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AVSEDD ANVANDNING

Argutus Medical Pi GST EIA &ar en metod for kvantitativt bestammning av pi
glutation-S-transferas (TGST) i urin och plasma. Kontakta Argutus Medical for
ytterligare information betraffande assay av mGST for forsknings och andra icke-
kliniska andamal eller assay av andra GST-klasser. Argutus Medical Pi GST EIA far
endast anvandas inom forskning i USA.

BAKGRUND

STUDIER PA URIN

| njuren, pi glutation-S-transferas (TGST) finns | nefrons distal tubulus'? medan alfa
glutation S-transferas (aGST) ar begréansat huvudsakligen till proximal tubulus.
TGST utsondras i urinen hos friska personer vilket har bekraftats av immunoassay
analys®*. Handelser som leder till skada av den distal tubulus kan orsaka tkad
utsondring av MGST i urinen och dessa forhéjda TGST -halter i urin har pavisats
vara forknippade med skada till distal tubulus vid bortstértning av njur transplantat>®,
nefrotoxicitet®”’, njurinfektion®, diabetes® och kronisk njurskada®. Utséndringen av
TGST har pavisats vara forknippad med skada av den proximal tubulus®’. Darfér,
genom samtidig matning av a och TGST kan man skilja pa skada mellan proximal
och distal tubuli®”.

STUDIER PA PLASMA
Forhojda plasma nivaer av mGST har funnits | kroniska kolestatiska sjukdomar och

kolangiokarcinom®*. Férhojde nivder av TGST i vavnader och plasma har funnits i
flera cancersjukdomar®?.

ASSAYPRINCIP

Argutus Medical Pi GST EIA &r en kvantitativ enzymimmunoassay. Testproceduren
baseras pa sekventiell tillsattning av prov, enzymkonjugat och substrat till
mikroassaybrunnar coatade med anti-mGST IgG. Den resulterande fargintensiteten
ar proportionell mot mangden mGST som finns i provet. Assayintervallet ar 1.25 -
40ug/L.
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KOMPONENTER

1. Antikroppscoatad mikroassayplatta PLA
12x8 brunn strips coatade med IgG riktad mot TTGST. Isarbrytbara brunnar.
BRUKSFARDIGA

2. MGST - kalibrator CAL

Renad mGST i 50% (v/v) glyserol.

(5mg/L, 100yL). Innehaller Thiomersal.
KONCENTRAT

3. Provdiluent

- o o DIL SPE | 1X
Proteininnehallande 16sning

(50mL). Innehaller natriumazid.
BRUKSFARDIG

4. Tvattkoncentrat 20x fosfatbuffrad

. o . BUF | WASH | 20X
saltlésning/Tween-20 (PBST 55mL). Innehaller Thiomersal.

KONCENTRAT

5. Positiv kontroll

TIGST | proteininnehallande 16sning med stabilisatorer (4,5mL) CONTROL ¥

Innehaller Thiomersal och natriumazid.
BRUKSFARDIG

6. Konjugat

Anti-TGST IgG konjugerad till pepparrot-peroxidas CONJ | ENZ 1X

(11mL). Innehaller Thiomersal.
BRUKSFARDIG

7. Substrat SUBS | TMB
Stabiliserad flytande TMB-I6sning (11mL).

BRUKSFARDIG

8. Stopplésning SOLN | STP
0.5 mol/L svavelsyra (11mL).

BRUKSFARDIG

9. Urinstabiliserande buffert.
Innehaller Thiomersal och natriumazid (10mL). BUF | NEPH
BRUKSFARDIG

10. Bruksanvisningar INS

Argutus Medical - www.argutusmed.com
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FORSIKTIGHETSATGARDER

SAKERHET

Argutus Medical Pi GST EIA kit far endast anvandas for in-vitro diagnostiskt
bruk.

Argutus Medical Pi GST EIA kit ar endast avsett att anvandas av kvalificerad
laboratoriepersonal.

