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HPLC-Analytik Glutathion

1.VERWENDUNGSZWECK

Die HPLC-Applikation ist fur die Bestimmung von Glutathion aus
EDTA-Vollblut geeignet. Nur zur in vitro Diagnostik.

2.EINLEITUNG

Glutathion (GSH) ist ein in biologischen Geweben ubiquitar vorkommendes
Tripeptid, das Zellen vor oxidativen Prozessen schtitzt. Daneben tbernimmt
es wichtige Funktionen in verschiedenen Stoffwechselwegen, bei
Aktivierung und Inhibition von Enzymen und Tr n,g&rtprotelnen sowie
beim Transport von Aminosauren.

Vor allem tragt es zur Stabilisierung von @ - und Nichtprotein-
Sulfhydrylgruppen und zur Aufrechterhalt Ines reduzierenden intra-
zellularen Milieus bei.

Veranderungen im Glutathlonstatus s an d ﬂwogenese zahlreicher
Erkrankungen beteiligt :

Reperfusionsschaden, Lebersché n, Dlabetes mellitus, Katarakt,
entziindlichen Erkrankungen on cﬁg Lymphodem und Strahlen-
schaden. 6

Auch Schaden dur en, Zigarettenrauch, Arzneimittel-
nebenwirkungen u ozesse kbnnen mit verdnderten GSH-
Spiegeln elnhergelfn

Der weltaus es Gesamtglutathlons liegt als reduziertes
Glutathion v (in Eé -Vollblut ca. 90 %), nur ein kleiner Teil in der
oxidierten Form Das deutlich zugunsten von GSH ausgerichtete
Gleichgewicht WI durch die NADPH-abhangige Glutathionreduktase
garantiert.

Bei oxidativem Stress wird GSH flr verschiedene Reaktionen des primaren
und sekundaren antioxidativen Schutzes verbraucht.

3. TESTPRINZIP
Die Bestimmung des Glutathions erfolgt auf 2 verschiedenen Weisen nach
Zugabe einer Verdiinnungslésung zur Probe.

Zur Messung des reduzierten GSH wird einem Aliquot der verdiinnten Probe
ein Reaktionspuffer und Derivatisierungslosung zugegeben. Nach Mischen
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und zwanzigminttiger Inkubation schliel3t sich ein Fallungsschritt zur
Abtrennung hohermolekularer Bestandteile an.

Das andere Probenaliquot wird analog aufgearbeitet, nur das anstelle des
Reaktionspuffers eine Reduktionslosung und ein interner Standard
zupipettiert werden. Dadurch findet eine Uberfilhrung des oxidierten
Glutathions (GSSG) in reduziertes GSH statt, so dal3 in diesem Schritt das
gesamte vorhandene Glutathion erfal3t wird.

In der Derivatisierungsreaktion wird das Glutathion in ein fluoreszierendes
Produkt umgesetzt.

Die Trennung mittels HPLC erfolgt in einem isokratischen Verfahren bei 30
°C auf einer "reversed phase" S&aule in zwei Laufen, hintereinander. Die
Chromatogramme werden mit einem Fluoreszens tor aufgenommen.
Die Trennung bendtigt ca. 10 Minuten flr ein ie Quantifizierung
erfolgt Uber den mitgelieferten EDTA \@Iut Kalibrator und die
Berechnung der Ergebnisse wird Uber die e Standard-Methode" an-
hand der Integration der Peakflache @?\gef t. Die Messung des
reduzierten Glutathions erfolgt ohn tern
Mischsulfide gebildet werden. Durché

GSHye @sSH &;,
kann der Anteil an o% Xhlon berechnet werden.
hti

Hinweis: Bitte ber e, dass die ermittelte Differenz noch durch
zwel dividiert éﬂ ~da oxidiertes Glutathion bei der Reduktion in
zwei GSH ges e er(

[b dard, da ansonsten

Zusammenfassugg

Der hier vorliegende Komplettkit zur Bestimmung des Glutathions ermdg-
licht eine einfache, schnelle und préazise quantitative Bestimmung. Dieser
Komplettkit enthéalt gebrauchsfertig alle Reagenzien und Verbrauchs-
materialien fir die Aufbereitung der Proben und die analytische HPLC-
Trennung.

