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TILSIGTET BRUG

Argutus Medical Pi GST EIA er en metode til kvantitativ bestemmelse af Pi
Gluthatione S-transferase (TGST) i human plasma og urin. Kontakt Argutus Medical
for vejledning i at male TGST i andet prevemateriale og male andre GST subklasser.
Produktet er kun til forskningsbrug i USA.

BAGGRUND

URIN STUDIER

| det humane nefron er TGST lokaliseret i de distale tubuli, hvorimod aGST er
begraenset til de proximale tubuli*?. TGST afgives til urinen | normale individer,
hvilket er bekraeftet ved enzyme Immun Assays (EIA)**. Enhver begivenhed
forarsagende skade pa de distale tubuli kan medfgre forhgjet frigivelse af TGST i
urinen. Forhgjet TGST niveau er saledes vist at veaere indikation pa skade pa de
distal tubuli under afstgdning ved nyretransplantation® ® nyre toxisitet™”’, infektion?®,
diabetes® samt kronisk nyreskade'®. Frigivelse af aGST i urinen eller plasma er vist
at vaere associeret med skader pa de proximale tubuli, hvorfor samtidig maling af a-
og TGST muliggar diskriminering mellem skader pa henholdsvis proximale og
distale tubuli®”.

PLASMA STUDIER
Plasma niveauet af TGST er ogsa vist at vaere forhgjet i kroniske galdebleere lidelser

og galdebleere carcinomer'!. Forhgijet veevs- og plasma TTGST niveau kan findes i et
spektrum af maligniteter*?.

ASSAY PRINCIP

Argutus Medical Pi GST EIA er et kvantitativt enzym immun assay. Proceduren er
baseret pa sekventiel tilseetning af prgvemateriale, enzym-antistof konjugat og
substrat til mikrotiter brgnde coated med anti-mGST IgG. Den resulterende
farveudvikling er proportional med meengden af mGST. Male-omradet er 1.25 -
40ugl/L.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 3
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INDHOLD

1. Mikrotiter Plade coated med antistof

12 x 8 strips coated med IgG rettet mod mGST. Brgnd kan skilles.

KLAR TIL BRUG

2. Kalibrator
Oprenset TGST i 50% (volumen) glycerol (5mg/L, 100uL)
Indeholder Thiomerzal.
KONCENTRERET OPLASNING

3. Fortyndingsbuffer
Oplgsning med protein og stabilisatorer (50mL)
Indeholder Natrium Azid
KLAR TIL BRUG

4. Vaskebuffer
20x PBS med Tween 20 (PBST, 55mL).
Indeholder Thiomerzal.
KONCENTRERET OPL@SNING

5. Positiv kontrol
TGST i protein oplgsning med stabilisatorer (4,5mL).
Indeholder Thiomerzal og Natrium Azid (NaN3).
KLAR TIL BRUG

PLA

CAL

DIL

SPE

1X

BUF

WASH

20X

CONTROL

6. Konjugat
HRP-konjugeret anti-rGST IgG (11mL).

CONJ

ENZ

1X

Indeholder Thiomerzal.
KLAR TIL BRUG

7. Substrat
Stabiliseret flydende TMB-oplgsning (11mL).
KLAR TIL BRUG

8. Stop oplgsning
0.5M svovlsyre (H,SO4, 11mL).
KLAR TIL BRUG

9. NEPHKIT® Urin stabiliseringsbuffer (10mL)
Indeholder Thiomerzal og Natrium Azid (NaN3)
KLAR TIL BRUG

10. Brugsanvisning

Argutus Medical - www.argutusmed.com
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FORSIGTIGHEDSREGLER SILLERHED

e Argutus Medical Pi GST kit er kun til in-vitro diagnostisk brug.

e Argutus Medical Pi GST kit mé& kunavendes af kvalificeret
laboratoriepersonale.

¢ Kittet indeholder materiale af human oprindelse, der er belvet testet og fundet
negativt for Hepatititis B DNA, HCV RNA og HIV RNA. Da ingen test imidlertid
kan give fuldsteendig sikring, skal alle materialer behandles som potentielt
infektigse

e Nogle af reagenserne indeholder thiomersal, som kan veere toksisk, hvis ved
indtagelse.

e Stopoplosningerne inderholder svovisyre, der er setsende. Undga kontakt
med hud og gjne. | tilfeelde afkontakt, skylles straks med rigetige maengder
vand. Sgg leege.

e Substratet indeholder TMB, der kan irritere huden og slimhinder. Al substrat,
der kommer | kontakt med huden, bgr skylles af med vand.