Kitet innehaller material av humant ursprung som har testats och befunnits
negativt for hepatit B DNA, HCV RNA och HIV RNA.

Eftersom inga tester kan ge fullstandig sakerhet, skall allt material emellertid
behandlas som potentiellt smittsamt.

Vissa reagenser innehdller Thiomersal som kan vara giftigt vid fortaring.
Stopplosningen innehaller svavelsyra som &r korrosivt. Undvik kontakt med
hud eller 6gon. Vid kontakt, skolj omedelbart med vatten och sék medicinsk
hjalp.

Substratet innehaller TMB som kan irritera hud och slemhinnor. Alla substrat,
som kommer | kontakt med huden skall skdljas av med vatten.

Vissa reagenser innehaller natriumazid, som kan bilda potentiellt explosiva
metallazider med bly och kopparledningar. Skolj med stora mangder vatten
nar det slas bort for att forhindra att metallazider byggs upp | avioppen.
Undanskaffa alla kliniska prov, infekterad eller potentiellt infekterad material i
enlighet med lokala foreskrifter och god laboratoriepraxis. Allt sddant material
skall hanteras och bortskaffas som potentiellt smittsamma amnen.

Rester av kemikalier, beredningar och kitkomponenter betraktas allmant som
riskavfall. Allt sadant material skall bortskaffas i enlighet med etablerade
sakerhetsprocedurer.

Anvand skyddsklader, engangs latexhandskar och 6gonskydd vid hantering
av prover och vid utférande av assayen. Tvatta handerna noggrant nar man
ar fardig.

Pipettera aldrig med munnen och &t eller drick aldrig vid laboratoriebanken.

PROCEDUR

For opptimal undersékningsfoljdriktighet vid projekt med kliniska férsok
rekommenderar Argutus Medical att anvandaren analyserar alla prover med
samma satsnummer.

Anvand inte kitet eller enskilda reagenser efter deras utgangsdatum.

Blanda inte ihop eller byt ut reagenser fran kit med olika satsnummer.
Avvikelser fran protokollet kan orsaka felaktiga resultat.

Om assayen utfors utanfér de angivna tids och temperaturintervallen kan det
ge ogiltiga resultat. Assayer som inte utférs inom de angivna tids-och
temperaturintervallen maste goéras om.

Vid pipettering av reagenserna i brunnarna skall man sikta mitt pa brunnarnas
sidovagg och vara forsiktig sa att inte sidan skrapas med pipettens spets.

Lat inte brunnarna torka vid nagot steg under assayproceduren.

Man maste vara forsiktig sa att komponenterna inte kontamineras och alltid
anvanda en frasch pipett for varje prov och komponent.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 5
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e Anvand inte reagenser som ar oklara eller som innehaller fallningar.

e Kontrollera att tvattkoncentratet blandas ordentligt och att inga kristaller finns
kvar fore rekonstituering.

e Hogkvalitets destillerat eller avjoniserat vatten kravs for tvattlésningen.
Anvandning av vatten med dalig kvalitet eller som ar kontaminerat kan ge
upphov till bakgrundsfargning i assayen.

e Lat alla reagenser uppna rumstemperatur (20-25°C) och blanda ordentligt fore
anvandning.

e Undvik att lamna reagenser i direkt solljus och/eller 6ver 2-8°C under langa
perioder.

e Anvand alltid rena, helst engangs, glasvaror for beredning av alla reagenser.

e Kontrollera att plattans bottenyta &r ren och torr fére avlasning.

e En identifierings-och fordelningsplan bor géras upp innan assayen paborjas.

STABILITET OCH FORVARING

. Alla kitreagenser skall forvaras vid 2-8°C och de &r stabila i befintligt skick, till det

angivna utgangsdatumet.

. Plattassaybrunnar skall forvaras i forslutna pasar med torkmedel vid 2-8°C tills de

skall anvandas. Stoppa tillbaka oanvanda brunnar | forvaringspasen med
torkmedel.