Wie auch bei vielen anderen Parametern liegt der Vorteil der HPLC-Analytik
in der gleichzeitigen Abarbeitung vieler Analyten in einem Test. Die HPLC-
System-Komplettlosung ermoglicht auch Laboratorien, die bislang noch
keine Erfahrung mit Hochdruckfltssigkeitschromatographie haben, diese
Technik schnell und problemlos fir klinisch-chemische Routinezwecke
einzusetzen. FiUr die Kalibrierung des Testsystems ist meist eine Einpunkt-
Kalibrierung ausreichend, im Gegensatz zu Immunoassays von bis zu 6

4
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Kalibratoren pro Testansatz. Eine Automatisierung der Probenaufgabe und
der Auswertung ist moglich, sodald auch groliere Probenzahlen fast
unbeaufsichtigt abgearbeitet werden kdnnen. (Bei kurzen Serienldngen ist
die Einpunktkalibrierung sehr viel wirtschaftlicher gegenuber der 6-Punkt-
Kalibrierung bei Immuno-Assays).

4.INHALT DER TESTPACKUNG

Artikel Nr.| Inhalt Kit Komponenten Menge
KC1800LM MOPHA Laufmittel 1000 ml
KC1800KA CAL Kalibrator (lyoph. 0,25 ml; Konzen&@\ siehe| 8Flaschchen
Etikett
) A\
KC1800IS INT STD Interner Staga 6 mi
vl <
KC1800RE RECSOL Rekonstit Ibsur@ 5mi
AN O\
KC1800RB | REABUF R@gti‘sﬁsp 27 ml
C
KC1800VL DIL (Se}émne@ésung 25 ml
)
KC1800RL REDSOL ktio \ng (lyoph. 1,2 ml) 1 Flaschchen
~ ¢
KC1800DL DER <?i0 s@watisierungslﬁsung 12 ml
KC1800FR PR ) & Féllungsreagenz 12 ml
Pl @ Q‘. gsreag
KC1800KO L1 | Kontrolle 1und 2 (lyoph. 250 il 2x3
Qonzentration, siehe Produktspezifikation) Flaschchen

CTRLQ
Die HPLC Trennsaule (K

1800RP) kann separat bei Immundiagnostik bestellt werden.
Neben den kompletten Kits kdnnen auch alle Komponenten einzeln bestellt werden. Bitte
fordern Sie unsere Einzelkomponentenpreisliste an.

5. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

1,5 ml Reaktionsgeféalde (z.B. Eppendorf)
Zentrifuge

Wasserbad

div. Pipetten

HPLC Gerat mit Fluoreszens-Detektor
reversed phase C,g-Saule
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6.VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Der Kalibrator (CAL) wird in 0,25 ml der mitgelieferten Rekonstitutions-
|6sung (RECSOL) resuspendiert. Nicht verbrauchte Reste sind zu entsorgen,
da erneutes Einfrieren den Kalibrator teilweise zerstort. Der Gehalt an
Glutathion andert sich geringfiigig von Charge zu Charge, der genaue
Gehalt ist auf dem Etikett angegeben.

Die Kontrollen (CTRL1, CTRL2) werden in 0,25 ml Rekonstitutionslésung
(RECSOL) gel6st. Der genaue Gehalt ist der Produktspezifikation zu
entnehmen.

Die lyophilisierte Reduktionslésung (REDSOL) wird mit 1,2 ml Rekonstitu-
tionslosung (RECSOL) versetzt und ist dann bei 2-8 onate haltbar.

Die Testreagenzien sind bei 2-8 °C, der K or (CAL), der Interne
Standard (INT STD) und die Kontrollen (CTRL)*g€i -20 °C bis zum Verfalls-

datum (siehe Etikett) verwendbar.
AN

/.HINWEISE UND VORSICHTSI\(KD AH@Q

Kalibrator (CAL) und K(@(Q'Ilenqs(’RLl, CTRL2) sind auf Vollblut
aufgebaut. Sie sind auf nd @l Is B getestet und flr negativ befun-
det worden. Jedoc di komponenten als Vorsichtsmal3nahme
immer wie potenti%kti" aterial behandelt werden.

Das Fallungs a@ z (PQO} besteht aus S&ure und muss mit Vorsicht
behandelt wekden. Si ‘@rursacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es
sollte daher mit handschuhen und Schutzbrille gearbeitet werden.
Bei Kontakt mit (@ Saure muss die veratzte Stelle sofort mit viel Wasser
gespult werden.

