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IL-1B-EASIA

.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Interleukin 1p (IL-1f) in
serum and plasma.

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIAsource IL-1B-EASIA Kit
B. Catalogue number : KAP1211: 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activities

Human interleukin-1 (IL-1) is a key mediator of the host response to various infectious, inflammatory and immunologic
challenges. Two distinct polypeptides, IL-10 and IL-1R3, mediate IL-1 biological activities and bind to the same cell
surface receptor.Both are initially synthesized as 31-kDA intracellular precursors that are subsequently found as mature
proteins of 17 kDA in monocyte supernates.M embrane-bound | L-1 has also been described and may account for a part of
IL-1 mediated local effects. The primary sources of IL-1 are blood monocytes and tissue macrophages. Other specialized
cells such as T- and B-lymphocytes, various epithelial, endothelial and some mesenchymal cells can also produce IL-1.
IL-1R is the major form secreted by monocytes and macrophages which are believed to be the main source of circulating
(plasma) IL-1. Inhibitions of 1L-1 activity have been described in plasma and other biological fluids. IL-1 affects several
unrelated tissues and is a main mediator of the "acute phase" inflammatory responses characterised by alterations in
metabolic, endocrinologic and immunologic functions. This cytokine has an essential role in T-cell activation, providing
one of the necessary signals for IL-2 (T-cell growth factor) production. It is the main mediator of inflammatory processes
by acting on the nervous system (fever, sleep, anorexia), on bone marrow-derived cells (chemotaxis and/or activation of
neutrophils, monocytes and lymphocytes) and on various tissues (fibroblast proliferation, resorption of cartilage and bone
matrices, glial cell proliferation, stimulation of endothelial cell procoagulant activity, etc.). Most of these activities are
directly attributable to IL-1f3, but others are mediated in collaboration with other cytokines such as IL-6, interferons, and
tumor necrosis factor. IL-1 stimulates the production or acts synergistically with these cytokines and the final biological
activity is thus the result of a network of interactions between these various mediators.

B. Clinical application

The biological properties of IL-113 and its key role in inflammatory processes suggest its involvement in the pathogenesis
of many diseases. Indeed, high amounts of IL-1 are found in the joint effusions of some patients with rheumatoid and
non-rheumatoid inflammatory joint diseases, in infectious pleural or peritoneal fluids, and in the drainage fluid of patients
undergoing chronic diabetes, periodontal diseases, etc. Although little or no IL-1f3 is normally detected in human plasma
or serum obtained from healthy, rested human subjects, elevated levels have been reported in the circulation of febrile or
septic patients, in patients with Crohn's disease, during graft rejection, in healthy volunteers after extended exercise and in
women following ovulation. Studies based on in vitro production of IL-1 by isolated blood leukocytes have demonstrated
reduced IL-1 production in malnourished patients and cancer patients with large tumor burdens. Hence, this immunoassay
for IL-13 is an important tool to study macrophage activation and to investigate the role of IL-1R in various
(physiological or pathological) immune and inflammatory processes.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IL-1B-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate. The assay uses monoclonal
antibodies (MADbs) directed againgt distinct epitopes of IL-1B. Calibrators and
samples react with the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on
microtiter well and with a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with
horseradish peroxidase (HRP). After an incubation period allowing the formation
of a sandwich: coated MAb 1 — human IL-18 — MAb 2 — HRP, the microtiterplate
is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. Bound enzyme-
labelled antibody is measured through a chromogenic reaction. Chromogenic
solution (TMB) isadded and incubated. Thereaction is stopped with the addition
of Stop Solution and the microtiterplate is then read at the appropriate
wavelength. The amount of substrate turnover is determined colourimetrically
by measuring the absorbance, which is proportional to theL-1f concentration.

A calibration curve is plotted and IL-1f concentration in samples is determined
by interpolation from the calibration curve. The use of the EASIA reader
(linearity up to 3 OD units) and a sophisticated data reduction method
(polychromatic data reduction) result in a high sensitivity in the low range and in
an extended calibration range.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Recongtitution
Kit Code
Micratiterpl ate with 96 96 wells blue Ready for use
anti IL-1B (monoclona
antibodies) coated wells
1via red Ready for use
Ab HRP 6ml
Conjugate: HRP | abelled anti-IL-1f
(monoclond antibodies) in TRIS-
Maleatel buffer with bovine serum
abumin and thymol
cAL 6vids | yellow | Add2mi distilled
lyophil. water

Cdibraor N=0to5
(see exact vaueson vid labels) in human
serum, benzamidin and thymol

3vids black Add distilled water

DIL SPE lyophil. (see on the label for
the exact volume)
Specimen Diluent: human serum,
benzamidin and thymol
1via brown Dilute 200 x with
|WASH| SoLN |°°NC| 10ml distilled water (use
Wash Solution (Tris-HCI) amagnetic stirrer).
2vids silver Add 2 ml distilled
vopn. weter
Controls- N =1 or 2in human serum,
benzamidin and thymol
1via green Dilute0.2ml into 1
|CHROM | T™MB | CONC| 1ml vid of substrate
buffer
Chromogen TMB
(Tetramethyl benzydine) in
Dimethylformamide
3vids white Ready for use
suB BUF 21 ml
Substrate buffer: H,O, in acetate/ citrate
buffer
1via black Ready for use
STOP SOLN 6ml

Stopping solution: H,SO4 1.8N

Note: 1. Usethe specimen diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 100 mlU of the
NIBSC 1* IS 86/680.