. MGST -kalibratorer maste anvandas inom 30 minuter efter att de forberetts.
. Forberedd tvattlosning (PBST) ar stabil vid rumstemperatur i upp till tva veckor

och upp till en manad vid 2-8°C.

YTTERLIGARE MATERIAL SOM BEHOVS

. Mikropipetter ~ (5uL-50uL, 50pL-200puL  och  200pL-1000puL) och en

multikanalspipett (50uL-200uL)

2. Mikroassay striptvattsystem

3. ELISA plattlasare som formar mata vid 450nm med referens vid 630nm om
sadan finns tillganglig

4. 1L bagare

5. Timer

6. Vatskeskal

7. Avjoniserat/destillerat vatten

8. Skak for mikrotiterplattor

9. Méatglas

10. Provror

11. Rumstemperatur inkubator

Argutus Medical - www.argutusmed.com 6
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FORBEREDELSE AV REAGENSER

1. TVATTLOSNING (PBST)

Utfor en 1/20 spadning av tvattkoncentrat genom att, till exempel, tillsatta 10mL
tvattkoncentrat till 190mL avjoniserat vatten. Gor bara iordning sa mycket
tvattiosning som behovs for assayen. Kontrollera att saltkristallerna &r
uppldstafére spadningen. Forsiktig uppvarmning av tvéattkoncentratet till 37°C i 15-
30 minuter underlattar upplésning av saltkristallerna. Till varje rad av 8-mikrotiter
brunnar behdvs 25mL Tvattlosning.

2. KALIBRATORER

Forbered kalibrator (A) fran TGST stamldsningen enligt féljande.

Stamldsning: 20puL
Tvéttlosning: 2480pL
Totalt: 2500uL @ 40ug/L (A)
Forbered ytterligare kalibratorer med hjalp av markta rér enligt féljande:
Ekvivalent kalibrator- Kalibratorvolym Tvattldsnings-volym
Kalibratorvolym (ug/L) pL) (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

PROVTAGNING

Argutus Medical Pi GST EIA kan anvandas fér matning av GST i alla slags
urinprover men, pa grund av dygnsvariationen i proteinuri*®, ar det viktigt med
avseende pa optimala resultat, att tidsbestamda, kvantitativa, natturinprov tas och att
tidpunkten och volymen av provet antecknas. Utsondringstakt av TGST i urinen kan
dd uttryckas som ng/min. Se bilaga 1. Overnatt eller 24 timmars prov
rekommenderas. Kontakta Argutus Medical om rad, gallande anvandning av andra
provtagningsmetoder och perioder. Nar provet har erhdllits, tillsatt sa snart som
mojligt 200uL NEPHKIT® urin-stabiliseringsbuffert till 800uL urin (4/5 utspadning av
provet) aven om proven inte skall lagras. Om provet ser ut att innehalla blod, provet
skall centrifugeras omedelbart pa 10 000 g under for 5 minuter. Om efter
centrifugering, provet har en klar supernatant utan tecken av hemolys, kan en alikvot
anvandas for bestamning av mGST.

Omprovet fortfarande har tecken av blod | supernatant kan det inte anvandas
for bestdmning av wGST.

Forekomst av blod har ingen verkan pa bestamning av mWGST. Provet skall
centrifugeras och supernatant skiljas innan NEPHKIT® urinstabiliseringsbuffert
tillsatts.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 7
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PLASMA

Behall plasma vid 4-8°C genom féljande proceduren.

Samla prov i lithium heparin eller EDTA ror och centrifugera pa 2500 g for 10 minuter
vid 2-8°C inom 6 timmar av provtagning.

Dekantera plasma supernatant och centrifugera det igen for 10 minuter pa 6000g for
att sakerstalla borttagning av trombocyter.

Samla supernatant med en pipette och var forsiktig att undvika stérning av pelletet.
Det finns piGST i blodplattar och det ar viktigt att de avlagsnas.