Die Reagenzien durfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht
mehr verwendet werden.



HPLC-Analytik Glutathion

8.PROBENVORBEREITUNG
Als Probe eignet sich EDTA-Vollblut, welches aus ventsem Nuchternblut
gewonnen wird.

Da Glutathion sehr oxidationsempfindlich ist, muss die Probe gekuhit
versendet werden.

Die Haltbarkeit der Probe betragt bei 2-8 °C 2 Tage, bei —20 °C 14 Tage. Bei
langerer Lagerung nimmt der Anteil des oxidierten Glutathion zu.

Das Glutathion wird aus den Erythrozyten freigesetzt indem die Proben vor
der Aufbereitung eingefroren werden.

N

9. TESTDURCHFUHRUNG O
Hinweise \) (@
¢ Qualitatskontrollen sollten imme eme werden.

¢ Inkubationszeit, Temperatur(géd P|p<§¥( volumina sind vom Hersteller
festgelegt. Jegliche Abwe estvorschrift, die nicht mit dem
Hersteller koordiniert zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.

e Der Assay ist i

abzuarbelteQQ

<<O

m%’ Haftung.
mer @(@ er im Kit beigefugten Arbeitsanleitung
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Arbeitsschema
In 1,5 ml Reaktionsgeféale (z.B. Eppendorf) werden pipettiert:

100 pl Patientenprobe, Kalibrator (CAL) oder Kontrolle (CTRL1, CTRL2)
+
200 pl Verdlinnungslosung (DIL)

Mischen

Gesamt-Glutathion Reduziertgs Glutathion

50 ul der verdiinnten Probe 50 16 dinnten Probe
+ +
100 ul Interner Standard (INT STD) ]‘Og@l Rea&onspuffer (REABUF)
+ +
20 pl Reduktionsldsung (REDSOL&\)Qloo L@nvatisierungslbsung (DER)
+ & 0@
100 pl Derivatisierungslbsg@@ER)@Q

A\
th@g?@ s\% bei 60 °C reagieren |
u en, uten pel ° reagieren lassen
% o\@

100 ul Fallungsreagenz (PREC) zugeben, gut mischen

10 Minuten bei 2 -8 °C stehen lassen und anschlieRend fur 10 min bei
10.000 g zentrifugieren

200 pl Reaktionspuffer (REABUF) in Autosampler-Vials vorlegen und 200 pl
Uberstand zugeben, gut mischen

20 pl in das HPLC-System injizieren
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Chromatographische Bedingungen
Saulenmaterial: MZ Inertsil ODS-2; 5 um

MZ PerfectBond ODS-2; 5 um
Bischoff Prontosil Eurobond; 5 um

Saulendimension: 125 mm x4 mm

Fluss: 0,75-1,0 ml/min

Detektion: Fluoreszensdetektion  Exzitation: 385 nm
Emission: 515 nm

Temperatur: 30°C

Auftragsvolumen: 20 ul &

Laufzeit: ca. 10 Minuten

Wir empfehlen die Verwendung einer %&Ie u Saulenhaltbarkeit zu
verlangern.

0 @
10. BEHANDLUNG DER TRE@&AUE&\

Nach der Analyse soII &Ie mit ca. 30 ml Aqua bidest bei einem
Fluss von 1 ml/min It w . AnschlieRend wird die Saule in 50%
Methanol in Was&ela 30 ml, Fluss 0,7 ml/min).

Zur Wiederin rd das ganze System mit ca. 30 ml Laufmittel
équilibriert
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11. AUSWERTUNG

Berechnung

Glutathiongesamt

Peakhohe Probe x Konzentration des Kalibrators
Peakhohe Interner Standard der Probe

x F =Konzentration Probe

F = Peakhohe Interner Standard des Kalibrators
Peakhohe Kalibrator \*

@OQ
9" N
QQQOQ

Glutathionreduziert K()

% &

Ghe gonzentration des Kalibrators*
eakhohe Kalibrator

QO& QL@e Etikett)
o)

N4

Konzentration Probe (nmo

10
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Musterchromatogramm
GSH-Gesamt
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12. EINSCHRANKUNGEN
Seren und Plasmen zeigen sehr niedrige Glutathion-Konzentrationen. Aus
diesem Grund ist eine Differenzierung in oxidiertes und reduziertes

Glutathion in Serum und Plasma nicht moéglich. Lipamische Proben sollten
zur Messung nicht verwendet werden.

