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RENIN-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative determination of active Renin in human EDTA
plasma.

A

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource Renin-IRMA Kit
Catalog number : KIP1531 : 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Renin , a polypeptidic enzyme (MW~ 40000) (1) also known as angiotensinogenase, is a circulating
protease secreted by juxtaglomerular cells in the juxtaglomerular apparatus of the kidneys in response to
low blood volume or low body NaCL content.

Renin activates the renin-angiotensin system by cleaving angiotensinogen produced in the liver into
angiotensin | (inactive) which is further converted into angiotensin Il (active) in the vascular epithelium of
the lung. Angiotensin Il can cause vasoconstriction by stimulating the central nervous system , in addition
it stimulates ADH (antidiuretic hormone) secretion and aldosterone secretion from the adrenal gland .(6)

Regulation of blood pressure and renal glomerular filtration control (2) are the most important functions of
renin -angiotensin system .

Plasmatic concentration of renin is influenced by concentration of circulating angiotensinogen and
subsequently the concentration of angiotensin 1l. High plasmatic levels of angiotensin Il reduce renin
secretion.(negative feed back)

Determination of renin plasma levels is useful in the diagnosis of hypertension and in the therapeutic
follow up of hypertensive patients (3).

Plasmatic concentration of renin decreases in patients with hypertension due to a primary
hyperaldosteronism (4), contrary to renovascular hypertension (5) where concentrations of renin and
aldosterone are both elevated.



Iv.

The DIAsource Renin-IRMA
coated-tube.

PRINCIPLES OF THE METHOD

is an immunoradiometric assay based on
Mab1, the capture antibody, is attached to the lower and inner

surface of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes will at first
show low affinity for Mabl. Addition of Mab2, the signal antibody labelled with
125 will complete the system and trigger the immunological reaction. After
washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen
concentration.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Reconstitution
Code

Tubes coated with anti 2x48 black | Ready for use

Renin (monoclonal

antibodv)

Ab 125) 1 vial red Ready for use
10.5 ml
760 kBq
Anti-Renin'®| (monoclonal
antibody) in Phophate buffer with
bovine serum, azide (<0.1%)
CAL 7 vials yellow | Add 2 ml distilled
lyophilised water
Calibrators 0-6 in human plasma
and thymol. See exact value on
vial labels.
1 vial brown Dilute 20 x with
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (Tween 20-NaCl)
2 vials silver Add 2 ml distilled water
| CONTROL | N | lyophilised

Controls - N =1 or 2
in human plasma and thymol

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilution.

VI.

2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 2.2 +/- 0.2 plU of
NIBSC 68/356.
Values obtained in pg/ml must be multiplied by 2.2 to obtain results in
ulU/ml or miu/IL.

SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1.
2.
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VII.

Distilled water

Pipettes for delivery of: 100 pl, 300 pl, and 2 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Plastic tubes for total counts

Vortex mixer

Tube shaker (400 rpm)

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *?°1 may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute the calibrators with 2 ml distilled water

. I For a complete solubilisation : after reconstitution, let the vials 30
min on a shaker, then vortex them.
Controls: Reconstitute the controls with 2 ml distilled water .
Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 19 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (20x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

=

XL

=

XII.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the label, if kept at 2 to 8°C.

After reconstitution, the calibrators and controls are unstable, use them
immediately after reconstitution, freeze them immediately in aliquots and
keep them at —20°C for maximum 6 weeks. They are stable after 1 freeze-
thaw cycle .

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Samples must be EDTA plasma.

If the test is not run within 4 h., plasma should be aliquoted and stored at
—20°C.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes.

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 300 pl of
each into the respective tubes.

Dispense 100 pl of *lodine labelled anti Renin into each tube, including
the uncoated tubes for total counts.

Incubate for 180 minutes at room temperature on a tube shaker (400 rpm).
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant).

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining
drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

On log-log , semi logarithmic or linear graph paper plot the c.p.m.
(ordinate) for each calibrator against the corresponding concentration of
Renin (abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points,
reject the obvious outliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is to be used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended

TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
the real time calibration curve.



Value of undiluted sample : 1034 pg/ml

RECOVERY TEST

Renin-IRMA cpm B/T (%)

Total count 100
Calibrator 0 pg/ml 0 plU/mi 152

4 pg/ml 8.8 plu/ml 579 0.14

9 pg/ml 19.8 plU/ml 984 0.27

47 pg/ml  103.4 plU/ml 3826 1.18

95 pg/ml 209 plU/mI 8161 2.58

250 pg/ml 550 plU/ml 20851 6.67

520 pg/ml 1144 plU/ml 55190 17.73

Added Renin Recovered Renin Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11.8 10.5 89
24.2 214 88
57 53 93
117 96 82

1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 2.2 +/- 0.2 plU of NIBSC
68/356

XIl. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twelve zero calibrators were assayed along with a set of the other
calibrators. The detection limit, defined as the apparent concentration of
the average count at zero binding plus two standard deviations, was 0.78
pg/ml

B. Specificity
The Cross-reactivity of Prorenin in this Renin IRMA assay was
determined by adding various concentrations of Prorenin to a plasma
matrix and by measuring the apparent Renin response . Prorenin Cross-
reactivity was found to be 0.3 % .

The potentially interfering effects of hemoglobin at 7.5 mg/ml and of
bilirubin at 0.2 mg/ml have been evaluated. The results of this test (see the
table below) show a decrease of approximatively 10% of plasma values.
The recommendation is to avoid hemolized samples and bilirubin
containing samples.

Sample Renin value + Human Hb at 7.5 mg/ml
tested (pg/ml) (pg/ml)

1. 21.2 18.5

2. 57.1 50

Sample Renin value + bilirubine at 0.2 mg/ml
tested (pg/ml) (pg/ml)

3. 22.6 20

4, 58.1 53.4

C. Precision
INTRA-ASSAY PRECISION

Sample | N <X>+SD cv
(pg/ml) (%)

A 10 | 20.2+1.7 8.5

B 10 | 67.7+20 3.0

INTER-ASSAY PRECISION

Sample | N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%)

A 6 | 155+17 11

B 6 59.3+24 4

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.

(pg/ml) (pg/ml)

1/4 258.6

1/8 129.3 1255

1/16 64.6 62.3

1/32 32.3 29.4

1/64 16.1 14.2

1/128 8 6.7

Sample was diluted with zero calibrator

E. Hook effect
A sample spiked with human Renin up to 90 000 pg/ml gives a signal
above the highest calibrator concentration.

F. Reference Intervals

Normal range has been determined on EDTA plasma of 60 apparently
healthy subjects, fasting, aged from 20 to 60:40 males and 20 females,
without oestrogen-progesterone treatment and without treatment for
hypertension. For each subject, two blood samples were taken: one after
1 hour of activity in an upright position and another after remaining in a
supine position for one hour.
Range limits are fixed from 5 to 95 percentile

Upright 1.3-13.8 pg/ml

Supine  1.0-82 pg/ml

Each laboratory should establish its own normal range of values.
Be careful many factors can influence renin levels (age, posture, estrogen
treatment, antihypertensive medication,...)

XIV. LIMITATIONS

- Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies.

- Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
patients suspected of having these antibodies.

If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

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

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

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains | (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and v (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of following
the local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate
protection.



The human blood components included in this kit have been tested by Europe and
approved and/or FDA approved methods and found negative for HbsAg, anti
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be
in,accordance with the local safety procedures. All animal products and
derivatives have been collected from healthy animals. Bovine components
originate from countries where BSE has not been reported. Nevertheless,
components containing animal substances should be treated as potentially
infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.

XVII. BIBLIOGRAPHY
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XVIII SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS
COUNTS CONTROLS SAMPLE(S)
ul pl pl
INCUBATION
Calibrators (0 to 6), controls - 300 -
Samples - - 300
Tracer 100 100 100
Incubation 180 minutes at room temperature with shaking
at 400 rpm

Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash solution 2ml
Separation Aspirate (or decant)
Working Wash solution 2 ml
Separation Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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RENIN-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de la rénine active dans le plasma
humain prélevé sur EDTA.

A

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource Renin-IRMA kit
Numéro de catalogue : KIP1531: 96 tests

Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CONTEXTE CLINIQUE

La rénine, une enzyme polypeptidigue (PM ~ 40000) (1) également connue sous le nom
d'angiotensinogénase, est une protéase circulante secrétée par les cellules de I'appareil juxtaglomérulaire du
rein en réponse a un volume sanguin bas ou un contenu corporel en NaCl faible.

La rénine active le systeme rénine-angiotensine en clivant l'angiotensinogene produit par le foie en
angiotensine | (inactive) qui est ensuite elle-méme convertie en angiotensine Il (active) dans I'épithélium
vasculaire du poumon. L'angiotensine Il peut provoquer une vasoconstriction par stimulation du systeme
nerveux central. De plus, elle stimule la sécrétion d'ADH (hormone antidiurétique) et de I'aldostérone par la
glande surrénale. (6)

La régulation de la pression sanguine et le contrdle de la filtration glomérulaire (2) sont les fonctions les
plus importantes du systéme rénine-angiotensine.

La concentration plasmatique en rénine est influencée par la concentration en angiotensinogéne circulant et,
par la suite, par la concentration en angiotensine Il. Des taux plasmatiques élevés en angiotensine Il
réduisent la sécrétion de rénine (rétrocontréle négatif).

La détermination des taux plasmatiques de la rénine est utile dans le diagnostic de I'hypertension et le suivi
thérapeutique des patients hypertendus (3).

La concentration plasmatique en rénine diminue chez les patients ayant une hypertension due a un
hyperaldostéronisme primaire (4), contrairement a I'hypertension rénovasculaire (5) ou les concentrations
en rénine et en aldostérone sont toutes les deux élevées.

I



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse DiaSource Renin-IRMA est une trousse de dosage radio-
immunométrique en tube recouvert d'anticorps. AcM1, les anticorps de capture,
sont attachés sur la surface basse et interne du tube plastic. Les calibrateurs ou les
échantillons ajoutés dans les tubes présenteront dans un premier temps une faible
affinité pour AcMI1. L’addition d’AcM2, I’anticorps signal marqué a 1'%,
complétera le systeme et déclenchera la réaction immunologique. Suite au
lavage, la radioactivité restante liée au tube reflétera la concentration de
I’antigéne.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 Noir Prét a ’emploi
U avec ’anti-Rénine
(anticorps
monoclonal)
1 flacon Rouge Prét a ’emploi
anti - Rénine marquée a 10,5 ml
1"*?]odine (anticorps 760 kBg
monoclonaux) dans un tampon
phosphate avec du sérum bovin et
de I’azoture de sodium (<0,1%)
CAL “ 7 flacons Jaune Ajouter 2 ml d’eau
i - lyophilisés distillée
Calibrateur N=0a6
dans du plasma humain avec du
thymol. Voir les valeurs exactes
sur chaque flacon.
1 flacon Brun Diluer 20 x avec de
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml I’eau distillée (utiliser
un agitateur
Solution de Lavage (NaCl, Tween magnétique).
20)
| CONTROL | N | 2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée
Controles - N = 1 ou 2 dans du
plasma humain avec du thymol
Note : 1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.

2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent & 2,2 +/- 0,2
pUI de NIBSC 68/356.
Les valeurs obtenues en pg/ml doivent étre multipliées par 2,2 pour obtenir
les résultats en pUI/ml ou mUl/l.

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 100 pl, 300 pul et 2 ml (Iutilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Tubes en plastique pour I’activité totale

Agitateur vortex

Agitateur de tubes (400 tpm)

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer 1"'®| peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 2 ml d’eau distillée.
! Pour une solubilisation compléte : aprés reconstitution, laisser les
flacons 30 minutes sur I'agitateur et ensuite les mélanger au vortex.

B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 2 ml d’eau distillée.

C. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 19 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(20x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

=

XI.

1.
2.

Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont instables. Les
utiliser immédiatement apres reconstitution, les congeler immédiatement
en aliquotes et les maintenir a -20°C pendant maximum 6 semaines. lls
sont stables aprés 1 cycle de congélation-décongélation.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

La Solution de Lavage préparée doit étre utilisée le jour méme.

Aprés la premiere utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons doivent étre du plasma prélevé sur EDTA.

Si le test n’est pas réalisé dans les 4 heures, le plasma doit étre aliquoté et
conservé a -20°C.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration.

Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.

Meélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Préparer une courbe de calibration  pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, controle, échantillon. Pour la détermination de ’activité
totale, identifier 2 tubes non recouverts d’anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les controles et les
échantillons. Puis distribuer 300 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 100 ul de I'anti-rénine marquée a I'iode!?® dans chaque tube, y
compris dans les tubes non coatés pour la mesure des activités totales.
Incuber pendant 180 minutes a température ambiante sous agitation (400
tpm).

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (2 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d’eux pour éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de 1’activité totale) et aspirer (ou décanter).
Eviter la formation de mousse pendant ’addition de la Solution de Lavage.
Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de 1’activité totale) et aspirer (ou
décanter).

Laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer (ou décanter) le reste
de liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en Rénine (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a l’aide des points de calibration, écarter les valeurs
aberrantes.

Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.



4. L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systéme D. Exactitude
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est TEST DE DILUTION
recommandé d’utiliser la fonction « 4 parametres » du lissage de courbes.
Echantillon Dilution Concent. Concent.
XIl. DONNEES TYPES théorique Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe de calibration. ya 2586
1/8 129,3 125,5
Renin-IRMA cpm B/T (%) 1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
o 1/128 8 6,7
Activité totale 100
Calibrateur 0 pg/ml 0 pul/ml 152 L’échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.
4 pg/ml 8,8 pul/ml 579 0,14 Valeur de I'échantillon non dilué : 1034 pg/ml
9 pg/ml 19,8 pUl/mI 984 0,27
47 pg/ml  103,4 pUl/ml 3826 1,18
95 pg/ml 209 pUl/mI 8161 2,58 . .
2sopgg/m| 550 EUI/mI 20851 6,67 TEST DE RECUPERATION
520 pg/ml 1144 _pUV/ml 55190 1778 Rénine ajoutée Rénine récupérée Récupération
1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent 4 2,2 +/- 0,2 Ul de NIBSC (pa/ml) (pa/ml) (%)
68/356.
11,8 10,5 89
X111. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE ng 251é4 32
117 96 82
A Sensibilité
Douze calibrateurs zéro ont été testés en parallele avec un assortiment
d’autres calibrateurs. La limite de détection, définie comme la E. Effet crochet
concentration apparente située 2 déviations standards au-dessus de la Un échantillon dopé avec de la rénine humaine jusqu’a 90000 pg/ml donne
moyenne déterminée a la fixation zéro, était de 0,78 pg/ml. des cpm supérieurs au dernier point de calibration.
B.  Spécificitt . o N F.  Valeurs Attendues
La réactivité croisée de la prorénine dans l'essai Renin IRMA a été La fourchette des valeurs normales a été déterminée sur du plasma sur
déterminée en ajoutant différentes concentrations en prorénine a une EDTA de 60 sujets apparemment sains, & jeun, 4gés de 20 & 60 ans, 40
njatri_ct? fje p_Ia§ma et en mesurant la répgrlse apparente de la rénine. La hommes et 20 femmes sans traitement cestrogéno-progestatif et sans
réactivité croisée de la prorénine s'est avéré étre de 0,3%. traitement pour de I'hypertension. Deux échantillons de sang ont été
. ) ) ) . prélevés pour chacun des sujets: une apres une heure d'activité en position
Les effets de I'interférence potentielle de 7,5 mg/ml d’'hémoglobine et de debout et une autre aprés que le sujet soit resté allongé sur le dos pendant
0,2 mg/ml de bilirubine ont été évalués. Les résultats de ce test (voir le une heure.
tableau ci-dessous) montrent une diminution d'approximativement 10% Les limites de la fourchette ont été fixées entre les percentiles 5 et 95.
des valeurs plasmatiques. Il est recommandé d'éviter les échantillons Debout 1,3-13,8 pg/ml
hémolysés et les échantillons contenant de la bilirubine. Allongésurledos  1,0-82 pg/ml
Echantillons | Valeur de la + 7,5 mg/ml d'Hb humaine
testés rénine (pg/ml) (pg/ml) Chague laboratoire doit établir ses propres écarts de valeurs.
1. 21,2 18,5 Etre prudent: de nombreux facteurs peuvent influencer les taux de rénine
2. 57,1 50 (4ge, position, traitement aux cestrogeénes, médication antihypertensive,...)
Echantillons | Valeur de la +0,2 mg/ml de bilirubine
testés rénine (pg/ml) (pg/ml) XIV.  LIMITATIONS
3. 2,6 20
4. 58,1 534 - Les échantillons de patients ayant recu des préparations d'anticorps
C. Précision monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
INTRA-ANALYSE PRECISION contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tels échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
échantillon N <X>+ DS cv basses lorsqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
(pg/ml) (%) anticorps monoclonaux de souris.
- Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
A 10 202+1,7 8,5 réactif immunoglobulines, interférant ainsi avec les méthodes d'analyse
B 10 67,7+2,0 3,0 immunologiques in vitro.
Les patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent étre sujets a ces interférences. Des valeurs
INTER-ANALYSE PRECISION anormales peuvent étre observées en cas de présence d'anticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
échantillon | N | <X>%DS cv d'avoir ces anticorps.
(pg/ml) (%) Si les résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent étre demandées
A 6 | 155+17 11 avant de poser le diagnostic.
B 6 59,3+2,4 4
XV. CONTROLE QUALITE INTERNE

DS : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié¢ sur 1’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

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

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



XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1'**I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35 ,5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, 1’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré & ’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, 'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs ou des échantillons de
sérum devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.

Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azoture de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I’azoture de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’azoture dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a 1’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants & usage unique.
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XVI11.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE | CALIBRATEURS| ECHANTIL
TOTALE CONTROLES LON(S)
ul ul ul
Calibrateurs (0 a 6), controles R 300 R
Echantillons B R 300
Traceur 100 100 100
Incubation 180 minutes a température ambiante sous agitation
(400 tpm)

Séparation N Aspirer (ou décanter)
Solution de Lavage 2ml
Séparation Aspirer (ou décanter)
Solution de Lavage 2ml
Séparation Aspirer (ou décanter)
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

Renin-IRMA

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von aktives Renin in humanem
EDTA Plasma.

A

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource Renin-IRMA Kit
Katalognummer : KIP1531: 96 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fur technische Unterstlitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

KLINISCHER HINTERGRUND

Renin, ein Polypeptidenzym (MW ~40 000) (1), ist auch als Angiotensinogenase bekannt. Es
handelt sich um eine Zirkuldre Protease, die von juxtaglomeruldren Zellen im juxtaglomeren
Apparat der Nieren als Antwort auf geringes Blutvolumen oder niedrigen NaCl-Spiegel erzeugt
wird.

Renin aktiviert das rennin-angiotensin- System, indem es das in der Leber produzierte
Angiotensinogen festhélt und in Angiotensin | (inaktiv) umwandelt, welches dann im vaskuldren
Epithel der Lunge zu Angiotensin Il (aktiv) umgewandelt wird. Angiotensin Il kann
Gefalverengungen verursachen, indem es das Zentralnervensystem stimuliert. Zusétzlich wird die
ADH- (antidiuretisches Hormon) und Aldosteron- Sekretion der Nebenniere stimuliert. (6)

Die Regulierung des Blutdrucks und der renalen glomeruléren Filtrationskontrolle (2) sind die
wichtigsten Funktionen des Renin-Angiotensin-Systems.

Die plasmatische Konzentration des Renins wird durch die Konzentration des zirkuldren
Angiotensinogens und als Folge durch die Konzentration des Angiotensin Il beeinfluRt. Hohe
Spiegel von Angiotensin Il reduzieren die Renin Sekretion (negatives feedback).

Die Bestimmung der Renin-Plasma-Spiegel sind fiir die Diagnose von Hypertonie und bei der
therapeutischen Nachverfolgung von Hochdruck Patienten sinnvoll. (3)

Die plasmatische Konzentration des Renins sinkt bei Patienten mit Hypertonie durch einen
primaren Hyperaldosteronismus (4) ab, im Gegensatz zur renovaskuldren Hypertonie (5), bei der
sowohl die Konzentrationen wvon Renin als auch wvon Aldosteron erhdht sind.



Iv.

Der DIAsource Renin-IRMA st ein

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Radioimmuno-Assay in beschichteten

Rohrchen. Mabsl, die Féanger-Antikdrper, haften an der unteren inneren
Oberflache des Plastikrohrchens. In die Réhrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitdt zu Mabsl. Zugabe von Mab2, des
mit 121 markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunologische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Rohrchen haftende Radioaktivitét die Antigenkonzentration wieder.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mit anti Renin- beschichtete 2x48 Schwarz | gebrauchsfertig
Réhrchen (monoklonale
Antikorper)
1 Geféa Rot gebrauchsfertig
- . 10,5 ml
. 125 _ ,
TRACER: **lodmarkierter Anti 760 kBg

Renin (monoklonale Antikérper) in
Phosphatpuffer mit Rinderserum
und Azid (<0,1%)

7 Gefésse Gelb 2 ml dest. Wasser

. - lyophil. zugeben
Kalibrator 0 - 6 in Humanplasma
mit Thymol. Genaue Werte auf
GefaR-Etiketten.
| WASH | SOLN |comc | 1 GeféaRl Braun | 20 x mit dest. Wasser
40 ml verdlnnen
Waschlosung (NaCl, Tween 20) (Magnetrihrer
benutzen).
“ 2 Gefésse Silber | 2 ml dest. Wasser
lyophil. zugeben

Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanplasma mit Thymol

Bemerkung:

V1.

Benutzen Sie Null Kalibrator zur Probenverdiinnung.

1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 2,2 + 0,2 plU
NIBSC 68/356.

Als pg/ml erhaltene Werte missen mit 2,2 multipliziert werden,
um die Ergebnisse in plU/ml oder m1U/I zu erhalten.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, wird aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1.
2.

© NG~ W

VII.

Dest. Wasser

Pipetten: 100 ul, 300 pl und 2 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

Plastikréhrchen fur die Gesamtzéhlung

Vortex Mixer

Schittler fir Réhrchen (400 rpm)

Magnetrihrer

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jegl. Gamma-Counter, der ?°I messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.
! Um totale Ldslichkeit zu erreichen: lassen Sie die Réhrchen nach der
Rekonstituierung 30 Min. auf einem Schittler, dann vortexen.
Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.
Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschlésung (20x) mit 19 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrithrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlésung am Ende des Tages.

VIII.

=

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Nach der Rekonstituierung sind die Kalibratoren und Kontrollen instabil.
Benutzen Sie sie sofort nach der Loésung oder frieren Sie sie sofort
portionsweise ein und bewahren Sie sie bei -20°C fiir maximal 6 Wochen
auf. Sie sind nach einem Einfrier-Auftau-Zyklus stabil.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
OriginalgeféaR und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Die Proben missen EDTA-Plasma sein

Falls der Test nicht innerhalb von 4 Std. durchgefiihrt wird, sollte das
Plasma aliquotiert und bei -20°C aufbewahrt werden.

Vermeiten Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Rihren.

Verwenden Sie saubere
Kreuzkontamination zu vermeiden.
Préazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.

dessen Komponenten nicht nach

Wegwerf-Pipettenspitzen, um

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Réhrchen fiir jeden Kalibrator, jede Probe
und Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitat, beschriften Sie 2
normale Réhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 300 pl in ihre R&hrchen.

Geben Sie 100 pl pl des mit **®Jod markierten Anti-Renin in jedes
Réhrchen, einschieflich der unbeschichteten Roéhrchen flir  die
Gesamtaktivitat.

Inkubieren Sie 180 Minuten bei
Schiittlen (400 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Réhrchens ab (oder dekantieren Sie) (aufer
Gesamtaktivitat). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Réhrchens erreicht, um die
gesamte Flussigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die R6hrchen mit 2 ml Waschlésung (auBer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschlésung.

Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auRer Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Rohrchen 2 Minuten aufrecht
stehen und saugen Sie den verbleibenden Flissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Réhrchen in einem Gamma-Counter 60 Sekunden aus.

Raumtemperatur unter stdndigem

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
Renin (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreiler* aus.

Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Standardkurve.

Computergestutzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
“4 Parameter”-Kurvenfunktion.



XII.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

Renin-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitét 100
Kalibrator

0 pg/mi 0 [l 152

4 pg/ml 8,8 plU/ml 579 0,14

9 pg/ml 19,8 plu/ml 984 0,27
47 pg/ml 1034 plU/ml 3826 1,18
95 pg/ml 209 puiu/mi 8161 2,58
250 pg/ml 550 [l 20851 6,67
520 pg/ml 1144 puiu/mi 55190 17,73

1 pg der Kalibratorzubereitung ist quivalent zu 2,2 + 0,2 plU NIBSC 68/356.

XIHI.

A.

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Nachweisgrenze

Zwolf Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen (iber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,78 pg/ml.

Spezifitat

Die Kreuzreaktivitdt von Prorenin in diesem Renin IRMA Assay wurde
durch die Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von Prorenin zu
einer Plasmamatrix und der resultierenden Renin —Antwort bestimmt. Die
Prorenin-Kreuzreaktion betrug 0,3%.

Die potentiell interferierenden Effekte von Hamoglobin bei 7,5 mg/ml und
von Bilirubin bei 0,2 mg/ml wurden evaluiert. Die Ergebnisse dieser Tests
(sehen Sie die Tabelle unten) zeigten ein Absinken der Plasmawerte um
10%. Die Vermeidung h@molysierter und Bilirubin enthaltender Proben
wird gefordert.

getestete Reningehalt + Human Hb bei 7,5 mg/ml
Probe (pg/ml) (pg/ml)
1. 21,2 18,5
2. 57,1 50
getestete Reningehalt +Bilirubin bei 0,2 mg/ml
Probe (pg/ml) (pg/ml)
3. 22,6 20
4, 58,1 53,4
Prazision
INTRA ASSAY
Serum N <X>+SD CV (%)
(pg/ml)
A 10 202+1,7 | 85%
B 10 67,7+2,0 3,0%
INTER ASSAY
Serum N <X>+SD | CV (%)
(pg/ml)
A 6 155+ 1,7 | 11%
B 6 59,3+ 24 4%

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/mi)
1/4 258,6
1/8 129,3 125,5
1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
1/128 8 6,7
Die Proben wurden mit Null Kalibrator verdiinnt.
Wert der unverdiinnten Probe: 1034 pg/ml.
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. Renin Wiedergef. Renin Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11,8 10,5 89
24,2 21,4 88
57 53 93
117 96 82
E. Hookeffekt
Eine Probe mit Renin bis zu 90 000 pg/ml liefert hdhere Messwerte als
der letzte KalibratormeRwert.
F. Referenz Intervalle

Der Normalbereich wurde mit EDTA Plasma von 60 offensichtlich
gesunden fastenden Individuen im Alter von 20 bis 60 bestimmt: bei 40
Mannern und 20 Frauen, ohne Ostrogen-Progesteron-Behandlung und
ohne Behandlung auf Hypertension (Bluthochdruck). Es wurden pro
Person jeweils zwei Blutproben entnommen: eine nach 1 Stunde Aktivitét
in aufrechter Position und die zweite nach 1 Stunde in Rickenlage.
Die Bereichsgrenzen wurden festgelegt von 5 bis 95 Perzentil

Aufrecht 1,3 -13,8 pg/ml

Rickenlage 1,0- 8,2 pg/ml
Jedes Labor muss seinen eigenen Normalwertbereich ermitteln.
Achtung: viele Faktoren kénnen die Renin-Spiegel beeinflussen (Alter,
geistige Einstellung, Ostrogenbehandlung, blutdrucksenkende
Medikamente, ...)

XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

XV.

Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikdrpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kénnen humane
Anti-Maus Antikdrper (HAMA) enthalten. Solche Proben kdnnen
entweder falsch erhdhte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die monoklonale Maus Antikorper
enthalten.

Heterophile ~ Antikdrper im  humanen  Serum  kdnnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routineméRigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
kdnnen zu dieser Interferenz neigen und so kénnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikdrpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikorper vermutet werden, missen
sorgféltig evaluiert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen klinischen Beobachtungen
Ubereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt werden.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.



XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 251 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35,5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausristung und die
Glashehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern. Verschittete radioaktive Substanzen mussen sofort
den Sicherheitshestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle
missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das
Labor zustdndigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewdhrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in USA erprobten FDA Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien oder
Serumproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen erfolgen.
Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Léndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektids betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluss griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRATOREN PROBE(N)
AKTIVITAT KONTROLLEN (un
(kD) (k)
Inkubation
Kalibratoren (0-6) - 300 -
Proben, Kontrollen - - 300
Tracer 100 100 100
Inkubation 180 Min. bei Raumtemperatur unter standigem
Schittlen (400 rpm).

Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2mi
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2mi
Trennung - absaugen (oder dekant.)

Gamma Counter

60 Sekunden messen




Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

RENIN-IRMA

USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro della Renina attiva in plasma umano con
EDTA.

A

B.

C.

INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

Nome commerciale: DIAsource Renin-IRMA Kit
Numero di catalogo: KIP1531: 96 tests
Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMAZIONI CLINICHE

La renina, un enzima polipeptidico (MW~ 40000) (1) altrimenti denominato angiotensinogenasi, € una
proteasi circolante la cui secrezione da parte delle cellule juxtaglomerulari site nell’apparato
juxtaglomerulare del rene avviene in risposta ad un volume ematico ridotto o a una ridotta presenza di NaCl
nell’organismo.

La renina attiva il sistema renina-angiotensina convertendo 1’angiotensinogeno prodotto nel fegato in
angiotensina | (inattiva) che viene a sua volta convertita in angiotensina II (attiva) nell’epitelio vascolare
del polmone. L’angiotensina II pud causare vasocostrizione agendo sul sistema nervoso centrale, nonché
stimolare la secrezione di ADH (ormone antidiuretico) e quella di aldosterone da parte della ghiandola
surrenale (6).

La regolazione della pressione arteriosa e il controllo della filtrazione glomerulare renale (2) costituiscono
le principali funzioni del sistema renina-angiotensina.

La concentrazione plasmatica di renina & influenzata dalla concentrazione dell’angiotensinogeno circolante
e conseguentemente dalla concentrazione di angiotensina Il. Elevati livelli plasmatici di angiotensina Il
riducono la secrezione di renina (feedback negativo).

La determinazione dei livelli plasmatici di renina & utile nelle diagnosi di ipertensione e nel follow up
terapeutico del paziente iperteso (3).

Nei pazienti con ipertensione dovuta a iperaldosteronismo primario (4) € evidenziabile una riduzione della
concentrazione plasmatica di renina, contrariamente a quanto avviene in caso di ipertensione renovascolare
(5) ove € riscontrabile un aumento sia dei livelli di renina che di aldosterone.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DiaSource Renin-IRMA & un dosaggio immunoradiometrico con
separazione coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mab 1, sono adsorbiti
sulla superficie interna della parte inferiore di provette di polistirene.
Standard e campioni hanno dapprima una bassa affinita per i Mab 1;
l’aggiunta di anticorpi di segnale Mab 2, marcati con %I, provocano un
aumento di affinita per i Mab 1 e I’inizio della reazione immunologica. Al
termine dell’incubazione la radioattivita non legata alla fase solida viene
allontanata mediante lavaggio. La radioattivita residua & direttamente
proporzionale alla concentrazione di antigene.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate R
con anticorpo anti Renina 2x48 Nero Pronte per I'uso
(anticorpi monoclonali)
Ab =1 1 flacone Rosso Pronto per I’'uso
- - . 10,5 ml
Marcato: anti-Renina (Anticorpi 760 kBq
monoclonali) marcati con *#I in
tampone fosfato con siero bovino
e sodio azide (<0,1%)

CAL 7 flaconi Giallo | Aggiungere 2 ml
Calibratore 0-6 in plasma umano liofiliz. acqua distillata
contenente timolo (le
concentrazioni esatte dei
calibratori sono riportate sulle
etichette dei flaconi)

1 flacone marrone | Diluire 20 x con acqua
| WASH | SOLN ‘ CONC l 40 ml distillata usando un

agitatore magnetico

Tampone di lavaggio (NaCl,
Tween 20)

2 flaconi Argento | Aggiungere 2 mldi

CONTROL | N | liofiliz. acqua distillata

Controlli: N =102, in plasma
umano contenente timolo

Note: Usare il Calibratore zero per diluire i campioni.