HANTERING OCH FORVARING AV PROVER

URIN

Forvara inte prover utan tillsats av NEPHKIT® urinstabiliseringsbuffert. NEPHKIT®
urinstabiliseringsbuffert maste tillsattas inom 12 timmar efter provtagning. Det
rekommenderas att prover matts sa snart som mojligt efter provtagning. Efter tillsats
av NEPHKIT® urinstabiliseringsbuffert, kan proverna férvaras en vecka vid 2-8°C
eller upp till 28 dagar vid -20°C. Upprepad nedfrysning och upptining bor undvikas. |
franvaro av NEPHKIT® urinstabiliseringsbuffert kan nedfrysning minska GST halten i
urinen med upp till 70% enligt matning med EIA. Denna reducering av GST halten
beror sannolikt pa denaturering under nedfrysnings och upptiningsforloppet.

PLASMA
Plasmaprover skall frysas sa snart som majligt vid -20°C. Ingen forandring av mGST

nivan har observerats i plasma som lagrats vid -20°C upp till 3 manader. Upprepad
frysning och upptining av prover bor undvikas.

PROVFORBEREDNING

URIN

Spéad proverna 1/2 genom att tillsatta 200uL prov till 200uL provdiluent omedelbart
fore assayen.

PLASMA

Spéad proverna 1/5 genom att tillsatta 50uL prov till 200uL provdiluent omedelbart
fore assayen. Om manga prov skall spadas (> 10 prov) kan proven spadas i en tom
mikroassayplatta for att underlatta 6verforingen till assayplattan. Den positiva
kontrollen behdver inte spadas.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 8
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ASSAYPROCEDUR

OBS! Alla reagenser skall uppna rumstemperatur innan assayen inleds.
1. PROV/KALIBRATOR-INKUBATION

1.1 Forbered Tvattlésning och Kalibratorerna sa som beskrivs i "Forberedelse av
reagenser".

1.2 Forbered Proverna sa& som beskrivs i "Provforberedning".

1.3 Placera behdvligt antal mikroassaybrunnar | assayplattan (14 for Kalibratorerna
plus tva vardera for Kontrollerna och Proverna).
Arrangera i kolumner med 8 i varje och fyll ut platserna i kolumnerna med tomma
mikroassaybrunnar (finns att tillga fran Argutus Medical).
Tillsatt Kalibratorer (G-A: ekvivalent koncentration 0-40ug/L), dubbla Positiva
Kontroller och dubbla utspddda prover (100upL/brunn) i duplikat, till
mikroassayplattan.

1.4 Tack mikroassayplattan och inkubera vid rumstemperatur (20-25°C) i 60 + 2
minuter med likformig skakning.

OBS! Ett Lab-line instrument, skak for mikrotiterplattor anvands, med hastighet
2-3.

1.5 Avlagsna locket och tvatta alla strips 4 ganger med Tvéttlosning (250uL-
350uL/brunn).

Nar det ar klart, knacka plattan ganska hart mot en pappershandduk for att
garantera att all tvattldsning avlagsnas fran brunnarna.

OBS! Antingen automatisk eller manuell tvattning ar acceptabel.
2. KONJUGATINKUBATION
2.1 Tillsatt 100uL Konjugat/brunn.

2.2 Tack mikroassayplattan igen och inkubera vid rumstemperatur (20-25°C) i 60 £ 2
minuter med likformig skakning.

OBS! Ett Lab-line instrument, skak for mikrotiterplattor anvands, med hastighet
2-3.

2.3 Tvatta alla strips enligt steg 1.5.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 9
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3. FARGUTVECKLING

3.1 Tillsatt 100pL Substrat/brunn med hjalp av en multikanalspipett och inkubera vid
rumstemperatur i exakt 15 minuter.

4. STOPP

4.1 Tillséatt 100pL Stopploésning/brunn med hjalp av en multikanalspipett. Se till att
Substrat och Stopplésning blandas helt.

4.2 Avlas omedelbart vid 450nm med 630nm som referens (om tillganglig).

BERAKNING AV RESULTATEN

. Berédkna medelabsorbansen for varje prov och kontroll.

. Rita en kalibreringskurva med Asso/s30nm SOm funktion av [TTGST] (ug/L).

