskim antitelima sa '%| obeleZenim angiotenzinom | kao obelezivatem.
Nakon inkubacije, sadrzaj epruveta se aspirira. Vezana radioaktivnost se
onda odreduje u gama brojac¢u. KonstruiSe se standardna kriva i nepoznata
koncentracija se dobija interpolacijom sa standardne krive.

UPOZORENJE | MERE OPREZA
Opste napomene:

. Rastvor enzimskog inhibitora, kalibratori, kontrini uzorci i uzorci za
analizu moraju biti ohladeni 2-8°C pre pipetiranja.

* Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene Sto je
kra¢e moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

*  Ne mesati reagense iz kitova razliitih lotova.

«  Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom.

*  Preporuceno je da se imunotest izvodi u duplikatu.

»  Svaka epruveta mora da se upotrebi samo jedanput.
Osnovna pravila bezbednosti od radijacije

Kupovina, posedovanje, upotreba i prenos radioaktivhog materijala je
predmet regulative zemlje Kkorisnika. Pridrzavanje osnovnih pravila
bezbednosti od radijacije treba da obezbedi adekvatnu zastitu:

. Ne treba jesti, piti, pusiti ili nanositi kozmetiku u prisustvu radioaktivnih
materijala.

* Ne pipetirati radioaktivni rastvor ustima.

. Izbegavati svaki kontakt sa radioaktivnim materijalom upotrbom
rukavica i laboratorijskog kombinezona.

*  Sva manipulacija radioaktivnim supstancama treba da se obavi u
odgovarajuc¢em prostoru, udaljenom od hodnika i drugih prometnih
mesta.

* Radioaktivni materijali treba da se Cuvaju u kontejnerima koji su
obezbedeni u oznaéenom prostoru.

*  Zapis o prijemu i skladiStenju svih radioaktivnih proizvoda treba da se
vodi azurno.

* Laboratorijska oprema i stakleno posude koje je podlozno
kontaminaciji treba da budu razdvojeni da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija razli¢tim radioizotopima.

» Svaki slu¢aj radioaktivne kontaminacije ili gubitka radioaktivnog
materijala treba da bude reSen u skladu sa ustanovljenim
procedurama.

. Postupanje sa radioaktivnim otpadom treba da bude u skladu sa
pravilima utvrdenim u zemlji korisnika.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrZe natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid mozZe da
reaguje sa olovom, bakrom ili mesingom i da formira eksplozivhe metalne
azide. Odbacivati reagense ispiranjem sa velikom koli¢inom vode kroz
odvodni sistem.

Materijali humanog porekla

Sa svim uzorcima plazme treba postupati kao da su sposobni za prenos
hepatitisa ili AIDS-a, a otpad treba odlagati u skladu s propisima drzave.

PI-IM3518-09

Tracer

Inhibitor

Wash Solution (20X)
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UPOZORENJE

b

H317

H412

P273
P280
P333+P313

P362+P364

OPASNOST

0

P201

P280

P308+P313
P333+P313
P362+P364

OPASNOST

H360
P201

P280

P308+P313

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Moze da izazove alergijske
reakcije na koZi.

Stetno za Zivi svet u vodi s
dugotrajnim posledicama.
Izbegavati
ispustanje/oslobadanje u
Zivotnu sredinu.

Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre kori§¢enja.
reakciona masa:
5-hloro-2-metil-4-izotiazolin-
3-on [EC br. 247-500-7]

i 2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC br. 220-239-6](3:1) <
0,05%

Moze da izazove alergijske
reakcije na kozi.

Moze da osteti plodnost ili
nerodeno dete.

Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO ste izlozeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Ako dode do iritacije koze ili
osipa: Potraziti medicinski
savet/misljenje.
Kontaminiranu odecu skinuti
i oprati pre koriS¢enja.
8-hidroksikvinolin 0,1 - 0,2%

Moze da oSteti plodnost ili
nerodeno dete.

Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.
Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odedu i zastitna
sredstva za ocillice.

AKO ste izlozeni ili zabrinuti:
Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,1 - 0,3%
Natrijum-borat dekahidrat
0,1-0,3%

Bezbednosni list je dostupan na internet adresi

techdocs.beckmancoulter.com



PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Uzorci plazme se moraju prikupiti u hladnu EDTA epruvetu.
*  Odvojiti plazmu od ¢elija centrifugiranjem na 2-8°C.

+  Cuvati uzorke plazme zamrznute (<-20°C, najduze 1 godinu) ukoliko
se odredivanje ne¢e odmah izvrsiti, nakon alikvotiranja kako bi se
izbeglo ponovljeno zamrzavanije i otapanje.

Napomena: Temperatura uzoraka plazme se mora odrzavati na 2-8°C
tokom celog uzorkovanja. Izbegavati dalju manipulaciju kako bi se
sprecilo i formiranje i razlaganje angiotenzina I.