1 pg della preparazione del calibratore equivale a 2,2 +/- 0,2 plU NIBSC

68/356.

| Valori ottenuti in pg/ml devono essere moltiplicati per 2,2 per ottenere

risultati in plU/ml o mIU/L.
VI. REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.
1. Acquadistillata.

2. Pipette per dispensare 100 pl, 300 pl e 2 ml (Si raccomanda di utilizzare

pipette accurate con puntale in plastica monouso).
3. Provette di plastica per I’attivita totale.
4.  Agitatore tipo vortex.
5. Agitatore rotante (400rpm).
6.  Agitatore magnetico.
7.  Pipetta a ripetizione automatica da 5 ml per i lavaggi.
8.  Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).
9.  Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%).

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratori Ricostituire i calibratori con 2,0 ml di acqua distillata.

Per una solubilizzazione completa: dopo ricostituzione, porre i flaconi

su agitatore per 30 minuti e poi su vortex.
B. Controlli: Ricostituire i controlli con 2,0 ml di acqua distillata.

C. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita

necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 19
parti di acqua distillata a una parte di tampone di lavaggio concentrato (20
x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIII.

=W

XI.

e

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione, i calibratori e i controlli sono molto instabili, utilizzarli
subito dopo ricostituzione, congelarli immediatamente in aliquote e
mantenerli a -20°C per 6 settimane. Rimangono stabili dopo un ciclo di
congelamento/scongelamento.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato & stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

| campioni devono essere costituiti da plasma trattato con EDTA.

Qualora il test non dovesse essere effettuato entro 4 ore, il plasma dovra
essere suddiviso in aliquote e conservato a -20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi
a temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Per evitare contaminazioni incrociate, cambiare il puntale della pipetta
ogni volta che si usa un nuovo reattivo o campione.

L’uso di pipette ben tarate e ad alta precisione o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni sessione analitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sessioni analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex lo standard, i campioni e i controlli.
Dispensare 300 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive
provette.
Distribuire 100 I di anti-Renina marcata con 21 in ogni provetta,
comprese quelle non pre-adsorbite per Iattivita totale.
Incubare 180 minuti a temperatura ambiente sotto agitazione (400
rpm).
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne
in quelle per I’attivita totale, facendo attenzione che il puntale
dell’aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il
liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (0
decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie delle conte per minuto (cpm) di ogni
standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di Renina. Scartare i
duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

E possibile utilizzare un sistema automatico di interpolazione dati. Con un
sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4 parametri.



XII.

CARATTERISTICHE TIPICHE

Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali relativi alla curva di taratura.

Renin-IRMA cpm B/T (%)

Attivita totale 100
Calibratore 0 pg/ml 0 plU/ml 152

4 pg/ml 8,8 plu/ml 579 0,14

9 pg/ml 19,8 plu/ml 984 0,27

47 pg/ml 103,4 plU/ml 3826 1,18

95 pg/ml 209 pIU/ml 8161 2,58

250 pg/ml 550  pIU/ml 20851 6,67

520 pg/ml 1144 piU/ml 55190 17,73

XML

A.

1 pg della preparazione del calibratore equivale a 2,2 +/- 0,2 plU NIBSC
68/356.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

Dodici duplicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.
La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 duplicati dello standard zero, &
risultata essere 0,78 pg/ml.

B.

C.

Specificita
In questo test di dosaggio IRMA della Renina, la reattivita crociata della
Prorenina ¢ stata determinata misurando la risposta apparente di Renina
dopo aggiunta di varie concentrazioni di Prorenina a una matrice
plasmatica. La reattivita crociata della Prorenina e risultata pari allo 0,3%.

Sono stati valutati i potenziali effetti di interferenza dell’emoglobina a 7,5
mg/ml e della bilirubina a 0,2 mg/ml. | risultati di questo test (vedi tabella
sotto) mostrano una diminuzione dei valori plasmatici pari al 10% circa. Si
raccomanda di evitare 1’uso di campioni emolizzati e campioni contenenti
bilirubina.

Campione Valore della + emoglobina umana a 7,5
analizzato Renina (pg/ml) mg/ml
(pg/ml)
1. 21,2 18,5
2. 57,1 50
Campione Valore della + bilirubina a 0,2 mg/mi
analizzato Renina (pg/ml) (pg/ml)
3. 2,6 20
4. 58,1 53,4
Precisione
INTRA-SAGGIO
Campione N <X>+DS cv
(pg/ml) (%)
A 10 | 20,217 85
B 10 67,7+2,0 3,0
INTER-SAGGIO
Campione N <X>+DS Ccv
(pg/ml) (%)
A 6 | 155+17 11
B 6 59,3+2,4 4

DS: Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
1/4 258,6
1/8 129,3 125,5
1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
1/128 8 6,7
| campioni sono stati diluiti con il calibratore zero.
Valori del campione puro: 1034 pg/ml.
RECOVERY TEST
Renina aggiunta Renina recuperata Recupero
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11,8 10,5 89
24,2 21,4 88
57 53 93
117 96 82

F.

XIV.

XV.

Effetto hook
Un campione ha a cui ¢ stata aggiunta Renina fino a 90000 pg/ml ha cpm
superiori a quello dello standard piti concentrato.

INTERVALLI DI RIFERIMENTO

L’intervallo normale ¢ stato determinato su plasma in EDTA prelevato da
60 soggetti apparentemente sani, a digiuno, di eta compresa tra 20 e 60
anni, di cui 40 soggetti di sesso maschile e 20 soggetti di sesso femminile,
non in terapia con estrogeni-progesterone né in terapia con antipertensivi.
A ogni soggetto sono stati prelevati due campioni di sangue: il primo dopo
1 ora di attivita in posizione eretta e il secondo dopo 1 ora di permanenza
a riposo in posizione coricata. Sono stati stabiliti quindi i limiti
dell’intervallo dal 5° al 95° percentile:

posizione eretta 1,3-13,8 pg/ml

posizione supina 1,0-82 pg/ml

Ciascun laboratorio deve stabilire il proprio range di normalita.
Da tenere presente che i livelli di renina possono essere influenzati da
diversi fattori (eta, postura, terapia estrogenica, farmaci antipertensivi...)

LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di
anticorpi monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico
potrebbero contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali
campioni, quando testati con metodiche basate sull’impiego di
anticorpi monoclonali murini, potrebbero produrre valori falsamente
elevati o ridotti.

- Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive pud dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti al contatto con animali o con
prodotti derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo
di interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso
di presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di anticorpo.

Qualora i risultati non fossero in linea con le altre osservazioni
cliniche si rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni
prima della formulazione di una diagnosi.

CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non rientrano
nei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno utilizzare i
risultati ottenuti, a meno che non si trovi una giustificazione soddisfacente.
Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

| criteri di accettazione per la differenza tra i risultati in doppio dei
campioni devono riflettere la Buona prassi di laboratorio.



XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro. Attivita Calibratore Campioni
Il kit contiene '#1 (emivita: 60 giorni) che emette raggi X (28 keV) e vy (35,5 totale Controlli ul
keV) ionizzanti. pl ul

L’acquisto, la detenzione, I’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono

soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere INCUBAZIONE

somministrato ad esseri umani o animali. Calibratore (0 to 6), controlli - 300 -
Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale Campioni - - 300
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in appositi

contenitori in locali preposti che devono essere interdetti alle persone non Marcato 100 100 100
autorizzate. Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale

radioattivo. Il materiale di laboratorio e la vetreria devono essere destinati all’uso
di isotopi specifici per evitare contaminazioni incrociate.
In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento

Incubazione

180 minuti a temperatura ambiente sotto agitazione

(400 rpm)

alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori. Separazione
I reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati Soluzione di lavoro
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs Separazione
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di

Separazione
Soluzione di lavoro

Aspirare (0 decantare)
Aspirare (o decantare)

Aspirare (o decantare)

offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni Conteggio
o siero secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Contare le provette per 1 minuto

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo 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.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Utilizzare indumenti protettivi e guanti monouso.
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Leer el protocolo completo antes de usar.

RENIN-IRMA

INSTRUCCIONES DE USO

Kit para ensayo inmunoradiometrico para la determinacion cuantitativa in vitro de Renina activa en plasma/
EDTA humano.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIlAsource Renin-IRMA Kit
Numero de Catélogo:  KIP1531: 96 tests

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

INFORMACION CLINICA

La Renina, una enzima polipeptidica (PM ~ 40000) (1) conocida también como angiotensinogenasa, es una
proteasa circulante secretada por las células yuxtaglomerulares en el aparato yuxtaglomerular de los rifiones
como respuesta a bajo volumen sanguineo o bajo contenido de NaCl en el organismo.

La Renina activa el sistema renina-angiotensina dividiendo el angiotensindgeno producido en el higado en
Angiotensina | (inactiva) que a su vez es convertida en Angiotensina Il (activa) en el epitelio vascular del
pulmon. La Angiotensina Il puede provocar vasoconstriccion al estimular el sistema nervioso central,
ademas estimula la secrecion de la HAD (hormona anti diurética) y la secrecion de aldosterona en la
glandula suprarrenal.(6)

La regulacion de la presidn sanguinea y el control de la filtracion glomerular (2) son las funciones mas
importantes del sistema renina-angiotensina.

La concentracion plasmatica de la renina estd influenciada por la concenracion del angiotensindégeno
circulante y posteriormente por la concentracion de la Angiotensina Il. Niveles plasmaticos altos de
Angiotensina Il reducen la secrecién de renina (retroalimentacion negativa).

La determinacion de los niveles plasmaticos de renina es Util en el diagnéstico de hiprtension y en el
seguimiento terapéutico de los pacientes hipertensos (3).

La concentracion plasmatica de la renina disminuye en pacientes hipertensos debido a hiperaldosteronismo
primario (4), al contrario de la hipertension renovascular (5) donde tanto la concentracion de la renina
como la de aldosterona, estan aumentadas.



V.

PRINCIPIOS DEL METODO

DiaSource Renin-IRMA es un ensayo inmunoradiometrico basado en un tubo
recubierto. Mabl, el anticuerpo de captura, recubre la parte interna inferior del
tubo de plastico. Los calibradores o muestras agregadas a los tubos manifestaran
al principio una baja afinidad por Mabl. La adiciéon de Mab2, el anticuerpo de
sefial marcado con 1, completa el sistema y desencadena la reaccion
inmunolégica. Después de lavar, la radioactividad remanente en el tubo refleja la
concentracion del antigeno.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos 96 test Cadigo Reconstitucion
Kit de Color

Tubos recubiertos con 2x48 negro Listo para uso

anticuerpo Renina

(anticuerpo monoclonal)

Ab 125 1 vial rojo Listo para uso
10,5 ml
760 kBq
Anti-Renin-12] (anticuerpo
monoclonal) en tampén fosfato
con plasma bovino, azida (<0,1%)
CAL 7 viales amarillo | Afiadir 2,0 ml de agua
liofilizados i
Calibradores 0-6 en plasma destilada
humano y thymol (mirar los
valores exactos en las etiquetas)
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC I 1 vial marrén | Diluir 20 x con agua
40 ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tween 20- agitador magnético)
NaCl)
_2 _viales plateado | Afiadir 2,0 ml de agua
| CONTROL | N | liofilizados destilada

Controls-N =1or2en
plasma humano y thymol

Nota: 1. Use el calibrador cero para diluir muestras.

V1.

2. 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 2,2 +/- 0,2 plU de
NIBSC 68/356.

Los valores obtenidos en pg/ml deben ser multiplicados por 2,2 para
obtener resultados en plU/ml o mIU/I.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no esta incluido en el kit

1.
2.

©oO~NO O~ W

VII.

Agua destilada

Pipetas de 100 pl, 300 pl and 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas
con puntas desechables de plastico)

Tubos plasticos para recuento total

Vortex

Agitador de tubos (400rpm)

Agitador magnético

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1> ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: Reconstituya el calibrador con 2,0 ml de agua destilada.

! Para una disolucién total : después de reconstituir, deje el vial 30
min en un agitador, luego en un agitador vortice.

Controles: Reconstituya los controles con 2,0 ml de agua destilada.
Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 19 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (20x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIIL.
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ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de reconstituidos, los calibradores y controles son muy inestables,
por lo que deben utilizarse inmediatamente después de la reconstitucion,
congelarse enseguida en partes alicuotas y mantenerse a —20° C durante 6
semanas. Son estables después de congelar y descongelar 1 vez.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

La solucidn de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad ¢ deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras deben ser de plasma anticoagulado con EDTA.

Si el ensayo no se realiza en 4 hrs., el plasma debe ser alicuotado y
almacenado a —20°C.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente nimero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicién de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacién automéatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estandares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 300
ul de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 100 pl de anti Renina marcado con '®Yodo en cada tubo,
incluyendo los tubos correspondientes a las Cuentas Totales.

Incubar durante 180 minutos a temperatura ambiente en agitacion
constante (400 rpm).

Aspirar (o decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales). Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo
del tubo con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los
de Cuentas Totales) y aspirar (o decantar). Evitar la formacion de espuma
durante la adicion de la Solucion de lavado.

Lavar de nuevo con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar (o decantar).

Después del altimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutos y aspirar él liquido restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Representar en un gréfico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada)
para cada calibrador frente a las concentraciones de Renina (abscisa) y
dibujar una curva de calibracién por los puntos de calibracion, rechazando
los extremos claros.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.



XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracién real.

d. Exactitud
TEST DILUCION

Renin-IRMA cpm B/T (%)

Cuentas Totales 100
Calibrador 0 pg/ml 0 plu/ml 152

4 pg/ml 8,8 plu/ml 579 0,14

9 pg/ml 19,8 plU/mI 984 0,27

47 pg/ml 103,4 plU/ml 3826 1,18

95 pg/ml 209 plIU/mI 8161 2,58

250 pg/ml 550 pIU/ml 20851 6,67

520 pg/ml 1144  plU/ml 55190 17,73

Muestra Dilucién Concent. Concent.
Teorica Medida

(pg/ml) (pg/ml)

1/4 258,6

1/8 129,3 1255

1/16 64,6 62,3

1/32 32,3 294

1/64 16,1 14,2

1/128 8 6,7

1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 2,2 +/- 0,2 plU de NIBSC
68/356

XI1I. REALIZACION Y LIMITACIONES

a. Limite de deteccion

Doce calibradores cero fueron medidos en una curva con otros calibradores.

El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente resultante de dos
desviaciones estandares sobre la media de enlace del calibrador cero, fue de 0,78
pg/ml.

b. Especificidad

La reaccion cruzada de la Prorenina en este ensayo Renin IRMA fue determinada
agregando varias concentraciones de Prorenina a una matriz plasmatica y
midiendo la repuesta aparente de la Renina. La reactividad cruzada de Prorenina
se determind en 0,3%.

Los efectos potenciales de interferencia de la hemoglobina a 7,5 mg/ml y de la
bilirrubina a 0,2 mg/ml han sido evaluados. Los resultados de esta prueba (ver la
tabla a continuacion) muestran una disminucién de aproximadamente 10% de los
valores plasmaticos. La recomendacion es evitar muestras hemolizadas y
muestras que contengan bilirrubina.

Muestra Valor renina + Hb humana a 7,5 mg/ml
analizada (pg/ml) (pg/ml)
1. 21,2 18,5
2. 57,1 50
Muestra Valor renina + bilirubina a 0,2 mg/ml
analizada (pg/ml) (pg/ml)
3. 2,6 20
4. 58,1 53,4
c. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

Muestra N <>+SD Ccv
(pg/ml) (%)

A 10 | 202+17 8,5

B 10 67,7+2,0 3,0

PRECISION INTER-ENSAYO

Muestra N <>+SD cv
(pg/ml) (%)

A 6  155+17 11

B 6 59,3+24 4

SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero
Valor de la muestra sin diluir: 1034 pg

TEST DE RECUPERACION

afiadido Renina Recuperado Renina Recuperado (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11,8 10,5 89
24,2 214 88
57 53 93
117 96 82
e. Efecto de gancho

Una muestra a la que se le agregd Renina humana hasta 90 000 pg/ml da
una sefial por sobre la concentracién mas alta del calibrador.

f. INTERVALOS DE REFERENCIA

El rango normal se a determinado en plasma EDTA de 60 sujetos aparentemente
sanos, en ayunas de edades entre 20 y 40 afios: 40 hombres y 20 mujeres sin
tratamiento de estrégeno-progesterona y sin tratamiento para la hipertension. Se
tomaron dos muestras de sangre de cada sujeto después de 1 hora de actividad
realizada de pie y otra permaneciendo tumbado durante una hora.
Los limites del &mbito de medicion se han fijado entre los percentiles 5 y 95.