. Avlas vardet pa [mGST](ug/L) vid provernas medelabsorbans fran
kalibreringskurvan.

4. Multiplicera beraknad [TTGST] med lamplig utspadningsfaktor for att erhalla verklig
[TGST]. Resultaten for urin prover skall multipliceras ytterligare med 1.25 for att
kompensera utspadningen av provet med NEPHKIT® urinstabiliseringsbuffert.

. Koncentrationen hos den positiva kontrollen lases av direkt fran kurvan.

. Anvisningar om berakningen av utséndringstakt av TGST uttrycks som ng/min
finns i bilaga 1.

7. Koncentrationer med prover dar vardena ligger utanfor standardkurvan ar ogiltiga

och maste goras om med en hdgre utspadningsfaktor. Det &r inte acceptabelt att

extrapolera data.

WN

o 01

KVALITETS KRITERIER

Den positiva kontrollen maste alltid tas med for att man skall kunna bedoma
testresultatens validitet. Resultaten anses giltiga om vardet for den positive
kontrollen ligger inom det intervall som angetts pa kartongens lock. Om detta
kriterium inte ar uppfyllt anses assayen ogiltig och maste upprepas.

BEGRANSNINGAR | ANVANDNINGEN

Resultaten maste korreleras med patientens kliniska profil och andra kliniska
laboratorieresultat.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 10
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KARAKTERISTISKA DATA

REFERENSINTERVALL

Det rekommenderas att varje anvandare utvecklar ett referensomrade som ar
relevant for den aktuella studerade populationen.

SPECIFICITET

Argutus Medical Pi GST EIA &ar hogt specifikt for detekteringr@ST. Ingen
betydande korsreaktivitet har observerats var sig med mu eller alpha isoformerna av
GST.

MATOMRADE

Kalibreringskurvans intervall tacker 1.25 - 40upg/L, motsvarande 3.12- 100ug/L i
stabiliserad urinprover utspadda 1/2 i provdiluent, eller 6.25 — 200 i plasma prover
utspadda 1/5 i provdiluent. Detta intervall kan utstrdckas genom att o©ka
provspadningen.

DETEKTERINGSRANS

Provdetekteringsgransen for Argutus Medical Pi GST EIA ar O0.7ug/L i
mikroassaybrunnen. Denna motsvarar 1.75ug/L i en stabiliserad urinprov utspadd
1/2 med provdiluent eller 3.5ug/L i en plasma prov utspadd 1/5 i provdiluent.

INTERFERENS

Ingen signifikant storning har observerats i denna assay med lipemiska eller ikteriska
prover.

Lipemi*: Mindre an 10% interferens upp till 2000 IU i plasmaprov.

Ikteri: Mindre &n 10% interferens upp till 5 g/L bilirubin i Provet.

Prov som innehaller hemolyserad blod &ar obrukbar fér bestamning av mGST och
skall inte anvandas.

*Utfort med intralipid 20% fran Fresenius.

Interna studier har visat att prover med extremt htga nivaer av rheumatoid faktor kan
orsaka interferens med denna assay. Kontakta Argutus Medical for ytterligare
information.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 11
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REPRODUCERBARHET

Tabell 1: Inom-férsok variation hos Argutus Medical Pi GST EIA baserad pa 2

prover; 1 plasma och 1 urin, 24 replicat | samma korning.

Prov [wGST] pg/L SA %VK n
Lagt plasma 210.1 4.65 2 24
Lagt urin 3.8 0.09 2 24

Tabell 2: Mellan-férsok variation hos Argutus Medical Pi GST EIA baserad pa fem

prover korde i 25 omganger med samma kit batch.

Prov [TTGST] pgl/L SA %VK n
Lagt plasma 218.2 14.72 7 25
Mellan plasma 315.9 22.36 7 25
Lagt urin 5.4 0.52 9 25
Lagt-Mellan urin 61.5 3.56 6 25

Tabell 3: Mellan-batch variation hos Argutus Medical Pi GST EIA beraknat pa 3
prover korde i 10 omganger med kit fran tre separat kit batcher.