13. QUALITATSKONTROLLE

Normbereich

GSHiotar: 763-11 /1
(n=50) GSH,eq.: 620 —@ pumol/I
GSHred total (10@33 % %
Wir empfehlen jedem Labor se elg Normalwerte Bereich zu

Glutathion dient Iedlgllch ng und kann von anderen
publizierten Daten abw

Kontrollen

Zur Uberwach g der@xalltat der Analyse sollten bei jedem Lauf Kontrollen
mitgefthrt werd enn eine oder mehrere Kontrollen eines Laufs
auBerhalb ihres reichs liegen ist es moglich, dass auch die
Patientenproben falsch ermittelt wurden.

erstellen,  well Referenzberel st von der Auswahl des
Probandenkollektivs abhangi D| gabe des Normalbereichs fir
ru

14. TESTCHARAKTERISTIKA

Prazision und Reproduzierbarkeit

Intra-Assay VK: gesamt: 3,9 % (577 pumol/l) [Nn=12]
reduziert: 3,3 % (360 umol/I) [n=12]
Inter-Assay VK: gesamt: 4,2 % (544 pmol/l) [n=12]
reduziert: 3,3 % (108 pmol/I) [n=12]

12
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Linearitat

gesamt: bis 10 mmol/I

reduziert:  bis 10 mmol/I
Nachweisgrenze

gesamt: 6 pumol/I

reduziert: 6 umol/l

15.ENTSORGUNG

Das Laufmittel (MOPHA), Reduktions '
(REABUF), Interner Standard (INT ST t |erungslosung (DER)
Ittel

neutralem pH als Salzlosung e
Achtung: Warmeentstehu@

16. MARNAHMEN B&'ORU@EN
S

mussen als halogenfreier Los
Féallungsreagenz (PREC) kann waﬂg ge neutralisiert und bei

@

Reaktionspuffer

entsorgt werden. Das

ProblemsteIIMg & Maogliche Ursache Behebung
Kein Signal ({" Keine oder defekte Signalkabel und
Verbindung zur Anschluss prifen.
Auswerteeinheit.
Detektorlampe zu alt Ggf. Lampe erneuern
Keine Peaks Injektor verstopft Injektor Uberprifen
Doppelpeaks Totvolumen an Fittings | Fittings und / oder Saule
und / oder Saule erneuern

13
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Problemstellung

Maogliche Ursache

Behebung

Storpeaks

Injektor verunreinigt

Injektor reinigen

Kontamination am
Saulenkopf

Saule umdrehen und 30
min mit niedrigem Fluf3
(0,2 ml/min) Laufmittel
spulen

Luft im System

Pumpe entgasen

Autosamplergefalie
verunreinigt

Neue oder mit Methanol

gespulte
i%samplergeféf&e
Q& enden

Breite Peaks, Tailing

Vorsaule / Saule zu al

Neue Vorsaule / Saule
vsrwenden

Veranderte TemperaturdKBé <7 _Saulenofen verwenden
Retentionszeit ‘
Pumpe fq;tertu eY'rdu Pumpe uberpriifen,
@ entltften
cﬁ}\nlcht im|System mit mobiler
&chg@ Phase 15 min sptlen
Basislinie driftet QLLDete mpe  noch|Warten

ektorlampe zu alt

Ggf. Lampe erneuern

N (Olsystem noch nicht im[System mit mobiler
Q Gleichgewicht Phase 15 min sptlen
Pumpe fordert ungenau |Pumpe Uberprifen,
entlUften
Unruhige Basislinie Pumpe fordert ungenau |Pumpe Uberprifen,
entlUften

Detektorzelle
verschmutzt

Detektorzelle reinigen

14
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@‘)
18. ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TE

%

Dieser Kit wurde nach de&QD Rlcl@ﬂe 98/79/EG hergestellt und in
den Verkehr gebracht. (b.

Reagenzien dleser Iég nthalten organische Losungsmittel.
r

Beruhrunge den Schleimhé&uten sind zu
vermeiden.

Samtlic er T?&kung enthaltene Reagenzien dirfen
ausschliefstich zur intvitro-Diagnostik eingesetzt werden.