De pie 1,3-13,8 pg/ml

Tumbado 1,0-82 pg/ml

Cada laboratorio debe establecer sus propios valores de rango normal.
Tenga cuidado, muchos factores pueden influenciar los niveles de renina (edad,
postura, tratamiento con estrogeno, medicamentos antihipertensivos,...)

XIV. LIMITACIONES

- Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonales de ratén para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti raton (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anticuerpos monoclonales
de ratén, pueden dar valores falsamente aumentados o disminuidos.

- Los anticuerpos heterdfilos en el suero humano pueden reaccionar con
las inmunoglobulinas que forman parte del reactivo, interfiriendo con los
inmunoensayos in vitro.

Pacientes que en forma rutinaria estdn en contacto con animales o
productos derivados de suero animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores andmalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heterofilos. Evalle cuidadosamente los
resultados de aquellos pacientes sospechosos de tener estos anticuerpos.

Si los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacién adicional antes de hacer un diagnostico.

XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar més de dos veces.

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



XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad
Para uso solo en diagndstico in vitro.

XVII1.RESUMEN DEL PROTOCOLO

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos CUENTAS | CALIBRADORES | MUESTRAS
S TOTALES CONTROL(ES) ()

v (35,5 keV) ionizantes. () ()

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas

autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan .

- la leqislacion del pais del 0. En ninad | orod debera INCUBACION

sujetos a la legislacion del pafs del usuario. En ningdn caso el producto debera ser Calibradores (0 to 6), controles ) 300 B

suministrado a humanos y anlmal_es. ) ) ) o ) Muestras ) ; 300

Todo el manejo de producto radiactivo se hard en una érea sefializada, diferente

de _Ia Qe paso'r_egular. Debera dg utilizarse un Ilpro dg registros de pr,oductos Trazador 100 100 100

radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar

contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la » . o

contaminacion con otros is6topos. Incubacion 180 minutos a T.A en agitacion constante (400 rpm)

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo

con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser Separacion - Aspirar (o decantar)

almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la Solucion de Lavado ~20ml

legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas bésicas de Separacion Aspirar (0 decantar)

seguridad radioldgica facilita una proteccion adecuada. Solucion de Lavado _20ml

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por Separacion Aspirar (o decantar)

métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,

anti-HIV-1 y 2. No se conoce ningln método que asegure que los derivados de la Contaje Contar los tubos durante 60 segundos

sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA 6 otras infecciones. Por lo tanto el

manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de

seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser consideradas como potencialmente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sodica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
cafierias y producir azidas metalicas altamente explosivas. Durante el proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por el sumidero para evitar el
almacenamiento de la azida.

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

RENIN-IRMA

UTILIZACAO PREVISTA

Kit de ensaio imunoradiométrico para determinacédo quantitativa in vitro de Renina ativa no plasma EDTA humano.

A

INFORMACAO GERAL
Nome do proprietario : DIAsource Renin-IRMA Kit
N° de catalogo : KIP1531: 96 testes

Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para assisténcia técnica ou encomendas contacte :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

FUNDAMENTAGAO CLINICA

A Renina é uma enzima polipeptidica (MW ~ 40000) (1), também conhecida como angiotensinogenase, é
uma protease secretada por células circulantes justaglomerulares do aparelho justaglomerular do rim em
resposta ao baixo volume de sangue ou de baixo teor de NaCl do corpo.

Renina ativa o sistema renina-angiotensina através da clivagem de angiotensinogénio, produzido no figado,
em angiotensina | (inativo) o que é ainda melhor convertido em angiotensina Il (ativa) no epitélio vascular
do pulmdo. A angiotensina Il pode causar vasoconstricdo, estimulando o sistema nervoso central, em
adicao ele estimula a secre¢do de ADH (hormonio antidiurético) e a secrecdo de aldosterona a partir da
glandula supra-renal (6).

A regulacdo da pressdo sanguinea e de controle de filtracdo glomerular renal (2) sdo as mais importantes
funcgdes do sistema renina-angiotensina.

A concentragdo plasmatica de renina € influenciada pela concentragdo circulante de angiotensinogénio e,
subsequentemente, a concentragdo de angiotensina Il. Altos niveis plasmaticos de angiotensina Il reduzem
a secrecdo de renina. (Feed back negativo)

A determinacdo dos niveis de renina no plasma é Gtil no diagndstico da hipertensdo e no acompanhamento
terapéutico de pacientes hipertensos (3).

Concentracdo plasmatica de renina diminui em pacientes com hipertensdo devido a um
hiperaldosteronismo primario (4) Ao contrario da hipertensdo renovascular (5), onde as concentracdes de
renina e aldosterona sdo ambas elevados.



IV.  PRINCIPIOS DO METODO

O DIAsource Renin-lrma é um ensaio imunoradiométrico baseado na separacédo
em tubo revestido. Mab1, anticorpo de captura, esta ligado & superficie inferior e
interior do tubo de plastico. Os calibradores ou amostras adicionados aos tubos
vao inicalmente, demonstrar baixa afinidade para o Mabsl. A adi¢do do Mab2, O
anticorpo sinal , marcado com I, vai completar o sistema e despoletar a reacgio
imunolégica. Depois da lavagem, a actividade radioactiva remanescente ligada
ao tubo, reflecte a concentragdo de antigénio.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 Codigo Reconstituicao
testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 Preto Pronto a utilizar
U anti Renin (Acs

monoclonais)

Ab 125 1 vial vermelho | Pronto a utilizar
10,5 ml
760 kBq

Anti-Renin'?l (Acs monoclonais)
em tampdo fosfato com soro
bovino e azida (<0.1%)

CAL “ 7 viales amarelo | Adicione 2 ml de 4gua
liofilizados destilada
Calibradores 0-6 em plasma
humano e timol. Ver valores
exactos nos rétulos dos recipiente
1 vial marrom | Dilua 20 x com &gua
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml destilada (use um

agitador magnético).
Solugdo de lavagem (Tween 20-
NaCl)

2 vials prateado | Adicione 2 ml de 4gua
| liofilizados destilada

| CONTROL | N

Controlos - N =1 or 2
em plasma humano e timol.

Note: 1. Use o Calibrador Zero para diluicdes da Amostra.
2. 1 pg do calibrador preparado é equivalente para 2,2 +/- 0,2 plU de
NIBSC 68/356.
Valores obtidos em pg/ml devem ser multiplicados por 2,2 para obter
resultados em plU/ml ou mIU/I.

VI. MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo fornecido com o kit:

1. Agua destilada

2. Pipetas automaticas de: 100 pl, 300 ul e 2 ml (recomenda-se 0 uso de
pipetas adequadas com pontas descartaveis)

Tubos plasticos para contagens totais

Misturador vortex

Agitador de tubos (400 rpm)

Agitador magnético

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Sistema de aspiracéo (opcional)

Qualquer contador gama com capacidade para medir 21 pode ser utilizado
(alcance minimo 70%).
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VII. PREPARAGCAO DOS REAGENTES

A. Calibradoress: Reconstituicdo dos calibradores com 2 ml de &gua

destilada
.1 Para a solubilizagdo completa: apés a reconstituicio, deixar os
frascos 30 min em um agitador, entdo vortexizar.

B. Controlos : Reconstitua os controlos com 2 ml de agua destilada.

C. Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho ao adicionar 19 volumes de &gua
destilada a 1 volume de solucdo de lavagem (20x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Rejeite a solugdo de lavagem nao utilizada
no final do dia.

VIIl. CONSERVAGAO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

=

XL

=

Antes de serem abertos ou reconstituidos todos os componentes do kit sédo
estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde que
mantidos entre 2-8°C.

Apds a reconstituicdo, os calibradores e controles sdo instaveis, usa-los
imediatamente apds a reconstituicéo, congela-los e manté-los em aliquotas
a -20 ° C por até 6 semanas. Eles sdo estaveis apds um ciclo de
congelamento-descongelamento.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento.

A Solucdo de Lavagem de Trabalho recentemente preparada deve ser
utilizada no mesmo dia.

Apds a 12 utilizagdo, o marcador é estavel até ao final do prazo de
validade, desde que mantido no recipiente original bem fechado, entre 2 a
8°C

As alteraces na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

RECOLHA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras devem ser plasma EDTA.

Se o teste ndo for executado dentro de 4 h, o plasma deve ser aliquotado e
armazenado a -20 ° C.

Evite ciclos subsequentes de congelamento e descongelamento

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagéo

Néo utilize o kit ou os seus componentes apés a expiragdo do prazo de
validade.

Né&o misture componentes de lotes diferentes.

Antes de utilizar todos os reagentes devem estar a temp. ambiente.

Misture completamente os reagentes e as amostras com agitacdo ou
rotacéo suaves.

Para evitar contaminag@es cruzadas, use uma pipeta com ponta descartavel
para a adicdo de cada reagente e amostra. As pipetas de precisdo elevada
ou a pipetagem automatica vdo aumentar a preciséo.

Respeite os tempos de incubacéo.

Prepare uma curva padrdo para cada andlise e ndo utilize dados de analises
anteriores.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra e
controlo. Para a determinacdo de contagens totais, marque 2 tubos
normais.

Misture por breves momentos, no misturador vortex calibradores,
controlos, amostras e dispense 300 pl de cada para os tubos respectivos.
Dispense 100 ul de anti Renina % lodine marcada dentro de cada tubo.
Incluindo os tubos néo revestidos para contagem total

Incube durante 120 minutos a temp. ambiente com agitagdo continua (400
rpm).

Aspire (ou decante) o contetdo de cada tubo (excepto as contagens totais).
Certifique-se que a ponta de plastico do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remoc&o de todo o liquido.

Lave os tubos com 2 ml de Solugdo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagens totais) e aspire (ou decante). Evite a formacdo de espuma
durante a adicéo de Solucéo de Lavagem de Trabalho

Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale, con
2 mL di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (0
decantare).

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Conte os tubos no contador gama durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

Em log-log, papel semilogaritmico ou de gréafico linear desenhe o c.p.m.
(ordenadas para cada padrdo contra a concentracdo correspondente de
OST (abcissas) e desenhe uma curva padrdo (de calibragdo) através dos
pontos padrdo e rejeite 0s pontos marginais (outliers) dbvios.

Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolacdo na
curva de calibragéo.

A reducéo dos dados através de computador simplificara estes calculos.
Se o processamento dos resultados for automatico, é recomendado um
ajustamento de curvas de funcéo logistica de 4 pardmetros.



XIl. DADOS TIPICOS
Os dados seguintes servem apenas como exemplo e nunca devem ser utilizados
em vez da curva de calibracdo executada em tempo real.

TESTE DE RECUPERACAO

Renin-IRMA cpm B/T (%)

Contagem Total 100
Calibrador 0 pg/ml 0 plU/mi 152

4 pg/ml 8,8 plu/ml 579 0,14

9 pg/ml 19,8 plU/ml 984 0,27

47 pg/ml  103,4 plU/mi 3826 1,18

95 pg/ml 209 pIU/ml 8161 2,58

250 pg/ml 550  piU/ml 20851 6,67

520 pg/ml 1144 plU/ml 55190 17,73

Renin Adicionado Renin Recuperado Recuperagéo (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11,8 10,5 89
24,2 214 88
57 53 93
117 96 82

1 pg de calibrador preparado é equivalente a 2,2 +/- 0,2 plU ou NIBSC 68/356

XIl. DESEMPENHO E LIMITAGCOES

A. Limite da deteccéo
Foram analisados 12 calibradores zero juntamente com outros
calibradores. O limite de deteccéo, definido como a concentragéo aparente
2 desvio padrdo acima da média de contagem com 0 ligacoes foi de 0,78
pg/ml.

B. Especificidade
A reatividade cruzada, da pro-renina neste ensaio Renina IRMA foi
determinada pela adi¢do de véarias concentragdes de pro-renina para uma
matriz de plasma e medindo a resposta da Renina aparente. A reatividade
cruzada da Prorenina encontrada foi de 0,3%.

Os efeitos potencialmente interferentes de hemoglobina a 7,5 mg/ml e da
bilirrubina a 0,2 mg/ml, foram avaliados. Os resultados deste teste (ver a
tabela abaixo) mostram uma diminuicdo de aproximadamente 10% dos
valores do plasma. A recomendagdo é evitar amostras hemolizada e
amostras contendo bilirrubina.

Amostra Valor Renina + Hb Humana a 7,5 mg/ml
testada (pg/ml) (pg/ml)

1. 21,2 18,5

2. 57,1 50

Amostra Valor Renina + bilirubina a 0,2 mg/ml
testada (pg/ml) (pg/ml)

3. 22,6 20

4. 58,1 53,4

C. Precisdo
INTRA-ENSAIO PRECISAO

Amostra | N <X>+DP cv
(pg/ml) (%)

A 10 202+1,7 8,5

B 10 67,7+2,0 3,0

INTER-ENSAIO PRECISAO

Amostra N <X>+DP cVv
(pg/ml) (%)

A 6 155+ 17 11

B 6 59,3+2,4 4

DP : Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variacéo

D.  Exactiddo .
TESTE DE DILUICAO

Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(pg/ml) (pg/ml)
1/4 258,6
1/8 129,3 125,5
1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
1/128 8 6,7

As amostras foram diluidas com Calibrador Zero.
Valores de amostras sem diluicad : 1034 pg/ml

E. Efeito”Hook”
Uma amostra enriquecida com renina humana até 90 000 pg/ml d& um
sinal acima da concentra¢do calibrador mais elevada do calibrador.

F. Intervalos de Referéncia

O intervalo normal foi determinado com plasma EDTA de 60 individuos
aparentemente saudaveis, em jejum, com idades de 20 a 60 anos:40
homens e 20 mulheres, sem tratamento com estrogénio-progesterona e
sem tratamento para a hipertensdo. Para cada paciente, foram tiradas duas
amostras de sangue: uma ap6s 1 hora de atividade em uma posicéo ereta e
outra depois de permanecer em posigdo decubito dorsal durante uma hora.
Limites de intervalo sdo fixados de 5 a 95 percentil

Ereta 1,3-13,8 pg / ml

Decubito Dorsal 1,0-8,2 pg / ml

Cada laboratério deve estabelecer seus proprio intervalo de valores. Tenha
cuidado pois muitos fatores podem influenciar os niveis de renina (idade,
postura, uso de estrégenos, medicacdo anti-hipertensiva, ...)

XIV. LIMITACOES

- Amostras de pacientes que receberam preparacBes de anticorpos
monoclonais de camundongos para diagnéstico ou terapia podem conter
anticorpos humanos anti-camundongos (HAMA). Essas amostras podem
apresentar tanto valores falsamente elevados ou diminuidos quando
testado com kits de teste que utilizam anticorpos monoclonais de
camundongos.

- Anticorpos heterofilicos no soro humano podem reagir com o reagente de

imunoglobulinas, interferindo com os imunoensaios.

Os pacientes rotineiramente expostos a animais ou produtos de soro
animal podem estar propensos a esse tipo de interferéncia e valores
andmalos podem ser observados no caso da presenca de anticorpos
heterofilicos. Avaliar cuidadosamente os resultados de pacientes com
suspeita de ter esses anticorpos.

Se os resultados ndo forem consistentes com outras observagdes clinicas,
informagéo adicional deve ser exigida antes do diagndstico.

XV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- Se 0s resultados obtidos para o Controlo 1 e/ou 2 ndo se situarem dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser usados, sem que haja uma explicacdo satisfatoria para a discrepancia
verificada.

- Se tal for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus pools de amostras
de controlo, que devem ser mantidas na forma de aliquotas congeladas.

- Os critérios de aceitacdo para a diferenga entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Praticas Laboratoriais.

XVI. AVISOS E PRECAUCOES

Seguranca

Para utilizagdo em diagndstico in vitro.