Prov [TTGST] pg/L SA %VK n
Lagt plasma 222.4 13.35 6 30
Mellan plasma 326.4 25.49 8 30
Lagt urin 6.1 1.00 16 30

oD450/630

EXEMPEL PA KALIBRERINGSKURVA

a 5 10 15 20 25 30 35 40

PiGST (ug/L)

Figur 1: Typisk kalibreringskurva erhallen vid anvandning av Argutus Medical Pi
GST EIA. Plott av Assoezonm Som funktion av [TGST] pg/L.

Argutus Medical - www.argutusmed.com 12
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GARANTI

De resultatdata som presenterats har, erhélls med den procedur som beskrivits. Alla
andringar eller modifieringar av proceduren, som inte rekommenderats av Argutus
Medical, kan paverka resultaten, i vilket fall Argutus Medical fransager sig samtliga
garantier, uttryckta, underforstddda eller lagstiftade, inclusive saljbarhet och
lamplighet for viss anvandning. | sddana fall & Argutus Medical inte skyldig att
betala nagot skadestand vare sig for direkta eller paféljande skador.

BILAGA 1

UTSONDRINGSTAKT AV wGST | URIN

Utsondringen av TTGST ar konstant med tid och inte med urinens méangd.

Det innebar att det kan vara mer relevant att uttrycka utsondringstakt av TGST som
mangd per tid enhet (ng/min) snarare an koncentration. Detta kan vara viktigt i
situationer med ovanlig diures sasom oligo- eller polyuri. Utséndringstakten erhalls
pa foljande satt:

UPPSAMLING AV URIN

Samla upp urinprov enligt anvisningar i avsnittet "Provtagning”.
Anteckna tidpunkten for urinering (T2), tidpunkten for foregaende urinering (T1) och
den totala urinméngden (V).

BERAKNING AV UTSONDRINGSTAKT FOR mGST

1. Bestam urinens mGST -halt med Argutus Medical Pi GST EIA (pg/L).

2. Berdkna perioden under vilken urinen samlades in T (T2 - T1) i minuter.
3. Anteckna urinmangden i mL (V).

4. Berékna utsondringstakten enligt foljande:

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

Argutus Medical - www.argutusmed.com 13
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SAMMANFATTNING AV ASSAYPROCEDUREN

1. PROV/KALIBRATOR-INKUBATION

1.1 Forbered Tvattldsning och Kalibratorer.

1.2 Forbered Proverna.

1.3 Placera mikroassaybrunnarna i assayplattan. Tillsatt Kalibratorer, Positiva
Kontroller och utspadda Prover (100uL/brunn) i duplikat, till mikroassayplattan.

1.4 Tack mikroassayplattan och inkubera vid rumstemperatur (20-25°C) i 60 + 2
minuter med likformig skakning.

1.5 Avlagsna locket och tvatta alla strips 4 ganger med Tvattlosning (250pL —
350uL/brunn).

2. KONJUGATINKUBATION

2.1 Tillsatt 100uL Konjugat/brunn.

2.2 Tack mikroassayplattan igen och inkubera vid rumstemperatur (20-25°C) i 60 £ 2
minuter med likformig skakning.

2.3 Tvatta alla strips enligt steg 1.5.

3. FARGUTVECKLING

3.1 Tillsatt 100uL Substrat/brunn och inkubera vid rumstemperatur i exakt 15
minuter.

4. STOPP
4.1 Tillsatt 100pL Stopplésning/brunn. Se till att Substrat och Stopplosning blandas
helt.

4.2 Avlas omedelbart vid 450nm med 630nm som referens (om tillganglig).

BERAKNA RESULTATEN

Argutus Medical - www.argutusmed.com 14
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SYMBOLER
Positivt kontrollomrade Control | +
In vitro diagnostisk test VD

LOT

Lot nummer

Katalognummer

Temperaturgrans

Tillverkare

REF
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