¢ Nogle reagenser indeholder natriumazid, der kan danne potentielt eksplosive
metalazider med bly- og kobberrgr. Ved bortskafning bar reagenser skylles ud
med store maemgder vand for at forhindre ophobning af azid.

o Bortskaf alle kliniske prover, inficeret eller potentielt inficeret materiale i
henhold til god laboratorieskik. Alle sadanne materialer bgr handteres og
bortskaffes som potentielt infektiose.

e Rester af kemikalier, praeparater og kitkomponenter betragtes almindeligvis
som farligt affald. Alle sadanne materialer bgr bortskaffes i henhold til
fostlagte sikkerhedsprocedurer.

e Brug Dbeskyttelsesbekleedning, latexhandsker til engangsbrug og
ojenbeskyttelse, underprgvehandtering og udferelse af bestemmelsen.
Heaenderne vaskes grundigt, nar man er faerding.

e Materialer mé ikke pipetteres med munden, og man ma aldrig spise eller
drikke ved laboratoriebordet.

PROCEDUREN

e Argutus Medical anbefaler, at brugere analyserer alle prgver med det samme

kit-lotnummer for kliniske undersggelsesprojekter for at sikre optimal

overensstemmelse i undersggelsen.

Anvend ikke kits eller individuelle reagenser udover deres udlgbsdato.

Man ma ikke blande eller erstatte reagenser fra forskellige kit lotnumre.

Afvigelse fra den medfglgende protokol kan medfare fejlagtige resultater.

Udfarelse af bestemmelsen udenfor de opgivne tids- og temperaturomrader

kan medfgre ugyldige resultater. Bestemmelser, der ikke falder indenfor de

fastlagte tids- og temperaturomrader, skal gentages.

e Reagens bgar tilsaettes brgndenes midte, i det man passer pa ikke at ridse
siden med pipettespidsen.

e Brgndene ma aldrig tarre ud pa noget trin under bestemmelsesproceduren.
Undga kontaminering af komponenter ved altid at anvende ubrugte
pipettespidser til hver prgve og komponent.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 5
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e Anvend ikke reagenser, der er uklare, eller hvor oplgsningen har givet
bundfald.

e Kontrollér, at vaskekoncentratet er grundigt blandet, og at der ikke er nogen
krystaller tilbage inden rekonstituering.

e Destilleret eller deioniseret vand af hgj kvalitet er pakreevet til
vaskeoplgsningen. Anvendelsen af vand af darlig kvalitet eller kontamineret
vand kan lede til baggrundsfarvning i bestemmelsen.

e Lad alle reagenser opna stuetemperatur (20-25°C) og bland godt forud for
anvendelsen.

e Undga at efterlade reagenser i direkte sollys og/eller over 2-8°C i leengere
perioder.

Anvend altid rene, fortrinsvis engangsbeholdere til alle reagenspraeparationer.
Hold altid den @vre overflade af brandene fri for draber. Draber bgr forsigtigt
suges op med treekpapir ved fuldferelse af det proceduremaessige trin.

e Kontrollér, at pladens underside er ren og tar inden afleesning.

e Inden bestemmelsen pabegyndes, bar der fastleegges en identifikations- og
fordelingsplan over brgndenes indhold.

STABILITET OG OPBEVARING

1. Alle kit reagenser bgr opbevares ved 2-8°C, og er holdbare indtil den angivne
udlgbsdato.

2. GST kalibratorer skal anvendes indenfor 30 minutter efter praeparation.

3. Klargjort vaskeoplgsning (PBST) er stabil ved stuetemperatur i op til to uger
og i op til en maned ved 2-8°C

4. Brgnde til pladebestemmelse bgr opbevares | forseglede poser med affugter
ved 2-8°C, indtil de skal anvendes. Lseg ubrugte brgnde tilbage i
opbevaringsposen sammen med affugter.