ISPORUCENI MATERIJALI

Svi neotvoreni reagensi u pakovanju su stabilni do isteka roka oznacenog
na etiketi, pod uslovom da se ¢uvaju na 2-8°C. Uslovi ¢uvanja za reagense
nakon rekonstitucije ili razblazivanja naznaceni su u delu Postupak. Rokovi
odStampani na etiketama bocica vaZe za dugoro¢no skladistenje komponenti
samo od strane proizvodaca, pre sastavljanja pakovanja. Ne uzimati u obzir.

Epruvete oblozene Anti- angiotenzin | poliklonskim antitelima: 2 x 50
epruveta (spremnih za upotrebu)

2% obelezen angiotenzin I: jedna 11 mL bogéica (spremna za upotrebu)

Bocica sadrzi 260 kBq, u trenutku proizvodnje '*°|-obeleZenog angiotenzina
| u puferu sa govedim serumskim albuminom i bojom.

Kalibratori: Sest bocica 1 ml (spremnih za upotrebu)

Bocice kalibratora sadrze od 0 do priblizno 30 ng/mL angiotenzin | u puferu
sa govedim serumskim albuminom i natrijum azidom (<0,1%). Tacna
koncentracija je navedena na svakoj etiketi bocice. Kalibratori su kalibrisani
prema RP 86/536.

Kontrolni uzorak: jedna bocica od 1 mL (spremne za upotrebu)

Bocica sadrzi angiotenzin | u puferu sa govedim serumskim albuminom i
natrijum azidom (<0,1%). Ocekivani opseg vrednosti se nalazi na dodatku
u pakovanju.

Inhibitor enzima: jedna bogica (liofilizovan)

Takode sadrzi natrijum azid (<0,1%).

Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 ml
Koncentrovani rastvor mora da se razblazi pre upotrebe.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
»  precizna mikropipeta (75 pL; 100 pL).
*  podesivi dispenzeri (200 pL; 300 pL; 2 mL).
*  vodeno kupatilo.
* ledeno kupatilo.
*  Vorteks tip miksera.
*  Horizontalna ili orbitalni Sejker.
*  Aspiracioni sistem.

+  Gama broja¢ za '

POSTUPAK
Priprema reagenasa
Pripremanje rastvora enzimskog inhibitora

Sadrzaj bocice se rekonstituiSe sa zapreminom hladne vode (4°C)
naznacenoj na nalepnici i prome8a se. Rekonstituisani enzimski inhibitor se
moze Cuvati na 2-8°C do isteka roka pakovanja.

Priprema rastvora za pranje

Sipati sadrzaj boc¢ice u 950 ml destilovane vode i homogenizirajte ga.
Razblazen rastvor se moze Cuvati na 2-8°C do isteka roka upotrebe.

Enzimski korak — dobijanje angiotenzina |
Primedbe i preporuke
*  Enzimski inhibitor mora biti ohladen na 4°C pre dodavanja u uzorak.

+ Obe inkubacione temperature (4°C i 37°C) se moraju strogo
postovati, ¢ak i najmanje varijacije mogu dovesti do velikih greSaka
u odredivanju.

PI-IM3518-09

*  Vreme enzimske inkubacije na 37°C bi trebalo odrediti $to preciznije
moguce i odrzavati ga u uskim granicama za ceo set epruveta.

»  Brzina povecéanja temperature sa 4°C na 37°C i naknadno spustanje
je kritiéno, CirkuliSu¢e vodeno kupatilo je pogodno za zagrevanje i
koriséenje ledeno hladnog kupatila je preporucljivo za hladenje.

. Brzina porasta i pada temperature se moze poboljsati koriS¢enjem

epruveta napravljenih od materijala sa dobrom termickom
provodljivo$cu (staklo).
*  Ukoliko se ocekuje niska plazma reninska aktivnost, inkubaciono

vreme enzimskog koraga se moze produziti do 3 sata.
Enzimski korak — postupak

| Paznja: Ne tretirati kalibratore i kontrolni uzorak |

*  Dodati 200 pL prethodno ohladenog enzimskog inhibitora u 200 pL
svakog uzorka i promesati.

. Podeliti svaki uzorak u dva alikvota od 200 pL.

«  Staviti prvi alikvor u ledeno hladno vodeno kupatilo u frizider (za
odredivanje osnovnog angiotenzin | na 4°C).

«  Staviti drugu u vodeno kupatilo i podesiti na 37°C (za odredivanje
nastalog angiotenzin | na 37°C).

. Inkubirati sve alikvote 1 sat.

*  Nakon inkubacije brzo ohladiti uzorke sa 37°C na 4°C koristeci ledeno
vodeno kupatilo.