Este kit contém 251 (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e y (35,5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode ser transferido para e utilizado apenas por pessoas
autorizadas; a aquisigdo, conservacéo, uso e troca de produtos radioactivos esta
sujeita a legislacdo nacional. Em caso algum este produto poderd ser
administrado a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulagdo de material radioactivo deve ser executado em area propria
longe de locais de passagem. Deve ser mantido no laboratério um livro de notas
(log book) para a recepcdo e conservacdo dos materiais radioactivos. O
equipamento de laboratério contaminado e as substancias perigosas devem ser
eliminadas e separadas para evitar contaminacéo por diferentes isétopos.
Quaisquer derrames de material radioactivo devem ser imediatamente limpos de
acordos com os procedimentos de radio-seguranga. O lixo radioactivo deve ser
descartado de acordo com a legislacdo local e com as directrizes vigentes. A
adesdo as regras basicas de seguranga com material radioactivo confere a
protec¢éo adequada.



O material de origem humana utilizado na preparacdo do reagente foi testado e
considerado néo reactivo ao antigénio de superficie da Hepatite B (HBs Ag), aos
anticorpos do virus da Hepatitt C (HCV) e aos anticorpos do virus da
Imunodeficiéncia humana (HIV-1 e HIV-2). Dado que nenhum método de ensaio
conhecido pode oferecer a seguranca completa da auséncia de agentes
infecciosos, manusear os reagentes e as amostras dos doentes como
potencialmente infecciosos. Todos os produtos animais e derivados foram
recolhidos a partir de animais saudaveis Os componentes bovinos sdo oriundos de
paises onde ndo foram notificados casos de BSE. No entanto os componentes com
substancias animais devem ser tratados como potencialmente infecciosos.

Evitar contacto com a pele, olhos e mucosas (azida sédica como conservante).

A azida sédica pode reagir com as canaliza¢ces de chumbo ou cobre formando
azidas metalicas altamente explosivas. Portanto, deixar fluir 4gua em abundancia
nos tubos durante a eliminacéo de liquidos para prevenir a acumulacéo de azidas.
Néo fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo pipete pela
boca. Use vestuario de proteccéo e luvas descartaveis.
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XVIII RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS | CALIBRADORES AMOSTRA(S)
TOTALS CONTROLOS pl
pl pl
INCUBAQAO
Calibradores (0-6), Controlos - 300 -
Amostras - - 300
Marcador 100 100 100
Incubagdo 180 minutos a temperantura ambiente com agitagao de
400 rpm

Separagdo - Aspire (ou decante)
Solucdo de Lavagem de 2mil
Trabalho
Separagéo Aspire (ou decante)
Solugo de Lavagem de 2ml
Trabalho
Separagio Aspire (ou decante)
Contegem Conte os tubos durante 60 seg
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AwBdote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV AT6 TN YP1ION.

RENIN-IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Kt avocopadiopeTpikod mpocdlopicpod Yo Tov in Vitro ToGOTIKO TPOGOOPICUO TNG EVEPYOVS pevivig oe
avBponivo TAdopa pe EDTA.

T'ENIKEY IINHPODOPIEX
Epmopw ovopacio: Renin-IRMA tn¢g DiaSource
ApOpog kotoroyov: KIP1531 : 96 mpocdiopiopoi

Koataokevaletor omo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki) fon0sia 1| TANPoPopisg GYETIKA PE TAPAYYELIES ETKOIVOVIIGTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAOPO

H pevivn, éva moAvrentidikd évivpo (MB~ 40000) (1), yvoot emiong @ oyyel0Tacvoyevaon, ival pia
KUKAOQOPOLGO TPMOTEACT] TOV EKKPIVETOL OO TOPOCTEPOUATIKE KVTTOPO GTNV TOPUCTEPOUOTIKN
GLOKELN TV VEPPDV, MG OTOKPLIOT| G€ HEWOUEVO OYKO aipatog 1 xapunAn cvykévipwon NaCL oto copa.

H pevivn evepyomolel 10 ocOotuo pevivng-oyyelotaoivng UETATPEMOVIONS TO TOPAYOUEVO GTO MTOpP
ayyelotaovoydvo og ayyelotacivn I (avevepyn), 1 omola katdmy petatpénetor o ayysotacivn II (evepyn)
0T0 oyyelokd emONAl0 Tov mvevpdvev. H ayyswotacivn 11 pumopel va emipépel ayyslochonoon HECH
SEyePONG TOL KEVIPIKOL veLpkoy cvothpatos. EmumAéov deyeiper v ékkpion ADH (avtidovpntikn
opuovn) Kat okdoctepdvng amd ta entve@piota (6).

Ot onpavtikdtepes AEITOVPYIEG TOV GLOTHUOTOG PeEVIVIG-ayyEloTacivg givatl 1 pOBUIOT TNG aPTNPLUKNIG
Tieong KoL 0 EAEYY0G TNG VEPPIKNG OTEPALOTIKNG dmbnong (2).

H ovykévipoon g pevivng oto midopo emnpedletor amd TN CUYKEVIPMOOT TOL KLKAOPOPOVVTOG
AYYEOTAGIVOYOVOL KOL EMOUEVOG, OTO TN ovykévipwon g ayyewotacivng 1. Ta vynid emimeda
ayyesotacivng Il oto TAdopa emeépovy peimon g EkKpiong pevivng (apvnTikn ovaTpoeoddTnomn)

O kaBopiopdg TV emmEd®V peVivg 6TO TAAGUO Elval XPNOIULOG GTN SUYVOGCN TNG LLEPTAONS KOl GTNV
mapokorovdnon tng Oepaneiog vreptacikmv acbevav (3).

H ovykévipwon peviviig 6t0 TAGOUO VIEPTOCIKAOV acBevov egivor peiopévn Adyw Tpowtomadois

vrepardootepovicpol (4), oe ovtifeon pe ™V veppayyswokny vaéptaon (5), 6mov av&dvovior ot
GLYKEVIPDGELG TOGO TG PEVIVIIG OGO Kot TNG 0AS0GTEPOVIG.



IV.  BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

H e&taon Renin-IRMA g DiaSource eivon £évag avocopadiopetpiicdg
TPocdopopds mov Paciletar oe dox®PIoUS EMOTPOUEVOV coAnvapiov. To
Mab 1, 10 avticopa cOAANYNG, TPOCKOAAATOL OTNV KAT® KOl EC0MTEPIKN
EMPAVELDL TOL TAOOTIKOV cwAnvapiov. Ot Babuovountég i o deiypoto mov
npootifevtol ota coAnvapla Oa emdeifovv apykd xopunAd PBabud cvyyévelog yo
to Mab 1. TIpocOikn Mab 2, 10V GVTICOMATOG GNHOTOG, TO Omoio &ival
onuacpévo pe I, Bo oAokANpmoEL To cOOTNUO Kol Oa EVEPYOMOMOEL TNV
avoGoLOYIKN avtidpact. Metd tnv TAVGT, 1 LVIOAEWTOUEVT] PUSIEVEPYELD, TOV
elvorl SEGHEVIEV GTO GOANVAPLO, AVTAVOKAL T1) GUYKEVTPMGCT] TOV AVTLYOVOL.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvtidpacsTtijpra Kt 96 Xpopatt Avaovotaon
TPOGI0PIG Kég
nOV KOJIUKOG
TOAVAPLO ETIGTPOUEVE 2x48 pabpo "Eroyo yio ypfion
pe Avti-pevivn
(LOVOKA®VIKO OvTIoMLL0L)
Ab 125) 1 graridio kokkwo | "Etowpo yo xprion
10,5 ml
760 kBq
MOoVoKA®VIKG OVTICOUOTO  OvVTL-
pevivig onuacpéva pe Plodivy
oe POOPOPIKO puOoTIKG
Sidvpa pe Poso  opo, olidlo
(<0,1%)
CAL 7 prokidio kitpvo Mpocdéicte 2 ml
Avopthomot OMEGTOAYUEVOD VEPOD
Babpovountég N =0 émg 6 Nuévo

oe avBpomvo TAdopo pe Buopodin
(deite Tig akpiPeis TYEG TAVED OTIG
ETIKETEG TOV PLIAMSI®V)

1 puarido KOpE

Apurdote 20 X pe
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml

AmESTAYHEVO VEPO

(ypnopomomote
HOyVNTIKO ovodevTnpa).

Adopa mhoong (NaCl, Tween

20)
2 ploAidio aonui MpocBicte 2 ml
| CONTROL | N | hxnptylonon OMEGTAYUEVOD VEPOD
nuévo

Opoi eréyyov-N=112
og avOpdmvo Thdopa pe Gupdin

Inpeioon: 1. Xpnowomoteite 0 undevikd Poabuovopunt Yo opoatdCELS
detypdtov.
2. 1 pg tov mapackevdopatog fabpovount avtictoyel oe 2,2
+/- 0,2 pIU tov NIBSC 68/356.
Ot Tég mov Aappavovtat og pg/ml mpémet v modlamiacidlovtan eni 2,2

v T Aqym arotereopdtov o plU/ml  mIU/L
VI.  ANAAQXIMA I[10Y AEN [TAPEXONTAI

To axdérovBa VA amoitodvior 0ALE Sev TAPEXOVTOL GTO KIT:

Ameotaypévo vepo

Thméteg yuo dovopn: 100 pl, 300 pl ko 2 ml (cuvictdron n xprion muet®v
axpiPeiog pe avoddGLo TAACTIKA pOYYN)

TThaotikd coANVEpLo Yio OMKES LETPNOELG

Avopeiktng otpoPiliopot (thmov vortex)

Yvokevn avadevons coinvapiav (400rpm)

Mayvntikdg avadevtpog

Avtopatn odpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio mivon

Zoompa avappdenong (TpoatpeTiko)

Mmopet va  ypnoylomomBel omolocdNmOTE  OMAPIOUNTAG HETPNTNG Y
akxtvoBolag pe duvardtnra pétpnong tg 21 (eldyotn anddoon 70%).
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VIl.  IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A BoOpovountés.  AvocvoTioTE  TOVG 20 mi
OTEGTAYUEVOL VEPOD.

. ! T wipn dwwdvtétnTe : MeTd TNV avacVoTact) dQioTe TO PLoridia

v 30 AemTd o€ dovnTi KoL KOTOmMY avadevote Eava o avadevTipa
vortex.

B. Opoi eréyyov: Avocvotiote Toug 0povg eréyyov pe 2,0 ml aneotaypévov
VEPOD.

Babuovountés  pe
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Awlopo mhiong epyaciog: Ilpoetondote emopkn] Oyko SOADMATOG
mAdong epyaciog pe mposhikn 19 dykwv aneotaypévov vepod oe 1 dyko
Srordpatog Thdong (20x). Xpnoyonowote payvnTikd avodeutipo yo Ty
opoyevomoinom. Amoppiyte T0 un ypnoipomomuévo dddlvpo mAdong
£pyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

PYAAEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv and 10 Gvorypa 1 ™V ovacHoTEoT, OAM TO. GLCTOTIKG TOL KIT
mopapévouy otabepd €og v nuepounvio AMEng, n omoio avaypaeeTaL
oV €TIKETO, EQOGOV dratnpodvtar og Beppokpacia 2 £wog 8° C.

Metd v avacvotoon, ot PBobuovountés kot ot opoi gAéyyov eivorn
aotabeig. Xpnopomomote Tou ApESMS HETA TV OVAGVOTOOT, KATOWOETE
TOVG OUEGMG GE KAAGHTO Kot Statnpriote Toug 6toug —20°C yia €mg kat 6
efdopuadec. Tapapévovv otabepoi petd amd 1 kdkho KoThyvéng-
amoYvENG.

Amo@ebyete T S0y Katdyvén kot amdyuén.

Dpécko, MAPACKEVACUEVO SdAvpa TAbong epyaciog Oa mpémer va
ypNoLonoteital v idto uépa.

Metd v mpdTn xprion tov, o yvndémg mapapével otabepdc Emg v
nuepopnvio. AHéng, epdoov drotnpeitar 610 opyKd, EPUNTIKE KAEIGTO
@lokidio og Beppokpaoio 2 Ewg 8° C.

Toyxov petaforés g QLOIKNG EUPAVIONG TOV AVTIIOPAGTNPIOV TOL KIT
£vOEYETAUL VO, VTOSNADVOLY 0oTdbEL0 1 aAhoimon.

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoto mpémet va givon mhdopa pe EDTA.

Eav 1 doxipacio dev exteheotel evidg 4 opdv, to mAdopa Oo mpénetl va
Y®pLoTel og KAGopata Kot va puhoydei otovg —20°C.

Amopevyete T dtadoykn Katdyouén Kot amdyuén.

ATAAIKAZIA

LIELDCELS CYETIKA e TO YEPLONO

Mn XPNGIHOTOLEITE TO KIT | TO. CLOTOTIKG HETE TNV Muepounvio AEnc.
Mnv avoperyvoete VMKA and dopopeTikés maptides Kit. Dépete Oha T
avtdpactiplo oe Beppokpacio dopatiov Tpv and T xpnHon.

Avopeigre kold OAo Ta ovTOpOOTNPO KoL TO deiypoto ME OmOAn
avakivinon 1 avadevon. Xpnoyonoteite évo kKobapd avordGUO poyyog
mrétog ywo ™V TpocHnKn Kabe SpopeTikov avTIOPASTNPion Kot
SelyloTOG TPOKEWEVOL VO ATOPVYETE TNV ETUOALVVOT).

H oxpifeiar Peltidovetonr pe ypfion mmetd@v vyning okpifeiag M
avTopatonomuévoy e€omhicpov Swavoung pe mumétes.  Tmpeite Tovg
YXPOVOLG ETMUONG.

IIpoetodote po kapmoin Pobuovounong y k@be avéivon kot un
xpnoonoteite dedopéva amd mponyodueves avorDCELS.

Awdwcacio
Inpavete EMOTPOUEVE COANVAPLEL €15 AoV Yoo KGbe Pabupovopnty,
detypa kot opd eréyyov. I'a Tov TPoGSopIopHd TOV LETPNGEMV TOV 1vNOET
125 ("total"), oNUAVETE 2 KOG (UT) EMOTPOUEVE) COANVEPLAL.
Avapeiéte ywo Alyo (ue  avopeiktn  otpoPfiMopod  tOmOL  vortex)
Babpovountéc, opodg eréyyov kar delypota ko Swaveipete 300 pl omd
£KOOTO G€ OVTIOTO O COANVAPLA.
Awoveipete 100 pl avri- pevivy onpoopévov pe 1 og kébe cornvépio,
copunepLapPavovtag To [N EMCTPOUEVO GOANVAPLL TOL OPOPOVV TIG
peTpioelg tov yvndém 2l (“total”) .
Enwdote eni 180 Aemtd oe Ogppokpocio dopatiov ce  avadsvtipa
coAnvapiov ctig 400 rpm.
Avappopnote (1 petayyiote) 1o mepeyOpevo kébe ocwAinvapiov (pe
e€aipeon ekelva mOL APOPOVV TIG GLVOAIKEG peTpNoels). Befawmbeite 6t T0
TAAGTIKO POYXOG TOV avappoeNTh POAGVEL GTOV TLOUEVD TOV EMOTPOUEVOD
coAnvopiov TPoKeEVOL va. apatpedel OAN 1 TocdHTNTA TOV VYPOD.
IMAvvete ta coAnvapa pe 2 ml dodvpatog Thvong epyaciog (ne eEaipeon
ekeivo TOVL OPOPOVV TIG GUVOAIKES HETPNOELS). ATOQUYETE TO GYNUATIGUO
aPPOv KUTA TN SLAPKELX TG TPOGHNKNG TOL SLHAVHLATOG TAVGTG EPYACTOG.
IMAdvere ta colnvaplo kot ol pe 2 ml doddpotog mhdong epyaciog (ue
e&aipeon ekeiva TOL APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPNOELS) Kot avappopnote (1
petayyiote).
Metd v tekevtaio mAOoN, apnoTe T cOANVApL vo otafodv oe Opbia
0éom Y10 5V0 AemTA KO AVOPPOPTGTE TN GTAYOVE VYPOV OV OTTOLEVEL.
YmoPdddete oe pérpnon ta coAnvaple ce amopBunty oktiveov y yo 60
devtepOrenTaL.

YIIOAOI'IEMOX TQN AIIOTEAESMATQN

Ymohoyicte T péon TN TOV SITAGDV TPOGIOPIGUMY.

e nuihoyaptOpkd 1 ypoppkd xopti YpoenuaT®V, TapacTioTE YPaPLKd
TG ¢.p.m. (Kpovoelg avé Aentd) (tetaypévn) yio k6O Pabpovounty Evavt
™G AVTIGTOYNG CLYKEVIPOGNG TNG PEVIVIG (TETUNUEVN) KoL GXEOLAOTE 10



XII.