YDERLIGERE NIDVENDIGE MATERIALER

1. Mikropipetter: 5-50uL, 50-200uL og 200-1000uL. Derudover vil en 50-200uL
multidispenser veere hensigtsmaessig.

Vaskeautomat (Optionelt).

ELISA plade spektrofotometer, der kan male en bglgeleengde pa 450nm med
referencemaling pa 630nm, hvis muligt.

1L malebaeger.

Tidtager.

Tragt.

Destilleret vand.

Pladeryster.

. Malecylinder.

10.Reagensrgar.

11.Inkubator.

w N

©oNOOA
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FORBEREDELSE AF REAGENSER

1. VASKEBUFFER (PBST)

Fortynd koncentrat 20 x. Eksempel: tilsset 10mL koncentrat 190mL destilleret vand.
Forbered kun det ngdvendige volumen, afhaengig af antal prever, der skal
analyseres. Sgrg for, der ingen udfeeldninger er i koncentratet inden
oplgsningen forberedes. Forsigtig opvarmning til 37°C i 15-30 minutter vil hjeelpe til
at oplgse eventuelle udfeeldninger (krystaller). Der bruges 25mL vaskebuffer til en
strip med 8 brgnde.

2. KALIBRATORER

Preeparer 40ug/L kalibrator oplgsningen fra mTGST koncentratet pa fglgende made:

Koncentrat: 20pL
Fortyndingsbuffer: 2480uL
Total 2500uL @ 40ug/L (A)
Afmeerk reagensrgrene og preeparer kalibratorer efter fglgende skema:
Kalibrator koncentration Volumen Kalibrator Volumen
(ng/L) (uL) Fortyndingsbuffer (uL)
40 (A) 500 (A) 0
20 (B) 500 (A) 500
10 (C) 500 (B) 500
5 (D) 500 (C) 500
2.5 (E) 500 (D) 500
1.25 (F) 500 (E) 500
0 (G) 0 500

PROVETAGNING

URIN

Argutus Medicals Pi GST EIA kan bruges til maling af mGST pa en hvilken som helst
urinprgve. Men grundet dggnvariationer i proteinuria®, er det imidlertid vigtigt for
optimale resultater, at periodiske kvantiterede urinprgver opsamles og tidsinterval og
maengde registreres. Udskilningen af TGST kan derved udtrykkes som en rate;
ng/min. Se i gvrigt Appendiks 1. Opsamling af dggn urin eller mellemsgvnperiode
urin prgver anbefales. Kontakt Argutus Medical for vejledning ved brug af andre
opsamlings metoder eller perioder. Tilseet 200uL NEPHKIT® Urin Stabiliserende
Buffer til 800uL urin sa hurtigt som muligt efter prgvetagning. Tilseet buffer, uanset
hvor leenge preoverne skal opbevares. Indeholder prgven ved objektiv inspektion
blod, skal den umiddelbart centrifugeres ved 10.000 x G i 5 minutter. Er
supernatanten klar (uden tegn pa haemolyse) efter centrifugering, kan en smule af
preven opsamles og testes for mGST.

Hvis der stadig er objektive tegn pa blod i prgven, er denne uegnet til wGST
malinger.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 7
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oGST maling er ikke pavirket af tilstedevaerelse af blod. Praven skal centrifugeres
0g supernatanten opsamles inden tilseetning af NEPHKIT® Urin Stabiliserende
Buffer.

PLASMA

Hold prgvematerialets temperatur pa 2-8 °C under hele den fglgende procedure.
Prgverne opsamles | Li-Hep eller EDTA rgr og centrifugeres ved 2500 x G i 10
minutter indenfor 6 timer efter opsamling. Overfgr supernatanten til et nyt rgr og
centrifuge igen ved 6000 x G i 10 minutter. Dette sikrer fuldsteendig bortskaffelse af
thrombocytter. Supernatanten opsamles forsigtigt uden at resuspendere bundfaldet.
PiGST findes i trombocytter, og det er vigtigt at fierne dem.