Procedura imunotesta

Korak 1
Dodaci’
Oblozenim epruvetama,
sukcesivno dodavati:

Korak 2
Inkubacija
Inkubirajte 120 minuta
na 18-25°C uz mesSanje
(>280 rpm).

Korak 3
Brojanje
Aspirirati pazljivo
sadrzaj epruveta
(osim 2 epruvete za
“ukupni cpm”).
Isprati sa 2 mL rastvora
za pranje. Aspirirati
dva puta.

75 pL kalibratora,
kontrole ili uzorka nakon
enzimske inkubacije na
37°Cina4°C odnosno i

100 pl obelezivada.” Odrediti aktivnost (cpm)
u 1 minutu.

Promesati.

*Kalibratori, kontrolni uzorak i uzorci za analizu moraju biti ohladeni na 4°C
pre pipetiranja. Promesati pazljivo uzorke pre nego $to budu dodati.
**Dodati 100 pl obeleziva¢a u dve dodatne epruvete da bi se dobio «ukupni
cpmy».

REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluzi za
odredivanje koncentracije angiotenzin | u uzorcima izmerene u isto vreme
kad i kalibratori.

Standardna kriva

Izra¢unali su rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta su upotrebom krive
ponderisane kubne regresije (eng. weighted cubic regression) koja ima
vrednosti B/T ili B/B, na logit vertikalnoj osi i koncentraciju analita kalibratora
na logaritamskoj horizontalnoj osi (ng/ml).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razliCite rezultate.

Ukupna aktivhost: 68.511 cpm
Kalibratori Angiotenzin | cpm (n=3) BIT (%) B/B, (%)

(ng/mL)

0 0,00 17 444 25,5 100

1 0,30 13 732 20,0 78,7

2 1,00 9 390 13,7 53,8

3 3,00 5 431 7,93 31,1

4 10,0 2 746 4,01 15,7

5 30,0 1243 1,81 7,13

(Primer standardne krive, ne koristiti za proracun)

Uzorci

Za kontrolu i uzorke inkubirane na 4°C, ili na 37°C, locirati odnos B/T ili B/BO
na veretikalnoj osi standardne krive i ocitati odgovaraju¢u koncentraciju
angiotenzin | u ng/mL na horizontalnoj osi.

IzraGunavanje plazma reninske aktivnosti
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Odredivanje plazma reninske aktivnosti se vrsi indirektno merenjem in vitro
nastajanja angiotenzin | (A-l) na sat. Osnovni A-l, odreden u uzorcima plazme
inkubiranim na 4°C, se oduzima od A-| dobijen na 37°C za izrac¢unavanje PRA
koriste¢i sledec¢u jednacinu:

[ Al (37°C) — A-l (4°C) ] x 2

PRA ng A-l / mL/h =
Vreme inkubacije enzima (h)

Gde

A-1(37°C): koncentracija angiotenzina u ng/mL u uzorku inkubiranom na 37°C

A-l (4°C): koncentracija angiotenzina u ng/mL u uzorku inkubiranom na 4°C

OCEKIVANE VREDNOSTI

Preporuceno je da svaka laboratorija uspostavi svoje vlastite referentne
vrednosti. Slede¢e PRA vrednosti su samo indikativne.

N | Normalna odrasla osoba | 2,5 - 97,5 | Mediana Min-Max
percentil | (ng/ml/hr) | (ng/ml/hr)
(ng/ml/hr)

38 |Rano jutarnji lezedi 0,32-1,84 0,79 0,30-1,90

41 | Stojeci, 2 sata 0,60-4,18 2,20 0,48-4,88

Detaljne informacije u vezi ocekivanih vrednosti kod dece (sortirane
prema uzrastu) se mogu naci u odeljku "DODATAK".

KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

U slu€aju oStecenja pakovanja ili ako dobijeni podaci pokazuju neku promenu
performansi, molimo da kontaktirate vaseg lokalnog distributera ili upotrebite
sledecu e-mail adresu: imunochem@beckman.com

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
(za vise detalja, videti “DODATAK”)

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije.
dobijene u pojedina¢nim laboratorijama mogu da variraju.

Perfomanse

Osetljivost

Analiticka osetljivost: 0,07 ng/mL
Funkcionalna osetljivost: 0,20 ng/mL
Specifiénost

Antitela koriS¢éena u imunotestu su visoko specificna za angiotenzin I.
Izuzetno niske vrednosti ukrstene reakcije su dobijene za angiotenzin II.

PI-IM3518-09

Osim toga, uticaj mogucih interference na PRA rezultat je eliminisan
oduzimanjem osnovnog angiotenzin |.

Preciznost
Unutar serije

Uzorci seruma su testirani 25 puta u istoj seriji. Koeficijent varijacije je bio
maniji ili jednak 11,3%.

Izmedu serija

Uzorci seruma su testirani u duplikatu u 10 razli¢itih serija.
varijacije je maniji ili jednak 20,9%.