Die Reage ollten nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr

verwendet rden (Verfallsdatum siehe Testpackung).

Einzelkomponenten mit unterschiedlichen Lot-Nummern aus
verschiedenen Testpackungen sollten nicht gemischt oder
ausgetauscht werden.

Fur die Qualitatskontrolle sind die dafiir erstellten Richtlinien fr
medizinische Laboratorien zu beachten.

Die charakteristischen Testdaten wie Pipettiervolumina der
verschiedenen Komponenten und der Aufbereitung der Proben
wurden firmenintern festgelegt. Nicht mit dem Hersteller
abgesprochene Verdnderungen in der Testdurchfiihrung kénnen die
Resultate beeinflussen. Die Firma Immundiagnostik AG Gibernimmt
fur direkt daraus resultierende Schaden und Folgeschaden keine
Haftung.

15
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HPLC-Application Glutathione

1. INTENDED USE

The Immundiagnostik Assay is intended for the quantitative determination
of glutathione in EDTA-blood. This assay is designed for in vitro diagnostic
use only.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Glutathione (GSH) is an intracellular tripeptide common in all tissues, which
protects the cells against oxidative processes. It has important functions in
several metabolic pathways like activation or inhibition of enzymes, and
transport of molecules and at the transport of amin a%s.

A very important function is stabilizing SH-gro proteins and other
molecules to maintain a reducing intracellular ment.

Alterations in the glutathione status are W@Ived in the pathogenesis of

several diseases:
Reperfusion damage, liver injury, Qe tes mellitus, cataract,
inflammatory diseases, chronic ly ic oe , radiation damages.

smoke, side effects of drugs

Altered glutathione concentrat?&_ igt&;%o be due to pollution, cigarette
Most of the cellular glut uced in EDTA-blood approx. 90 %)
only a minor amo éomdlzed (GSSG). This steady state is
n

maintained by the N t glutathione reductase.

In case of oxidat @ ress is needed for several reactions of the primary
and secondarZ@ oxidative protection.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The determination of glutathione starts by adding a dilution solution to the
sample and dividing it in two aliquots.

The measurement of the reduced fraction is performed by the addition of
reaction buffer and derivatisation solution. After an incubation of 20
minutes, in which GSH is transformed into a fluorescent product, a
precipitation solution is added to separate higher molecular substances.

The measurement of the total glutathione is performed by the addition of
the reduction solution, internal standard and derivatisation solution. After
that, the sample is handled like the reduced fraction. Depending on the
reduction solution all the glutathione (GSH and GSSG) is reduced to GSH.

17
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20ul of the supernatant are injected into the HPLC system.

The separation via HPLC follows an isocratic method at 30°C using a
reversed phase column in two runs. One run lasts 10 minutes. The
chromatograms are recorded by a fluorescence detector. The quantification
Is performed with the delivered EDTA-blood calibrator; the concentration is
calculated via integration of the peak height by the external standard
method for the reduced fraction and the internal standard method for the
total GSH fraction. For the measurement of the reduced fraction it is not
possible to use the internal standard because of the production of mixed
sulfides.

The amount of oxidized glutathione can be calculated by subtraction of:

Glutathione iy — Glutathioneredba(@

Note that the obtained difference must ivided by two as oxidized
glutathione (GSSG) is composed of twg ole \é

N

<
Summary: (b"& ()Q

Besides many other para st q?&intage of HPLC method lies in the
simultaneous handli @na y ytes in a single test. The HPLC system
enables even laboratefies wi experience in high performance liquid
chromatography o@se thi nique for clinical routine determination in a
quick and pre@buanne%nlike Immuno assays with up to six calibrators
per test, a on&point.calibration is mostly sufficient to calibrate the test
system. It is possi utomate the sample application and calculation of
the results so that éven higher numbers of samples can be handled nearly
without control.