PROVEOPBEVARING

URIN

Umiddelbart forud for bestemmelsen fortyndes prgveme 1/2 ved at tilsaettle 200uL
stabiliseret urinoplgsning till 200uL prgvefortynder. Det anbefales, at praverne
analyseres sa hurtigt som muligt efter opsamling. Prgverne kan imidlertid opbevares
ved 2-8°C i op til en uge og | mindst 1 ar ved —20°C efter tilsaetning af NEPHKIT®
Urin Stabiliserende Buffer. Gentagen indfrysning og optening bgr undgds. Uden
NEPHKIT® Urin Stabiliserende Buffer, kan indholdet af TGST i urinprgver falde med
op til 70% ved nedfrysning, malt ved EIA. Dette fald skyldes sandsynligvis
denaturering af proteinet, under indfrysnings-optgningscyklus.

PLASMA
Praver bar fryses ved —20°C hurtigst muligt efter opsamling. Der er ikke observeret

aendring i TGST koncentrationen i praver opbevaret ved —20°C i op til 3 maneder.
Gentagen indfrysning og optaning bgr undgas.

FORBEREDELSE AF PROVEMATERIALE

URIN

Umiddelbart far brug fortyndes pregverne 1:1; bland lige dele prgvemateriale og
fortyndingsbuffer til et slutvolumen >200pL.

PLASMA

Umiddelbart far brug fortyndes pragverne 1/5. Tilseet for eksempel 50puL
prgvemateriale til 200uL fortyndingsbuffer. Det er muligt at fortynde prgvematerialet i

mikrotiterpladen. Dette letter selvsagt proceduren, specielt ved mange pragver. De

positive kontroller skal ikke fortyndes.
Fortyndede prgver kan ikke opbevares.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 8
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ASSAY PROCEDURE

BEMZRK: Alle reagenser skal have lov til at fa stuetemperatur forud for starten af
bestemmeise.

1.

INKUBERING AF PRGVE OG KALIBRATOR

1.1.Forbered vaskebuffer og kalibratorer som beskrevet i afsnit "Forberedelse af
Reagenser".

1.2.Forbered praver som beskrevet | "Forberedelse af Prgvemateriale”

1.3.Anbring det ngdvendige antal microassay brgnde i assaypladen (14 for
kalibratorerne plus two hver for kontrollerne og pregverne). De arrangeres i
kolonner pa 8 og mellemrummene i kolonnerne fyldes ud med tomme
mikroassay brgnde fas fra Argutus Medical).
Tilseet kalibratorer (G-A; sekvivalent koncentration 0-40ug/L), positiv kontrol
og fortyndede praver (100pL/brgnd) gange to, til mikroassay pladen.

1.4.Tildeek mikrotiter pladen og inkuber i 60+2 minutter ved rumtemperatur 20-
25°C under jeevn omrystning.
Bemeerk: Til validering af testen er brugt en Lab- Line Interments© omryster,
hastighed 2-3.

1.5.Fjern tildeekningen og vask 4 gange med Vaskebuffer (250-350uL per
brgnd). Efter vask bankes pladen grundigt mod papirserviet pa bordet for at
sikre flernelse af al vaskebufferen fra brgndene.
Bemeerk: Der kan bruges vaskeautomat eller manuel vask.

INKUBERING MED KONJUGATET
2.1.Tilseet 100pL konjugat per brgnd til mikrotiter pladen.

2.2.Tildeek mikrotiter pladen og inkuber i 60 + 2 minutter ved rumtemperatur
20-25°C under jeevn omrystning.

Bemeerk: Til validering af testen er brugt en Lab-Line Interments© omryster,
hastighed 2-3.

2.3.Fjern tildeekningen og vask 4 gange med Vaskebuffer (250-350)uL per
bregnd. Efter vask bankes pladen grundigt mod papirserviet pa bordet for at
sikre fjernelse af al vaskebufferen fra brgndene.

2.4,

FREMKALDELSE

3.1. Tilseet 100uL substrat per brgnd. Brug en multidispenser pipette og inkuber
ved rumtemperatur (20-25)°C i ngjagtigt 15 minutter.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 9
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4. STOP

4.1. Stop fremkaldelsen ved tilssetning af 100uL stopopl@sning per brgnd. Bland

grundigt for sikre fuldsteendig afbrydelse af fremkaldelsesreaktionen.

4.2. Aflees umiddelbart herefter OD-veerdien vid 450nm spektrofotometrisk og

brug- hvis muligt - 630nm som reference.