Koeficijent

Taénost
Zavisnost od vremena enzimske inkubacije

Uzorci su bili inkubirani sa enzimskim inhibitorom 60, 120 i 180 minuta. Nije
pronadena znacajan uticaj na rezultate PRA.

Test razblazivanja

Uzorci su serijski razblazeni u nultom kalibratoru. Dobijeni recovery procenti
su bili izmedu 78% i 99%.

Recovery test

U uzorke plazme su dodate poznate koli¢ine angiotenzina |. Dobijeni recovery
procenti su bili izmedu 104% i 123%.

Opseg merenja (od analiticke osetljivosti do najviSeg kalibratora): 0,07 do
priblizno 30 ng/mL.

OGRANICENJA

Ne pridrzavanje instrukcija u ovom uputstvu pakovanja moze znacajno da
utiCe na rezultate.

Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom klinickom slikom
pacijenta, uklju€ujuéi i klini€ku istoriju, podatke iz dodatnih testova i drugim
odgovarajuéim informacijama.

Ne koriste se hemolizovani, ikteric¢ni ili lipemicni uzorci.

Za testove koji upotrebljavaju antitela, postoji moguénost mesanja od strane
heterofilnih antitela u uzorku pacijenta. Pacijenti koji su bili redovno izloZeni
Zivotinjama ili su primili imunoterapiju ili dijagnosti¢ke procedure koje koriste
imunoglobuline ili imunoglobulinske fragmente mogu proizvesti antitela, npr.
HAMA, koji uti€u na imunotestove.

Takva interferiraju¢a antitela mogu uzrokovati pogre$ne rezultate. PaZljivo
procenite rezultate pacijenata za koje se sumnja da imaju ova antitela.
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APPENDIX Precision
PERFORMANCE CHARACTERISTICS Intra-assay

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained

S | 1 2
in individual laboratories may vary. Nimge?'sof 55 25
Accuracy determinations
Dependence on time of enzymatic incubation PRA, ng/mL/hour 1.49 2.94
) CV (%) 11.25 11.25
No dependence of PRA on time was observed.
Time, minutes 60 120 180 Inter-assay
PRA Sample A 0.30 0.32 0.33 After generation of Angiotensin I, samples were determined in duplicates in
ng/mL/hour Sample B 0.56 0.48 0.53 10 diffgtre_nt zerie; acc?jr?ingt,hto thelz prlo;:_edur;e_o;‘ the kit. Plasma_ renin activity
Sample C 104 115 119 was obtained and used for the calculation of inter-assay precision.
Sample D 1.64 1.56 1.65 Samples A B C D E
Sample E 5.12 5.19 4.93 Number of 10 10 10 10 10
S determinations
Dilution test PRA, ng/mL/hour 0.69 3.37 7.08 15.1 24.2
Three plasma samples were diluted with the zero calibrator and assayed CV (%) 20.9 9.57 8.72 9.74 11.8
according to the procedure of the kit.
Specificity
Sample Dilution Theoretical | Observed Recovery
conc. conc. (%) Cross reactivity (%)
(ng/mL) (ng/mL) Angiotensin | 100
A undiluted - 2.45 - Angiotensin || ND
112 1.23 1.21 98.8 Angiotensin Il ND
1/4 0.61 0.56 914 Tetradecapeptide ND
1/8 0.31 0.27 88.2 Angiotensinogen ND
B undiluted - 3.05 -
1/2 1.53 1.46 95.7 Expected data for children
1/4 0.76 0.64 83.9 Results are sorted according to age.
1/8 0.38 0.34 89.2
C undiluted - 9.21 - Children Angiotensin (ng/mL.hr)
12 4.61 4.30 93.4 Upright N Min Max |Median| 25 97.5
1/4 2.30 1.82 79.0 percentile| percentile|
116 0.58 045 78.2 10-15 years 16 0.58 3.98 1.52 0.64 3.93
Recovery test 1251 Characteristics

Plasma samples were spiked with known quantities of angiotensin | and T1/2 (1251) = 1443 h = 60.14 d
assayed according to the procedure of the kit.

Initial conc. Added Observed | Observed | Recovery
(ng/mL) angiotensin conc. addition (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

0.88 1.01 1.89 2.09 1M
1.30 2.18 2.68 123

1.93 2.81 3.20 114

1.39 1.01 2.40 2.64 110
1.30 2.69 2.98 1M

1.93 3.32 3.59 108

1.54 1.01 2.54 2.84 112
1.30 2.84 3.31 117

1.93 3.46 4.03 116

2.60 1.01 2.54 2.84 112
1.30 2.84 3.31 117

1.93 3.46 4.03 116

2.62 1.01 3.62 3.75 104
1.30 3.92 4.19 107

1.93 4.55 4.82 106
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