KopmoAn Badpovounong pécw tov onpeiov tov fabpovount, amoppiyte
TIG EPPAVEIG [T ATOSEKTEG TIUEG.

AwBdote ™ cuykévipwon yio kabe opd eAEyxov Kot defypa pe ovoymyn
otV kaurdAn fabuovounong.

Avoyoyn dedopévov pe T Ponbee miektpovikod vmoloyloth Oa
ATAOTOMGEL OVTOVG TOVG VITOAOYIoHOVS. Edv ypnoylomoteiton avtdpatn
emeiepyncio.  OmMOTEAEGUATOV, GUVIOTATOL  TPOGOPUOYH  KOUTOANG
AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TAPAUETPOV.

TYITIKA AEAOMENA

To akéhovbo dedopéva mpoopilovtor POV OG TOPASEYHO KoL OV TPETEL VoL
YPNOOTO0VVTOL TOTE VTl TG KOUTOANG Pafpovounong mpaypratikod ypdvov.

Renin-IRMA cpm B/T (%)

Kpovoeig tov yynbém 21 (“total™) 100
Bofpovountig 0 pg/ml 0 ulu/ml 152

4 pg/ml 8,8 ulu/ml 579 0,14

9 pg/ml 19,8 piU/ml 984 0.27

47 pg/ml  103,4 plU/mi 3826 1,18

95 pg/ml 209 pIU/mI 8161 2,58

250 pg/ml 550  plU/ml 20851 6,67

520 pg/ml 1144  plU/ml 55190 17,73

METAEY AIA®OPETIKQN
TTPOZAIOPIZMQN
Agiypa N <X>*T.A. Z.A.
(pg/ml) (%)
A 6 | 155+17 11
B 6 593+24 4

T.A.: Tomuh amdrhion, Z.A.: Zovteleo T SLoKOILOVETG

1 pg tov mopackevdopotog Pabpovount avrictoyei o 2,2 +/- 0,2 pulU tov
NIBSC 68/356.
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A.

AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI

‘Opuwo aviyvevong

Metpnnkav dddeka undevikoi Babuovountéc poli pe opdda t@v GAhmv
Babpovountdv.

To 6po aviyvevong, opllOPEVO MG M QUIVOUEVIKY] GLYKEVTIPWOT 000
TUTKOV  amOKACE®WV TAV® omd TG HECEG WETPNOE OE HUNOEVIKN
déopevon, fizav 0,78 pg/ml.

Ewwoémra

H Swaotavpodpevn ovidpaostikdtnTa TG Tpo-pevivg oe avtév tov IRMA
TPOGOOPIOUO pevivig TPocdopiotnke LECH TPOGHNKNG TPO-pevivig o€
S1POPeG CLYKEVTIPOOELS OE Hiot UNTPO TAGCUATOG KOl UETPOVIONG TNV
speavy andkplon g pevivng. H dwaotavpodpevn avtidpacstikdtnto g
pevivng Bpébnke vav gtvan 0,3 %.

A&oroynnkay o duvnTikd  amoteléopoto  mOPEUPOAG NG
apooceapivng ota 7,5 mg/ml kot g yolepvOpivng ota 0,2 mg/ml. Ta
anoteléopata avtig g dokng (BA. mapaxdto mivaka) deiyvovv pia
peimon Tov TGV TAAcHaTog Katd mepitov 10%. Zuvietdtol 1 amopuyn
OLULOAVUEVOV SELYUATMV KO SELYUATMV OV TEPLEYOLV YOAEPLOPIvY.

Agitypawov | Twun pevivng + AvOpdmvn Hb 6ta 7,5
eréyyOnKe (pg/ml) mg/ml
(pg/ml)
1. 21,2 18,5
2. 57,1 50
Agiypa oo | Ty pevivyg + XokiepvOpivn ota 0,2
erEyyOnke (pg/ml) mg/ml
(pg/ml)
3. 2,6 20
4. 58,1 53,4
Axpipera

T'TA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO

Asiypo N <X>=T.A. XA,
(pg/ml) (%)

A 10 | 202+17 8,5

B 10 67,7+2,0 3,0

D. OpOétnTa
AOKIMAZIA APAIQEHZ
Asiypa Apaioon OzopnTiki MerpnOsica
GUYKEVTPOON GVYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml)
1/4 258,6
1/8 129,3 1255
1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
1/128 8 6,7
To detypo apordOnKe pe 0 undevikd Pobpovount.
T tov pn apatopévov deiypatog : 1034 pg/ml
AOKIMAZXIA ANAKTHXEHE
Ipoctedeicn pevivy AvaxtnOcico pevivy AvokOgica
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11,8 10,5 89
24,2 21,4 88
57 53 93
117 96 82

XIV.

Dawvopevo aykiotpov (hook)
Agiypo mov gpPordotnke pe pevivny £émg 90000 pg/ml diver orpo Tave
amd TNV VYNAGTEPN CLYKEVIPMGT) TOL PadpovopnTy.

TIMEX ANA®OPAX

To gvcioloykod g0pog kabopiotnke oe mAdopa EDTA 60 gppavag vyidv,
vioteov vrokeévov, nikiog 20 éog 60 etdv: 40 Gvopeg kot 20
yovoikeg, yopils Oepameicc  0GTPOYOVOV-TPOYESTEPOVIG KoL YWPIG
Oepomeion véptoong. o kdbe vrmokeipevo ANeOnkav dvo deiypato
aipatog: éva petd andl dpo dpacmmprottag oe 0pbio BEom Kot GAAo Eva
HETA oo Topopovh o€ DIt B€om Yo pio dpoL.

To Opwe evpdv eivar otabepomomuévo  peta&d 5% kot 95
EKOTOOTNHOPLOV

Opbra Béom 1,3-13,8 pg /ml

“Yrta 0éom 1,0-82 pg/ml

Xpealetar mpocoyr, S10TL LIAPYOVV TOANOL TUPAYOVTEG TOV UTOPOLV VoL
emnpedcovy To emineda pevivng (nhikio, otdon, Bepameio pe owotpoydva,
OVTITEPTAGIKT] OLYQOYT...).

IHIEPIOPIZMOI

Agtypato.  amd  oaobeveic mov  €youv  Adfel  mapackevdcpoTo
HLOVOKAMVIKGOV  OVIICOUATOV TOVTIIKOD Yol OKOTOVg Oudyveons 1
Oepomeiog, evdeyopévedg Vo TEPEXOVY ovOpOTIVOL OVTIGOMOTO OVTi-
moviikod (HAMA). Xe avtd ta delypata pmopovv va mapoatnpnbovv
YeLdMG AVENUEVES 1] WELODG UELMUEVES TUHES, OTAV EAEYYOVTOL LE KIT
TPOGOOPIGUOD TTOV YPNGULOTOLOVV LLOVOKAWDVIKG AVTIGMULOTO TOVIIKOV.
To etepo@iikd ovtichpato otov  avlBpdmvo opd pmopodv  va
AVTIOPACOVV e OVOGOGOAIPIVEG TMV OvTdpooTnpimV, TPOKOADVTOG
mopePOAN Ge in Vitro avocoTpoGdopIeHOVG.

Acbevelg mov exrtifevion taktikd oe (oo M mpoidvta (wikod opov
evdgyopévas va gival emppeneis e autv TV mopepforn). [Taboroykég
TG pmopovv  va  mapatnpnfodv  ce  mopovsio  ETEPOPIMIKOV
avticopdtov. Agoloyeite pe mPocoyn TO OMOTEAELCHOTO 0GOEVAV,
GTOVG 0010V VIAPYEL VTOYIO AVTAOV TV AVTICOUATOV.

Edv 1o omoteréopota dev  givor odpeovo pe Gikeg  KAVIKEG
TOPATNPNCELS, B YpeloTel 1 AYN TEPATEPD TANPOPOPLOV TPV OTd
™ 0éom g Stbyveong.



XV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETXOX

- Edv to amotedéopata mov Aappdvovrar yur tov opd gdéyyov 1 f/kon tov
0po léyyov 2 d¢ Ppiokovtar £viog Tov Tediov Tiudv mov Kabopiletor oy
eTikéta Tov  Qoldiov, To  omoteléopato  dev  givar  duvotd Vo
xpnopomombodyv, ektog ehv €yel dobel wavomomtiky e€nynon yo v
acvpPOVia.

- Eav givon embBountod, kabe epyactplo pmopet vo dnpovpynoet to Sk
Tov peilypota derypdtmv gléyyov (pools), ta omoia mpémet vo dratnpovval
KOTEWYLYHEVE GE KAAGHLOTO/OOGEL Hiag YP1omG.

- Ta kprTiplo amodoyng yio. T S1aPopd HETAED TV SUTADV OmTOTEAEGUATOV
Tov deypdtov Ba mpémet va Poacilovior oe opBig epyaotnprokég
TPOKTIKES.

XVI.  IIPODYAAEEIY KAI IIPOEIAOIIOIHEEIY

Acpdicia

Movo 1o SloyvooTtikn xprion in vitro.

To 1t owtd mepiéxst to 12 1 (Xpovog nuilong: 60 nuépec), o, padievepyn ovsia
n omoia ekmépmet viCovoa axtivoPorio X (28 keV) kary (35,5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoidv givar duvatd va petapepBel kot va ypnoyomomOel
pnovo and géovoiodotnuéva dropa. H ayopd, goAagn, ypron Kot avioilayn
POSIEVEPYDV TPOTOVTOV VLIOKEWTAL OTN Vopobesio TG yMPOG TOL TEAMKOD
¥PNOTN. Xg Kopia TepInTtmon dev TPEMEL VoL YOPNYEITAL TO TPOIOV 6€ avOPMOTOVG 1)
{oa.

Olog 0 yepiopdg tov  padlevepyod vVAMKoD Oo mpémer vo. ekteleiton o€
KoBOPIOHEVO XDPO, HOKPLE 0O XDPOVG TOKTIKAG SEAevoNG.  XTO £PYOOTNPLO
TPEMEL Vo, SoTnpeitan NUEPOAOYLO Yo TNV Tapodafr] kot T eOAAEN padievepymv
vAMk®v.  EfomMopdg kot yvdvo okevm Tov gpyactnpiov, to omoia Oo
pmopovoav va. LoALvOoOV pe padievepyég ovoies, Ba Tpémetl var QUAGCGOVTOL OE
Eeywprotd YOPO Yo TV TPOANYN ETWOAVVOTG TV S0POPOV POSIOIGOTOTMV.
Toyxdv d1appoés padievepymv vypmv mpémet va Kabapiloviol apécms GOUPOVA L
115 Sradkacieg acpdretng omd padevépyeta. Ta padievepyd amdPAinta tpinet va
ATOPPITTOVTOL GOUPMOVO, HE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG Kol TIG KOTELBuvTipleg
odnyieg TV apydv mov £xovv dikoodooio 6to gpyoothipo. H tpnon tov
Bacikdv Kavovev acOILELNG amd PadIEVEPYELL TOPEYEL ETAPKT] TPOCTAGIOL.

Ta cvototucd ovOpdmvov aipotog mov mephapufivovial 6To KIT avtd £xouv
eheyyOei pe pebodovg eykekpiuéves oty Evpdmn f/kar amd tov FDA kon €xet
Sumotodel 6T givan apvntikd @g mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 kxou 2. Kapio yvoot) pébodog dev eivar duvatd va mopéyet mAnpn
Saopdrion 0Tt Topdywye Tov avOpOTIVOL aipatog o Bo petadmcovy nratitida,
AIDS 1 dMkeg Aoméers. Emopévag, o yxepiopds avtdpactnpiov 1 derypdtov
0pov Ba Tpénetl va yiveTar cOUPMVO e TIG TOTIKES Stadikacies Tepi 0oPALELOG.
‘Oho o {owd TpoidvTa Kot mapdymyo £xovv culleyei amd vy (oa. Ta Poswa
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL and YDpeg Omov dev €xel avapepbei BSE. IMap' OA' avtd,
ovotatikd mov meplEyovy {mikég ovoieg Ba mpémer vo avtetomiloviol g
SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

ATmopelyete  OMOWONTOTE  EMAPT]  TOL  OEPUATOG  HE  OVTIOPAOTHPLL
(xpnowomoteiton alido Tov varpiov ©g cuvinpntikd). To alido oto KT AVTO
evdéyetal va avTidpacel e OAVPS0 Kat YOAKO TV VIPAVAIKAOY COANVAOCE®MV Kot
Vo oxNUaticet e Tov Tpdmo atod Waitepo ekpnktikd olidia petddiimv. Katd
SubpKela Tov PRoTog TAHONG, EKTAVVETE TNV AMOXETEVON HE HEYEAN TOGOHTNTL
vEPOU, Yl0. TV TPOANYN TVYOV GLGGOPELONG alI5iov.

Mnyv kamvilete, umv mivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOYOTOLEITE KOAAVVTIKG GTO
KOpo epyacioag. Mnv SwuvEPETE [ TUMETO. YPNOLULOTOLDOVTOS TO OTOUN GOG.
XpNOoYOonoLEiTE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL [0S YPNONG.
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XVI. IEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

LYNOAIKEX BAOGMONOMHTEX AEITMA(TA)
METPHXEIX YAIKA EAETX0OY (ul)
(U] (CU]
ENQAYXH
Babpovountég (0 g 6), opoi
eAEYYOV ) 300 -
YX - - 300
Asgtypato
IywOég 100 100 100
Endaon 180 Aentd oe Oeppokpacia dmpotiov pe avadevon
otig 400 rpm
AOPIGHOG - Avappoégnon (1} petdyyion)
Addopo mAveNg epyociog - ) 2 mrl )
AayopIopoc - Avappotpnc;] r%nl petdyyon)
Aldhopa Teng epyaciog ) ) L
- A

Atogropiopoe voppdenon (1 petdyyion)
Métpnon Métpnon coinvopiov eni 60 devteporenta




TmaTejJbHO 03HAKOMHUTHCSI nepea moJib30BaHUuEM.

RENIN-IRMA

ITPEJJIIOJIATAEMOE UCIIO/IbB30OBAHHE

KoMIIIeKT KoImd4ecTBEHHOTO PaANOUMMYHHOI'O aHaJIn3a IJId in Vitro KOJUYECTBEHHBIX I/ISMepeHI/Iﬁ pCHUHA B

genoBeueckoi miazme D TA.

OBIIAA HHD®OPMAILIUA
IMarenToBannoe nassanue: DIAsource Renin-IRMA Kit
Homep no katanory:  KIP1531: 96 tectoB

N3roroBurens: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

3a TexHHMYecKol KOHCYJIbTanueil nin no opopMIeHHIO 3aKa3a 00paliaThes:
Tex: +32 (0)10 84.99.11 ®Daxc: +32 (0)10 84.99.91

KITHHUYECKAA KAPTHHA

Penun - nonunentuansii sH3uUM (M.M.~ 40000) (1), Taxoke U3BECTHBIH KaK aHTHOTCH3MHOTEHE3, SIBIACTCS
MIPOTEONUTHYECKUM (PEPMEHTOM, BBIJENSEMBIM IOKCTarjJoMepyIipHbBIMU KJIETKaMH IOKCTAarIoMepyJIsipHOTO
MOYEYHOT0 KOMIUIEKCAa KaK OTBETHAs peakius Ha HU3KWH 00beM KpOBHU WU HHU3Koe coaepkanue NaCL B
OpraHu3Me.

PeHMH akTUBHU3HWpYET PEHHH-aHTHMOTEH3WHOBYIO CHCTEMY 3a CYET paclIelyIeHHWs THUIePTEH3MHOTEHa,
MIPOYIIUPYEMOTO B TIEUCHHU, HA aHTHOTEH3UH | (HeaKTUBHBIN) , KOTOPHIH, B CBOIO OYepeb, mpeobdpa3yercs
B aHruoteH3uH Il (akTWBHBIA) B COCYIHCTOM SHUTEIMH JeTkKuX. AHruoteH3uH Il crmocoOeH BhI3BaTh
Cy>KeHHE KPOBEHOCHBIX COCYJIOB 3a CUET CTUMYJISLIMU LIEHTPaJbHOM HEepBHOU cuctembl. Kpome Toro, o
ctumynupyeT Boiienenne A/l (aHTHINYPETHIESCKH TOPMOH) U aJIbIOCTEPOHA U3 HAIOYCUHUKA.(6)

HauGonee BaxHBIMH (QYHKIOMSIMH PEHWH-aHTMOTEH3WHOBOW CHCTEMBI SIBJISETCS KOHTPOJb KPOBSHOTO
JaBJICHUS U KIIyOOUYKOBOH (uibTpanuy (2).