BEREGNING AF RESULTATER

=

Beregn middelabsorbansen for hver prave.

Lav en Kkalibreringskurve med Ausosssy Nmveerdierne pa abscissen og
TTGSTkoncentrationen i ug/L pa ordinaten (En lineaer kurve, se Figur 1).

Aflees pravernes TGST-koncentration i pg/L udfra kalibreringskurven.

Gang den beregnede [TGST] med den passende fortyndingsfaktor for at fa
den aktuelle [TTGST]. Resultaterne for urin prgverne bgr ganges yderligere
med 1.25 for at kompensere for fortynding af pregvens urinstabiliserende
buffer.

Koncentrationen af den Positive Kontrol afleeses direkte fra kurven.
Sammenhold den afleese veerdi med den pa indersiden af kitaeskens lag
opgivne veerdi.

For at udtrykke mGST-koncentrationen i urin som rate (ng/minut) se
instruktion i Appendiks .

Prgvekoncentrationer med malinger uden for standardkurven er ugyldige og
skal gentages med en hgjere fortyndingsfaktor. Ekstrapolering af data kan
ikke accepteres.

KRITERIER FOR KVALITETSSIKRING

Den positive kontrol skal altid inkluderes for at vurdere validiteten af test
resultaterne. Hvis den afleeste veerdi af den positive kontrol ikke ligger indenfor
veerdien opgivet pa indersiden af kiteeskens Iag, skal resultaterne kasseres og testen
gentages.

BEGRASNINGER | BRUGEN

Resultaterne skal korreleres med patientens kliniske profil og andre eventuelle
laboratorieresultater.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 10
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ASSAY SPECIFIKATIONER

REFERENCE OMRADE

Det anbefales at det enkelte laboratorie fastlaegger referenceomrade relevant for
den/de patientgrupper, der undersgges.

SPECIFICITET

Argutus Medical Pi GST EIA er specifik for mGST. Ingen signifikant krydsreaktivitet il
M eller aGST isoformer er observeret.

MALEOMRADE

Kalibrereingskurvans malomrade daeker 1.25 — 40 °gL, svarande til 3.12 - 100 °g/L i
urinprgver stabiliserad 4/5 i stabiliseringsbuffert og fortyndet _ fortyndningsbuffer og
6.25 - 200ug/L iplasmaprgver fortyndet 1/2 i prgvefartyndningsbuffer.

DETEKTIONSGRANSE

Argutus Medical Pi GST EIA har en detektionsgreense pa 0.7ug/L. Dette giver en
nedre detektionsgraense | urinprgver stabiliserad 1.75 i stabiliseringsbuffert og
fortyndet _ i fortyndningsbuffer og 3.5pg/L | plasmaprever fortyndet 1/2 i
prgvefortyndningsbuffer

INTERFERENS

Der er ikke observeret nogen signifikant interferens med lipideemisk prgvemateriale
eller ikteriske praver.

Lipideemi*: <10% interferens op til 10001U i plasma prgver.

Ikteri: <10% interferens ved 5mg/mL i bade plasma og urinprgver. Haemolytiske
prgver er uegnede til TGST malinger og ma ikke bruges.

*Undersggt med Intralipid 20% fra Fresenius.

Undersggelser i huset har vist, at prgver med ekstremt hgje niveauer af rheumatoid
faktor kan medfare interferens med denne bestemmelse. Kontakt Argutus Medical
for yderligere information.

REPRODUCERBARHE

Tabel 1. Inom assay variation af Argutus Medical Pi GST EIA bestemt for 2 prgver; 1
plasma og 1 urin med n=24 indenfor et enkelt assay.

Prav mwGST (pg/L) SA VK% N
Lag plasma 210.1 4.65 2 24
Lag urin 3.8 0.09 2 24

Argutus Medical - www.argutusmed.com 11
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Tabel 2. Mellan assay variation af Argutus Medical Pi GST EIA bestemt for 4 pragver
over 25 assays for en batch med fuld procedure for alle assays.

Prov mwGST (ug/L) SA VK% N
Lag plasma 218.2 14.72 7 25
Middel plasma 315.9 22.36 7 25
Lag urin 5.4 0.52 9 25
Lag-Middel urin 61.5 3.56 6 25

Tabel 3: Mellan batch variation af Argutus Medical Pi GST EIA bestemt for 3 prgver
over 10 assays beregnet for 3 batches.