18
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4. MATERIAL SUPPLIED

Catalogue No | Content Kit Components Quantity
KC 1800LM MOPHA Mobile phase 1000 mi
KC 1800KA CAL Calibrator, lyophilized 8 vials
KC 1800IS INT STD Internal standard 6 ml

KC 1800T RECSOL Reconstitution solution 5ml
KC 1800VL DIL Dilution solution 25 ml
KC 1800RL REDSOL Reduction solution ( Iy/@ 1 vial
KC 1800RB REABUF Reaction(guv 27 ml

N4
KC 1800DL DER Deriva sol 12 ml
KC 1800FR PREC Wutatuor.}ion 12 ml
KC 1800KO CTRL1 and O pl lyophilized 2 x 3 vials
CTRL 2

HPLC column (KC 1800RP) as w,
from Immundiagnostik. Plea@ for th

5. MATERIAL@IREQ%T NOT SUPPLIED

e 15mlrea

e Centrifuge

e Various pipettes

c{gﬁQubes (Eppendorf)

e HPLC with Fluorescence-detector

e Reversed phase C;g-column

e Oven or water bath for heating at 60 °C

19
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6. PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS

e Reconstitute calibrator (CAL) in 250 pul reconstitution solution (RECSOL).
The content of one vial is intended for one examination. Discard remaining
unused material. The concentration of glutathione might have minor
changes from lot to lot.

e Reconstitute controls (CTRL1, CTRL2) in 250 ul reconstitution solution
(RECSOL). Take the exact concentration from the product data sheet.

e Reconstitute reduction solution (REDSOL) in 1.2 ml reconstitution
solution (RECSOL). The reconstituted reduction solution is stable for 3
months when stored at 2-8 °C.

e The lyophilized reagents should be stored a% °C. All other test
reagents are stable at 2-8 °C, up to the date of @ tated on the label.

.PRECAUTIONS

e Forinvitro diagnostic use only. \>

e Human materials used in kit (@ne re tested and found to be
negative for HIV, Hepatitis B& C However, for safety reasons,
all kit components should ate otentlally infectious.

e Precipitation solution ms aQa Even diluted, it still must be handled
with care. It can c nd should be handled with gloves, eye
protection, a p opn rotectlve clothing. Any spills should be
wiped out i rﬁatel copious quantities of water. Do not breathe
vaporand

e Reagents shoul Qe used beyond the expiration date shown on the kit
label.

8. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

EDTA-blood is suited for this test system.

Glutathione is quite sensitive against oxidation. Samples should be
transported at 2-8 °C.

Samples are stable for at least 2 days at 2-8 °C or 2 weeks at —20 °C. During
longer storage, the content of oxidized glutathione increases.

Note: Before analysis, lyse the erythrocytes by freezing and thawing in order
to release glutathione.

20
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9. ASSAY PROCEDURE

Procedural notes
e Quality control guidelines should be observed.

¢ Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the
components are defined by the producer. Any variation of the test
procedure, which is not coordinated with the producer, may influence the
results of the test. Immundiagnostik AG can therefore not be held
responsible for any damage resulting from wrong use.

e The assay should always be performed according thwclosed manual.
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Sample preparation

Pipette in a 1.5 ml reaction tube (e.g. Eppendorf):
100 pl Patient sample, calibrator (CAL) or control (CTRL1, CTRL2)
+

200 pl dilution solution (DIL)

mix

Total-glutathione Reduc lutathione
50 ul diluted sample 50 pl di sample
100 ul internal standard (INT STD) re s buffer (REABUF)

20 pl reduction solution ( REDSOI{Q 10 ervatlsatlon solution (DER)
+ o O
100 pl derivatisation solutldg%E {@

<2~ @
Q@x we {Q‘ubate for 20 minutes at 60 °C

<<O

Add 100 pl precipitation solution (PREC), mix well
Precipitate for 10 minutes at 2 -8 °C and centrifuge for 10 min at 10.000 g

Add 200 pl supernatant to 200 pl reaction buffer (REABUF) in auto sampler-
vials, mix well

Inject 20 pl in the HPLC-system

22
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Chromatographic conditions
Column material: MZ Inertsil ODS-2; 5 um

MZ PerfectBond ODS-2; 5 um
Bischoff Prontosil Eurobond; 5 pm

Column dimension: 125 mm x4 mm

Flow rate: 0.75- 1.0 ml/min

Detection : Fluorescence: Exitation 385 nm
Emission 515 nm

Temperature: 30°C

Injection volume: 20 ul $

Running time: 10 min OQ

It is recommended that a guard column is @to egnd column life.