KoHuenTpanus peHuHa B IJ1a3M€ 3aBUCUT OT KOHLIEHTPALlMM aHTMOTEH3UHOTE€HA B KPOBU U, KaK CJIEACTBUE,
anruorensuHa II. Bbicokue ypoBHHM aHruoreHsuHa II B 1u1asMe MNOAABISAIOT BBIACICHUE PEHUHA
(oTpunarenpHas peakiys).

OmpeneneHne ypoBHEH PEHHMHA B IUIA3ME SIBISICTCSl MOJIE3HBIM JUISi IMArHOCTHKH THUIIEPTEH3UHU U IPU
TeparneBTHIECKOM HAaOI0IeHUH 32 OOJILHBIMY apTepualbHON TumepTeH3ue (3).

[ToBbImenne KOHLIECHTPAMK PEHUHA B [U1a3Me y OOJNBHBIX apTepHaIbHON THIIEPTEH3HEH IPOUCXOANT N3-32
MEPBUYHOTO THIEpaNIbIOCTEpOHU3MA (4) B OTIMYME OT Ba3OpeHaIbHOW rTunepreHsuu (5), Korga
KOHIIEHTPalUl PEHUHA U aJIbJJOCTEPOHA MOBBILIECHBI.



IV.  HA YEM OCHOBAH METOJ

DIAsource Renin-IRMA mnpexacrasnsier co0o0if paiMOMMMYHHBIH aHaIN3 Ha
OCHOBE OKpalIeHHOH Npobupku. Mabl, IMMOOMIN30BaHHOE aHTHTENIO, KPEITHTCS
K HIDKHEHl BHYTpEHHEH MOBEpXHOCTH IUIACTHKOBOW mpobupku. B mpobupku
00aBISIOTCS  KanuOpaTopsl WM 00pasIbl, KOTOpHIE CHadala IIOKAa3bIBAIOT
HI3K0a(UHHYIO peakIuio 1o oTHomeHWIo k Mabl. Jlo6aBnennem Mab2,
CHTHAIILHOTO aHTHUTENa ¢ MApKUPOBKOii 2°1, cucTeMa 3aBepiaeTcs U BKIHOYAETCS
MMMyHoJIorudecKas peaknus. Ilocie MPOMBIBKH IO OCTaTKaM PaJHOAKTHBHBIX
BEI[ECTB Ha CTEHKAX MPOOHPKHU ONpe/elsieTcsl ypOBEHb KOHIICHTPAIIUY AaHTHI €Ha.

V. PEATI'EHTbBI B KOMIIVIEKTE

Pearentnl KoMmiuiexkr IlBeToBast PactBop nist
Ha 96 MapKHPOBKa pasbaBienus
TeCcToB
[IpoGUpKH, OKpALIEHHbIE 2x48 YepHBIH T'oToBo K
U npenaparoM antu-Renin HCIIOJIb30BAaHUIO
(MOHOKTIOHATTRHOE
Ab 125) 1 ¢pmakon KpacHBII TotoBo K
10,5 ma HCII0JIb30BAHUIO
760 xbk
AwnTu-Renin-12%|
(MOHOKJ’IOHEU'[])H])IC aHTI/ITeJ'Ia) B
dochatnom  Oydepe,  Obrubs
ceiBopoTKa ¥ asux (<0.1%)
7 dnaxoHoB JKEIITBIA Jlo6aBuTth 2 M1
O UIN3H JIUCTUIUINPOBAHHOMN
Kowutponbhbie mapkepsl 0 u -6 B | posaHHbIE BOJIBI
YEJIOBEYECKOil MIa3Me ¢ THMOJIOM
CM. TouHBIif 00bEM Ha STUKETKE.
1 dmakon kopuuHeBblii | PactBoputh 20 X
NPOMBI | PACTBP | KOHIIH 40 mn JIMCTUJTMPOBAHHON
B. . TPT. BOJIOM
(Mcnonp30BaTh
IIpombiBounslit  pactBop (TBuH MATHUTHBII
20-NaCl) CMECHTEIb)
2 ¢nakona cepebpsiubiii | Jlo6aBUTH 2 M
KOHTPOJI | Ne | oG HIH3K JIMCTHJUIMPOBAHHOM
PpOBaHHBIE BOJBI
Kontponsusiit obpazenr - N = 1
i 2
B Y€JIOBEUECKOM M1a3Me U THMOJIS
Hpumevanusi: 1. Jna  pasBemeHust o0pasma HCHOJB30BAaTh — HYJIEBOH
KaJTMOPOBOYHBIN MapKep.
2. 1 nr mpurotoBieHus kanmOpatopa sKkBuBaneHTHO 2.2 +/- 0.2 plU
HHWBCK 68/356
Yr1oObl momyunts pesynbratel B plU/Ma wim  mlIU/n,  oObemsl,

BBEIP)XEHHBIE B III/MJI, CJISIyeT YMHOXKATh Ha 2,2.
VI.  JOIO/IHUTE/IbHBIE MATEPUAJIbI H PEAT'EHTbI

Heob6xoauMsI clienyroue MaTeprasl, OTCY TCTBYIOIINE B KOMIUIEKTE ITOCTaBKH:
1. JuctmimmpoBaHHAs BOJA

2. Iunerku mis otmepuBanus: 100 pl, 300 pl u 2 mu (pexomeHIyeTcs
UCIIOIB30BaTh ~ MEPHBIC MHIIETKH CO  ChEMHBIMH  IUIACTHKOBBIMU
HaKOHEYHHUKaMH)

ITnacTrkoBBIC MPOOUPKH AIst OOIIETO TOJCYeTa

Boprekc-mukcep

Hletixep ms mpobupok (400 06/mum)

MarHuTHblil CMECHTENB

Inpuu-aBromar 5 mi (tun "KopHyo") A1 HPOMBIBKU

Nookw

© ©

VII.

VIII.

AcrnmparonHas cuctema (Jirobast)
MO3KHO HCHOJIB30BATH JIFOOOH raMMa-CUETYHK C YyBCTBUTEIBHOCTBIO 110
(MuH. pou3BoUTENEHOCTE 70%).

125 |

ITIOAIOTOBKA PEAT'EHTA
Kanuopatopbl:  Paz6aButh BelleCTBA B 2 MI
JUCTUIUTHPOBAHHON BOJBI

. ! JIag moaiHOro pacTBOpPeHMsi: MOCJe BOCCTAHOBJIEHUS BbLKIAaTh 30
MMHYT Ha 1eiikepe, a 3aTeM NepeMeliaTh Ha BOPTEKce.
KonTtpoasuble 0o06pa3ubl: Pa30aBUTh KOHTPOIBHBIE BEIIECTBA B 2 MI
JUCTUJLUTHPOBAHHOMN BOJBL.

PaGora ¢ mpoMbIBOYHBIMM pacTBOpaMu: [IpUroTOBUTH JNOCTATOUHBIH
00beM pabodero pactBopa, 100aBMB 19 00BEMOB IUCTHIUIMPOBAHHOU
Bogbl K | 00beMy mnpombiBouHOTro pactBopa (20x). Hcnonb3oBath
MarHUTHBI CMECHTENIb Ul CMEIIMBaHHA. Pabouyi0 HpPOMBIBOYHYIO
JKUAKOCTH B KOHIIE JUISI CITUTb.

KOHTPOJIbHBIE

CPOK I'OJHOCTH U XPAHEHHUA PEATEHTOB

B 3aKynmopeHHOM HMCXOJHOM COCTOSIHHH BCE KOMIIOHEHTHI B KOMIUIEKTE
CTaOMIIBHBI [I0 3aBEpIICHUS] CPOKA TOAHOCTH, YKa3aHHOTO Ha STUKETKE,
IIPU yCJIOBUH XpaHeHus oT 2 1o 8°C.

Ilocne BoccTaHOBIEHMS KanuOpaToOpsl U KOHTPOJBHBIE  0Opa3Ibl
001a1a10T HU3KOM CTAOMIBLHOCTHIO. MCIOJB30BaTh HEMEJIEHHO IIOCIIE
pa3BelleHHs. 3aMOPO3UTh HEMEUICHHO M XPaHUTh B alMKBOTax He Ooiee 6
Hemens npu —20°. OHM oOCTalTCs CTaOWIBHBIMH TOcie | IHKiIa
Pa3sMOpO3KH.

H36erath HocieyonMX UKJIOB Pa3MOPAKUBAHHS U 3aMOPaKUBAHHS.
CBeXEIPUTOTOBICHHBIH paboumii pacTBOp Ui HPOMBIBKH  CIEXyeT
HCIOJIb30BATh B TOT XK€ JCHb.

IMocne mepBOro HCMONB30BAHUS MapKep OCTAaeTCs CTaOWIIBHBIM 110
HCTEUEeHHs] CPOKAa TOXHOCTH IPH YCIOBHU XPAaHEHHS B OPHTHHAIHLHOM
repmernyHoM ¢uakone npu T ot 2 no 8°C.

dusnuecKre U3MEHEHHUs BHEIIHETO BHA PEarcHTOB MOTYT yKas3bIBaTh Ha
HEeCTaOWIBHOCTD HIIN pa3pyIlIeHUe.

CHOP U ITPUT' OTOB/IEHUE OBPA3I[OB

O6pasupl: D/ITA-mnazma.

Eci TecT He OCYIIECTBISUICS B TeYeHHE 4 4acoB, IUIa3My CIeIyeT
MOMECTUTH Ha XpaHeHue B anikBotax mpu —20°C.

V36erath HocieIyoNMX UKJIOB Pa3MOPaXUBAHHUS U 3aMOPayKUBAHUSL.

ITOPA/IOK JEHCTBHH

O6pamenue

3anpeniaercst UCMONIb30BaTh KOMIOHEHTH! B KOMIUICKTE MOC/IC UCTCYCHUS
CpOKa FOTHOCTH.

3amperiaeTcs CMEIIMBATh MAaTEPHAbI H3 Pa3HBIX KOMIUIEKTOB OCTaBKH.
Jlo Hayana MoJIb30BaHNUs TOBECTH TEMIIEPATyPy PEarcHTOB JO KOMHATHOM.
TmiaTenbHO mepeMeniaTh BCE PEAreHThl W 00pasibl  yMEPEHHBIM

B30aJITHIBAHHEM.

=

Vcrons30BaTh YHMCTYIO MHIETKY C OJHOPA30BBIM HAKOHEYHHKOM JUIS
no0aBieHus JI000r0 M3 peareHToB M o0pasuoB. V30eraTh 3arpsi3HEHHs
HCXOMHBIX MarepHanoB.  Jlnsg OoyblIielf TOYHOCTH pPEKOMEHIyeTcs
HCIHONb30BaTh  BBICOKOTOYHBIC IHMETKM WX aBTOMAaTH3HPOBAHHOE
KarnenbHoe 000pyJOBaHHE.

Co0utto1aTh MHKYOAIMOHHBIH TTEPHOLI.

IMoaroToBUTh TPagyMpOBOYHYIO KPUBYIO [l KakIoro ceanca. He
JIOMYCKAETCsl HCIOIB30BaHUE JAHHBIX TIPEIBIIYIIEro CeaHca.

Ilopsinok pelicTBmii

IMomeTuTh OKpaleHHBIC IPOOUPKH KOHTPOIBHOTO HMOBTOpPA UL KaXKIOIO
kanuOpatopa, o0pasna M KOHTpoONbHOro Mapkepa. Jlius cymmapHOro
HOZICUeTa MAPKUPOBATH 2 OOBIYHEIE IPOOHPKU

B36onTtaTh KamuOpaTophl, 0Opaslbl M KOHTPOIbHBIE MapKepsl, U
nomecTuth 300 pl KaXI0ro B COOTBETCTBYIONIYIO TPOOUPKY.

Passectu 100 pl antu-Renin ¢ foausiv uncnom *# B kasuoit mpoGupke,
BKJIIOYast HEOKPAIIEHHBIE, UL CyMMapHOTO MO/CUETA.
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XI.
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XIL

Boinepxate 180 MUHYT npM KOMHATHOM TeMmeparype Ha Lieikepe Iyl
npobupok (400 06/mum).

IpomyTs BO3myxoM (WM OCYIIHTH) COACPIKHMOE KaXIOH MpoOHpKH (3a
HUCKJIIOYEHHEM CYMMApHOTO MoOjcyeTa). YOemuThCs, YTO IUIACTUKOBBIN
HaKOHEYHUK acIHpaTopa JOCTUraeT JOHIA OKPAIICHHOH MPOOUPKH, H BCS
JKUAKOCTD y/aleHa.

TecrupoBannslii | O6beM peHHHA + yenoseuyeckuii Hb 7,5
o0pasen (mr/mur) Mr/ma
(nr/mun)
1. 21,2 18,5
2. 57,1 50
TecrupoBannslii | O6beM peHHHA + ounupyoun 0,2 mr/mia
odpasely (nr/mun) (nr/mur)
3. 22,6 20
4. 58,1 534

IMpombiTs mpoOupku 2 M pabodero MPOMBIBOYHOTO pacTBopa (3a
HCKJIIOYEHHEM CyMMAapHOro I0Jc4eTa) M MNpoayTh (MO0 OCYLIMTb).
M3berats BcreHMBaHMS NOpU  A00aBICHUM pabo4ero IPOMBIBOYHOIO
pacTtBopa.

CHOBa IPOMBITh NPOOHPKH 2 MJ pabo4yero MpoMbIBOYHOIO pacTBopa (3a
HCKJIIOYEHHEM CYMMAapHOT'0 M0JICYETa) U NPOIYTh (JIMOO OCYLIHTS).

OcTaBuTh NPOOUPKH B BEPTUKATHEHOM MOJIOXKEHUH Ha JIBE MUHYTHL. 3aTeM
MPOLYTh OCTABILIYIOCS BIIAry.

OCyIECTBUTh TOJCYET B NPOOHMPKAX raMMa-CUeTYUKOM B TeueHue 60
CEeKyH]I.

HOJCYET PE3YJ/IbTATA

Paccuurath cpenHuii nokasaresib KOHTPOJILHOTO aHAIN3A.

Ha nosynorapudMideckoil Win JIMHOBaHHOI Oymare NMOCTPOUTH Tpaduk
1/MUH (OpaMHATA) VTSI KOKIOro KaaubpaTopa MPOTHB COOTBETCTBYIOLICH
KOHLIEHTpalluM peHuHa (abciucca) M HAYEPTUTh T'PagyHPOBOYHYIO
KPHUBYIO Yepe3 IpaJyHpOBOYHBIC TOUKH. OUYEBHIHBIMH INPOBAJIAMH HIIN
BCIJIECKaMU 3HAUSHHUH MOXKHO MpeHeOpeyb.

CynTaTh IOKA3aTENH KOHIEHTPAIMH AT KaXXJOT0 KOHTPOJILHOTO MapKepa
1 oOpasia 3a CYeT HHTEPIIOJIIUY Ha TPpayHpOBOYHON KPHUBOIL.
ABTOMAaTU3HPOBAaHHOE CBEJEHME JAHHBIX yINPOCTUT HoxacueT. Ecmu Oymet
HCTIONIb30BATHCS aBTOMATHYECKas o0paboTka pe3yNbTaToB,
PEKOMEHIyeTCs] BOCIOJIB30BAThCS 4-TIapaMeTPUYECKHM  JIOTHCTHIECKUM
€I0co00M NPUNACOBBIBAHHUS KPHBOM.

THIIOBBIE IAHHBIE

Crenyronye AaHHbIE HPEICTAaBICHBI HCKIIOUUTENIbHO A HmocTparmu. He
JIOITyCKaeTcsl UX HCHOJIb30BaHHE KOTJA-JIMOO BMECTO I'paJyHpOBOYHON KPUBOI,
0TOOpaXkaroIel peanbHoe BpeMsl.