Prov mwGST (ug/L) SA VK% N
Lag plasma 222.4 13.35 6 30
Middel plasma 326.4 25.49 8 30
Lag urin 6.1 1.00 16 30

EKSEMPEL PA KALIBRERINGSKURVE

250 +

2.00 +

1.50 +

oD450/630

1.00 +

0.50 o

PiGST (ug/L)

Figur 1: Typisk kalibreringskurve fundet ved brug
af Argutus Medical TGST EIA. Plot af Ass0/630nm Versus [TTGST] pg/L.

GARANTI

De preesenterede specifikationer er opnaet ved at fglge den i dette dokument
beskrevne procedure. Enhver andring eller modifikation af den i dette dokument
beskrevne procedure — der ikke specifikt er anbefalet af Argutus Medical — ophaever
alle garantier udtrykte, forudsatte og lovmaessige, inkluderende salgbarhed og
brugsevne. Argutus Medical patager sig intet ansvar for skader opstaet direkte eller
som indirekte konsekvens af brug af dette produkt.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 12
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APPENDIKS 1

mwGST UDSKILLELSE UDTRYKT SOM RATE

Udskillelsen af TGST er konstant i tid og ikke i urin volumen. Dette betyder, at det
kan veere mere relevant at udtrykke TTGST som rate i ng/minut | stedet for
koncentration; pg/L. Det kan veere vigtigt i situationer, hvor der er tale om
usaedvanlig diurese, sdsom oligo- eller polyuria. Udskillesesraten opnas som fglger:

URIN OPSAMLING

Opsaml urinprgver som beskrevet i afsnittene "Prgvetagning” og "Prgveopbevaring”.
Noter tidspunkt for urinering (T2), tidspunkt for tidligere urinering (T1) og det totale
urin volumen (V).

BEREGNING AF wGST UDSKILLELSESRATE

1. Bestem mGST koncentrationen i ug/L med Argutus Medical Pi GST EIA.

2. Beregn perioden i minutter for opsamling af urinen
(T),somT=T2-T1.

3. Noter urin volumen i mL.

4. Beregn udskillelsesraten som:

ng wGST/min = wGST ug/L X V
T

Argutus Medical - www.argutusmed.com 13
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RESUME AF ASSAY PROCEDURE

1.

PRGOVE OG KALIBRATOR INKUBERING

1.1.Forbered vaskebuffer og kalibratorer.

1.2.Forbered prgvemateriale.

1.3.Placer Mikrotiter brgnde i assay pladen. Tilseet kalibratorer, positiv kontrol og
fortyndede prover (100uL/brend) i duplikater til mikrotiter brgndene.

1.4.Tildeek pladen og inkuber ved (20-25)°C i 60 + 2 minutter med ensartet
omrystning.

1.5.Fjern afdeekningen og vask hver strip 4 gange med 250-350uL vaskebuffer
per brgnd

. KONJUGAT INKUBERING

2.1.Tilseet 100pL konjugat per brgnd.

2.2.Tildeek pladen og inkuber ved (20-25)°C i 60 + 2 minutter med ensartet
omrystning.

2.3.Fjern afdeekningen og vask hver strip 4 gange med (250-350uL) vaskebuffer
per brgnd.

FREMKALDELSE

3.1. Tilseet 100uL substrat per brgnd og inkuber inkuber ved (20-25°C) i preecis
15 minutter.

STOP
4.1. Afbryd reaktionen ved at tilseette 100pL stopoplgsning per brgnd. Bland
grundigt for at sikre fuldstaendig terminering af fremkaldelses reaktionen.

4.2. Aflees umiddelbart ved 450nm og brug — hvis muligt - 630nm som reference.

BERGEN RESULTATER

Argutus Medical - www.argutusmed.com 14
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FORTOLKNING AF SYMBOLER

Omradet for positiv kontrol

In vitro diagnostisk medicinsk anordning

Batchkode

Katalognummer

Temperaturbegreensninger

Anvendes inden udgangen af

Producent

Farligt biologisk materiale

Control

IVD

LOT

{
2
s

]
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