10. TREATMENT OF THE COLUM
After analysis, the column sl;}rz be ed with 30 ml aqua bidest.
Ste

(1 ml/min) and stored in 50% aqua bidest. (approx. 30 ml, flow

0.7 ml/min). Before use, t uld be equilibrated with ca. 30 ml
eluent.

11.RESULTS
o‘ <2~
Calculation O\

Calculation of glutathiongt,

Peak height sample x Concentration of the calibrator
Peak height internal standard in the sample

x F = Concentration sample

F = Peak height internal standard in the calibrator
Peak height calibrator

Calculation of glutathione egyced

Peak height sample x Concentration of the calibrator
Peak height calibrator

23
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Typical chromatogram
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12.LIMITATIONS

Do not use serum or plasma samples. The content of glutathione in serum
and plasma is lower, and it is not possible to distinguish between the
oxidized and reduced glutathione form. Do not use lipemic samples.

13. QUALITY CONTROL

Expected values
(n=50) \*

GSHotar: 763-1191 pmoI/IO
GSHreduced: 620 — 970 pm(og@
C':‘SHreduced/totaI: 81-93% @

It is recommended that each gmtory uId establish its own normal
range. Above mentioned valu rlentation and may vary from
other published data.

\QJ
Controls

Control sampl%s ould.pe alyzed with each run. Results, generated from
the analysis of ples, should be evaluated for acceptability using
appropriate statistteal methods. The results for the patient samples may not
be valid, if within the'same assay one or more values of the quality control
sample are outside the acceptable limits.
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14.PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Precision and reproducibility

Intra-Assay CV: GSHotar: 3.9% [n=12]
GSHieduced: 3.3 % [Nn=12]
Inter-Assay CV: GSHiotar: 4.2 % [Nn=12]
GSHieduced: 3.3 % [n=12

Linearity OQ\
up to 10 mmol/l (G | and SHreduced)

Detection limit OQ
6um(%@ Hio Q%GSHreduced

Q@
15. DISPOSAQ0

The MOPHA (mobi phase ), REDSOL (reduction solution), INT STD (internal
standard), and DER (derivatisation solution) must be disposed as non-
halogenated solvents. The PREC (precipitation solution) can be neutralized
with NaOH to pH 7.0 and disposed as salt solution.

Important: Reaction will produce heat, be careful!

Please refer to the appropriate national guidelines.
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16. TROUBLESHOOTING

Problem Possible reason Solution

No signal No or defect connection |Check signal cord and
to evaluation system connection
Detector lamp is altered |Change lamp

No peaks Injector is congested Check Injector

Double peaks

Dead volume in fittings
and/ or column

Renew fittings and / or
column

Contaminating peaks

Injector dirty

Contamination at the

head of the column 9

\‘bQJ

OQ@

Clean injector

1
Sﬁge direction of the
C n and rinse for 30
min at low flow rate (0.2
ml/min) with mobile

,@ase

Airin the sysfbm? Q

\Degas pump

Auto sarapler vials V Use new vials or clean
contan( ed @ them with methanol
Broad peaks, tailing H'mn /. Use new precolumn /
ste column
| Sl
Variable retention ti ~Br|ft perature Use a column oven

<,0\
N\

QL%delivers imprecise

Check pump, degas the
system

)

rSystem is not in steady
state yet

Rinse system mobile
phase for 15 min

Baseline is drifting Detector lamp did not  |Wait
reach working
temperature yet
Detector lamp is too old |[Renew lamp

System is not in steady
state yet

Rinse system mobile
phase for 15 min

Pump delivers imprecise

Check pump, degas the
system

Baseline is not smooth

Pump delivers imprecise

Check pump, degas the
system

Detector flow cell is dirty

Clean flow cell

27




HPLC-Application Glutathione
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18. GENERAL NOTESONTHE TE DTE ROCEDURE

This assay was produced a@ut &r\(& market according to the IVD

guidelines of 98/79/EC.

The test compon n ganlc solvents. Contact with skin or
mucous membran st |ded
All reagent est ge are for in-vitro diagnostic use only.

Reagents sh Id no used beyond the expiration date shown on the kit
label.

Do not interchange different lot numbers of any kit component within the
same assay.

Quiality control guidelines should be observed.

Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the
components are defined by the producer. Any variation of the test
procedure, which is not coordinated with the producer, may influence the
results of the test. Immundiagnostik AG can therefore not be held
responsible for any damage resulting from wrong use.
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