RENIN-IRMA I/MHH. B/T (%)
O6mwmii cuer 100
Kanubpar 0 mr/mn 0 plU/Mn 152
op 4 nr/mn 8.8 ulU/mn 579 0,14
9 nr/mn 19.8 uwlU/Mn 984 0,27
47 nr/mn 103.4 plU/Mn 3826 1,18
95 nr/mn 209 plU/mn 8161 2,58
250 nr/mn 550  plU/mn 20851 6,67
520 nr/mn 1144 plU/mn 55190 17,73

1 T mpuroTOBNIEHNs KanubpaTopa sKkBUBaneHTHO 2,2 +/- 0.2 nlU HUBCK 68/356

XML

A.

XAPAKTEPUCTHKH H OT'PAHUYEHUA

Iopor ooHapy:xeHust

I/ICCJ’ICHOB&J’IOCB JABEHAAUATh HYJICBBIX KaJ'II/I6paTOpOB COBMCCTHO C
JIpyruMu  Kanubpatopamu.  Iloporom oOHapyXeHWs, 3asBICHHBIM Kak
o(pdeKTUBHAS KOHIEHTpanus CPEAHEro IIOKa3aTels IpU HyJICBOM
CBsA3BIBAHNY, IITIOC ABa CTAaHAAPTHBIX OTKJIOHCHHUS, OBLI IIOKA3aTENb 0,78
HI/MIL

CnenuduyHocTs

IlepekpectHas peakuus npenapara Prorenin B 3Tom ananuse Renin IRMA
ONPEEIANCS 3a CUET N00aBJICHUS Pa3IMYHBIX KOHIECHTPALUH IpenapaTa
Prorenin B MaTpumy mia3Mbl H U3MEPEHHEM COOTBETCTBYIOIIEH PEaKInu
pennHa. [lepexpecrthas peakius npenapata Prorenin cocrasisina 0.3 %.

Ananu3upoBanach IOTCHIMANbHAas UHTep(EpeHIUs] TeMOIToOMHAa B
KOHIEHTpanuu 7,5 Mmr/mn un Ommupy6bmua 0.2 mr/mm. OtoT TecT (cM.
TabJINILy HIDKE) MOKa3ajl MOHWKEHUE 3HAYCHHH I1a3Mbl IIPUOIIM3UTEIIBHO
Ha 10%. Pexomenmyercs wuszberatb TIeMOJIM3MPOBAHHBIX O0pa3LOB MU
00pas3noB ¢ cogepxKaHueM OHIUpyOuHa.

TouHocTh
BHYTPUAHAJIMTUYECKASA
CXOAUMOCTD
Obpa3zen Ne <X> K.B.
Cr.0. (%)
(mr/muon)
A 10 | 20217 8,5
B 10 67,7+2,0 30
MEXAHAJIUTUYECKA S
CXOAUMOCTD
Obpazen | Ne <XX> K.B.
Cr.0. (%)
(nr/mur)
A 6 | 155%17 11
B 6 59,3+24 4

C.O. CrannaprtHoe oTkionenue; K.B.: Koapduunent Bapnanyn

D. TounocTs
ITPOFA HA PA3FABJIEHUE
Obpa3sen Pa3b6aBienne Teoperuy. H3mepennas
KOHLITP. KOHLITP.
(nr/mur) (nr/ma)
1/4 258,6
1/8 129,3 1255
1/16 64,6 62,3
1/32 32,3 29,4
1/64 16,1 14,2
1/128 8 6,7
Oo6pa3zern pa3daBILIICs HYJIEBBIM KaTHOPAaTOPOM.
INokazatens HepazbaBieHHOro 0Opasua: 1034mnr/mi
TECT HA BOCCTAHOBJIEHUE
Jlo6aBIeHHbIH peHHH BoccTaHoBIeHHbIH BoccranoBiienne
(nir/mut) peHuH (%)
(nr/ma)
11,8 10,5 89
24,2 21,4 88
57 53 93
117 96 82
F. Xyk-3¢dexT
Curnan o0paslia, HaChIIIEHHOTO dYelloBedeckHM peHuHoM 10 90 000
TIT/MJI, TIPEBBIIIAET HAUBBICITYIO KOHIIEHTPALHIO Kamubparopa.
F. PedepenTHbie HHTEPBAIBI

Hopmanenbnii  guanazon w1 DJTA-mnasmbl  ObUT  OmpemesieH  Ha
OCHOBaHMH HccienoBanus 60 310pOBbIX CyObEKTOB B HEPHO]] TOJOIOBKU
B Bo3pacte oT 20 1o 60 snet: 40 MyxuuH U 20 JKESHIUUH, HE MOTyYaBIINX
3CTPOTrEH-TIPOreCTEPOH JICUCHHE U JICYCHHE OT TUNEPTCH3UH. Or
Ka)XI0ro cyObeKkTa 0TOMpanoch IO JBe IPOoOBI KPOBH: OJHA - Yepe3 Jac
HoCJIe aKTHBHOM JEATEIbHOCTH B PACIPSIMIICHHOM II0JI0KEHHH, a ApyTas -
ToCJIe Yaca IOKOs B JIeKaueM MOJIOKECHUH.

3auKCcHpOBaHHBIC IIPEIEIBI - OT 5 10 95 mponeHTHIei.

Cros 1,3-13,8 nr/mn

Jlexa 1,0 - 8,2nr/ma

Kaxpmas nabopatopuss [OJDKHA BbIpaOOTATh COOCTBEHHBINH JAMANa3oH
TOKa3aTese.



CrezmyeT NMOMHUTH, YTO Ha YPOBHM PEHHHA BO3JEHCTBYET MHOXKECTBO
¢daxTopoB  (BO3pacT, 1033, OCTPOreH-IEUCHHE, IpemapaThl  OT
THIEPTCH3HUH, U T.1.).

XIV. OrPAHHYEHUA

- Marepuansl, B3ATble Yy  INAlUEHTa, IOJy4YaBLUIEro  IpenapaTsl
MOHOKJIOHAIGHBIX aHTHUTEI MBIIIH JUIS JUATHOCTHKU MM TePalluy, MOTYT
comepkaTh denoBedeckue aHTUMbIIuHBIE aHTHTena (HAMA). Taxue
00pasipl B pe3yJibTaTe TECTUPOBAHUA C NPUMEHEHMEM KOMILIEKTa ULt
aHAJIM30B, COJEPKAILETO MBILIIMHBIE MOHOKJIOHAJIBHBIE AHTUTENA, MOTYT
J1aBaTh KaK OIMMOOYHO 3aBBIIICHHEIE, TAK U 3aHIKECHHBIC TOKAa3aTEeIH.

- HeiitpodunpHple aHTUTENa B  YEJIOBEYECKOW  CHIBOPOTKE MOTYT
B3aHMOJICHICTBOBATh C PEareHTOM MMMYHOIJIOOYJIHHA, IPENSITCTBYIOMUM
HOPMaJbHOMY HMMYyHOJIOTHIECKOMY aHaIH3Y in Vitro.

ITanpeHTsl, OOBIYHO NPHHMMAIOIIME HPOAYKTHI, IONY4YEHHBIE M3
JKMBOTHBIX MJIH CBIBOPOTKH )KHBOTHBIX, MOTYT OBITh ITPEIPacIOIOKEHBI K
TaKOMy BO3/ICHCTBUIO, U €CIU NPHCYTCTBYIOT HEHTPO(UIbHBIE aHTUTENA,
HE HCKIIOYAIOTCA aHOMallbHble IIoKaszaTend. CremyeT TIIATENBHO
MPOBEPSITh PE3YNIbTAThl AHAIU30B IALMEHTa, y KOTOPOTo, BO3MOXHO,
HMMEIOTCS TAKHE aHTUTENA.

Ecnu pe3ynpTaThl He COOTBETCTBYIOT KIMHUYECKHM HaOMIOAEHUSIM, TOrJa
ULl IOCTAHOBKH AMArHO3a NOTpeOyeTCsl HOMOIHHUTEIbHAs HHPOPMALHS.

XV. BHYTPEHHHH KOHTPO/Ib KAYECTBA

- Ecnu pe3ynbTathl, MOJYYEHHBIC MO KOHTPOJbHOMY oOpasiy | w/wimu 2
HaXOJATCS 32 TpeJiellaMy YKa3aHUi Ha STUKETKE, TOTJIA, €CJIM OTCYTCTBYET
yIOBIICTBOPUTENbHOE OOBSCHEHHE, TAKHE PE3yJbTATHI HUCMOIB30BATH HE
JIOIyCKaeTCs.

- Kaxnas mabopatopuss MOXET C€O3[1aTh  COOCTBEHHBIH  KOMILICKT
KOHTPOJIBHBIX 00pa3lOB, KOTOpbIC CJEAYyeT XpPaHHTh B aJUKBOTax
3aMOPOKECHHBIMH.

- Kpurepyem  mpuemieMoro Ha  ciydail  pacXOXICHHH  MEXIy
KOHTPOJIBHBIMH ~ PE3yJIbTaTaMH MO  o0pasumaM  ClieQyeT  CYMTaTh
YCPEIHEHHYIO JIa00paTOPHYIO IIPAKTHKY.

XVI. HOPEJYIIPEX/IEHHA H MEPbBI IIPE/IOCTOPOKHOCTH

Mepwt 6e3onacnocmu

ToJBKO JUIst TUArHOCTHKH N Vitro.

B omHom kommrekte %1 (meprony monypacmazma: 60 1Hei), axkTHBHas

nonmsupyiomnias X (28 keV) u y (35,5 keV) paguars.

K obpamenuio ¢ 3THM paJHOAKTUBHBIM HPOAYKTOM MHOIYCKAIOTCS TOJBKO

YIIOJTHOMOYEHHBIe Jmna. IlpnoOpereHne, XpaHeHHe, IIOJIb30BaHHE H OOMEH

pPaJMOaKTUBHBIX IIPOAYKTOB OCYLIECTBIIETCA B pPaMKaX 3aKOHOJATEIbCTBA

CTpaHbl IoJb30BaTeNs. [IpOdyKT 3ampelneHo IPUMEHATh Ha JIIOAIX U KUBOTHBIX.

OOpamieHne C pajgdOaKTHBHBIM IPOIYKTOM OCYIIECTBISIETCS TOJNBKO B

CIeIMAaIbHO TOATOTOBICHHBIX MECTaX B CTOPOHE OT OXKUBICHHBIX YYacTKOB

neatenbHocTH. JlaGopaTopust o0s3aHa BECTU JKypHAal PETHCTPALMU BBIIAUH U

XpaHEeHUs paJMOAKTHBHEIX MAaTepHalioB.  3arps3HEHHOE pPaJHOaKTHBHBIMH

BelllecTBaMH JlabopaTopHOe 00OpYNOBaHME W CTEKISHHYIO MOCYTy CIEmyeT

colepKaTh OTAEIBbHO BO M30€KaHHE MEPEKPEeCTHOTO 3arpsA3HEHUS Pa3IHIHBIMU

PaaMOU30TONAMH.

JIx00bIe yTEUKH paJi0aKTHBHBIX BEIIECTB JOJDKHBI OBITh HEMEIUICHHO yCTPAHEHBI

COTJIaCHO MepaM 0e30MaCHOCTH 10 0OPAIIeHHIO ¢ PAAUOAKTHBHBIMH BEIIIECTBAMHU.

VTunuzamms pagfoaKkTHBHEIX OTXOJOB OCYIIECTBIISETCS COTJIACHO MECTHBIM

TIPEITUCAHNsIM M YKa3aHMSM JIUI, OTBEYAONIMX 3a sabopatopuio. Cobironenue

OCHOBHBIX TPaBHI 0€30HACHOCTH 10 OOpamieHHI0 ¢ pPaJHOAKTHBHBIMH

BEIL[ECTBAMHU 00ECIIeUNBAET JOJDKHBIH YPOBEHD 3allIUTHI.

KoMnoneHTHI YenoBeueckoii KpoBH, BKIIOUYEHHBIE B 9TOT HA0OP, TECTHPOBAHEI 10
€BpOIEeHCKUM IpaBuIaM,

YTBepoKZIeHBI 10 MeToauke FDA, oTpuIaTenbHbI Uil HOBEPXHOCTHOTO aHTUTEHA
BUpYyca remarura B,

aHTuTen K BUpycy rematuta C, antuten k BUY 1 u 2. Hu onuH M3 M3BECTHBIX
METO/IOB HE FapaHTHPYeT

orcyTcTBHs TepeHoca rematuta, CITMJ] u mHBIX uHGbeKImii depe3 00pasibl
YeJI0OBEUECKOM KPOBH.

Taxum 06pa3om, ¢ 00pa3amMu peareHTa, ChIBOPOTKH WITH IUIa3MBbI CIIEyeT

oOpamaTbCs COIJTACHO MECTHBIM MpaBWJIaM TEXHHKH Oe3omacHocTH. Bcee
MIPOAYKTHI JKUBOTHOTO IIPOHCXOXKICHUS U

006pasiibl OTOMPAIIMCh OT 30POBBIX KHUBOTHBIX. BBIYBM KOMITOHEHTBI

otOuparoTes B ctpanax, rae TI'D ne 3amedena. OnHako

KOMIIOHEHTHI C COAEpP KaHHEM JKHBOTHBIX 00pa3IoB CIEAyeT pacCMaTpUBATh Kak
MOTEHLIUAIBHO

KOHTarMo3HEIE.

V30eraTth KOHTaKTa Y4acTKOB OTOJICHHON KOXHU C peareHTaMH (a3ui HaTpus B

Ka4yecTBE aHTHUCENTHKA). A3HI B KOMIUICKTE MOXKET PEarupoBaTh CO CBUHIIOM U

Me/IbI0 Ha TUIOMOMpPOBKE U, TAKMM 00pa3oM, CO3/1aBaTh B3PBIBOOMACHBIC A3HIbI

MeTa/uioB. Ha odTame mpoMBIBKE pakoBHHY CIeAyeT OOMIBHO IIPOMBIBATH

60IBIINM KOITHYECTBOM BOJIbI BO H30€KaHUE OTJIOKEHHUS a3H/I0B Ha CTEHKAX.

3anpernaercs KypHTh, IUTh, IPUHUMATh MUYy HWIM HAKJIaJbIBaTh KOCMETHKY Ha
pabodeM MecTe. 3ampermnaercs OCYIIECTBIATH HO3UPOBKY pToM. Ilomb3oBaTthest
3aIIUTHOH OAEKI0H U OJJHOPA30BBIMU IEPIATKAMU.

XVII. CITHCOK HCIIOIb30BAHHOH IHTEPATYPBI

(1) Primary structure of the human Renin gene : Hardman J.A; and al. ;
DNA (1984): 3(6):457-468.

(2) Control of glomerular filtration rate by rennin-angiotensin system : Hall J. E.
and al; Am.J.Physiol. (1977) : 233(5) :F366-F372

(3) Raised aldosterone to renine ratio predicts antihypertensive efficacity of
spironolactone: a prospective cohort follow-up study : Lim P.O. and al ;
Br. J. Clin. Pharmacol. (1999) : 48(5) :756-760 .

(4) Screening of primary aldosteronism :Schirpenbach C. and al ;
Best Pract. Res. Clin. Endocrinol. Metab.(2006) : 20(3) : 369-384 .

(5) Diagnostic procedure in renovascular hypertension :Distler A. and al.
Clinical nephrology (1991) :36(4):174-180

(6) Circulating and tissue angiotensin systems :Campbell D.J. ;
J. Clin . Invest. (1987) :79(1) :1-6

XVIIlI CBOAKA I10 ITIPOTOKOJ1Y

OBLINIT KAJIMBPATOPBI OBPA3EIL
CYET KOHTPOJIbBHBI (OBPA3LBI
ul 1 OBPA3EIL )
ul ul

HUHKYBALIUA
Kanu6paropsi (0 - 6),

- 300 B
KOHTPOJIbHBIE 00pa3Lbl

- - 300
O0pa3ibl
Mapkep 100 100 100
Nuky6arus 180 munyT nnpu komHatHoi T. B36anTbiBanue

npu 400 06/muH

Cenapauust - IIpoayTs (M1n OCyIINTB)
Pabouwnii mpoMBIBOYHbIIT 2 M
pactBop: IIpoayTs (MM OCYyIINTB)
Cenapauust 2 M
Pa6ounii mpoMbIBOYHbIH IIpoayTs (MM OCYyIINTB)
pacTBop:
Cenapauus
Toncuer Cunrath nnpobupku 60 cekyHa
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