VI.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:
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High quality distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 200 ul, 1 ml and 10 ml (the use of accurate
pi pettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for Micratiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm, 490 nm and 650 nm
(in case of polychromatic reading) or capable of reading at 450 nm and
650 nm (bichromatic reading)

Optional equipment: The ELISA-AID™ necessary to read the plate
according to polychromatic reading (see paragraph XI.A.) can be
purchased from Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Recongtitute the calibrators with 2.0 ml distilled water.
Controls: Reconstitute the controls with 2.0 ml distilled water.

Specimen Diluent: Recongtitute the specimen diluent to the volume
specified on the via labe with digtilled water.

Wor king Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

Revelation Solution: pipette 0.2 ml of the chromogen TMB into one of the
vias of subgtrate buffer (H,O, in acetate/citrate buffer). Extemporaneous
preparation is recommended.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

Unused strips must be stored, at 2-8°C, in a sedled bag containing a
desiccant until expiration date.

After recongtitution, calibrators, controls and specimen diluent are stable
for 4 daysat 2 to 8°C. For longer storage periods, aliquots should be made
and kept at -20°C for maximum 2 months. Avoid successive freeze thaw
cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at room temperature until
expiration date.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.

After its first use, the conjugate is stable until expiry date, if kept in the
original well-closed vial at 2 to 8°C.

The freshly prepared revelation solution is stable, before use, for
maximum 15 minutes at room temperature and must be discarded
afterwards.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be removed as soon as possible from the clot of red cells after
clotting and centrifugation, and kept at 4°C. |f the samples are not used
immediately, they must be kept at -20°C for maximum 2 months, and at -
70°C for longer storage (maximum one year).

Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, al samples should be at room temperature.
recommended to vortex the samples before use.

Sampling conditions can affect values, therefore, strict precautions have to
be taken during sampling to avoid impurities contained in sampling
materials that would stimulate IL-1f production by blood cells and thus
falsely increase plasma IL-1p values.

Collection tubes must be pyrogen-free. Plasma can be collected on sterile
EDTA and rapidly separated after centrifugation. The use of heparin
tubes is discouraged as batches of heparin are often contaminated with
pyrogen.

It is

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.
Perform calibrators, controls and samplesin duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.
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In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Revelation Solution and the Stop Solution avoid
pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the
last sample must be limited to the time mentioned in section XIlII
paragraph E (Time delay).

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

The Revelation Solution should be colourless. If a blue colour develops
within a few minutes after preparation, this indicates that the reagent is
unusable, and must be discarded.

Dispense the Revelation Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Revelation Solution, avoid direct sunlight on the
microtiterplate.

Procedure

Select the required number of strips for the run. The unused strips should
be reseal ed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

Securethe gripsinto the holding frame.

Pipette 200 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Pipette 50 pl of anti-IL-13-HRP conjugateinto al the wells.

Incubate for 2 hours at room temperature on a horizontal shaker set at 700
rpm = 100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

§ Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

§ Aspirating the content of each well

Pipette 200 pl of the freshly prepared revelation solution into each well
within 15 minutes following the washing step.

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at room temperature on a
horizontal shaker set at 700 rpm = 100 rpm, avoid direct sunlight.

Pipette 50 pl of Stop solution into each well.

Read the absorbencies at 450 nm and 490 nm (reference filter 630 nm or
650 nm) within 3 hours and calculate the results as described in section
Xl.

CALCULATION OF RESULTS

Polychromatic Reading:

Inthis case, the ELISA-AID™ software will do the data processing.

The plateisfirst read at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or

630 nm).

A second reading is performed at 490 nm against the same reference

filter.

The ELISA-AID™ Software will drive the reader automatically and will

integrate both readings into a polychromatic model. This technique can

generate OD’ sup to 10.

The principle of polychromatic data processing isas follows:

§  Xi=0D at 450 nm

§  Yi=0D at 490 nm

§ Using a standard unweighted linear regression, the parameters A &
B arecalculated: Y = A*X + B

§ If Xi <3 OD units, then X calculated = Xi

§ If Xi >3 0D units, then X calculated = (Yi-B)/A

§ A 4 parameter logistic curvefitting isused to build up the calibration
curve.

§  TheIL-1B concentration in samples is determined by interpolation
on the calibration curve.

Bichromatic Reading

Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of IL-1f
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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

Computer asssted data reduction will smplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function curve
fitting isrecommended.

XIl.  TYPICAL DATA

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

IL-1B-EASIA OD units Polychromatic
model
Cdlibrator 0 pg/ml 0.013
24 pg/ml 0.121
89 pg/ml 0.336
320 pg/ml 1.042
574 pg/ml 1.693
1166 pg/ml 2.704

XI1l1. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators. The
detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations
abovethe average OD at zero binding, was 0.35 pg/ml.

B. Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 500 ng/ml of IL-1a,
IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-B, IFN-y, TGF-B,
GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES. ThisIL-18
assay is specific for human natural and recombinant I1L-1R.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+ 3 23 A 20 120+ 6 49
B 10 733+ 11 14 B 20 549+ 14 25
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accur acy
RECOVERY TEST
Sample Added IL-1p Recovered IL-1p Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 - 1197
12 598 637
14 299 320
/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 1 - 688
12 344 336
14 172 172
/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4

Samples were diluted with specimen diluent.



E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sampleis
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated

wdlls.
TIME DELAY
TO 10 min 20 min 30 min

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Hook effect
A sample spiked with IL-1B up to 1 pg/ml gives higher OD’ s than the last
calibrator point.

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

§ If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the via 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. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

§ Acceptance criteria for the difference between the duplo results of the
samples should rely on Good L aboratory Practises
§ It isrecommended that Controls be routinely assayed as unknown samples

to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.
§ Itisgood practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

For guidance, the mean of 22 normal serum samples was 5.4 pg/ml (SD = 3.9),
ranging between 0 pg/ml and 13.6 pg/ml. This study was performed on samples
from apparently healthy persons with low CRP levels.

For guidance, the mean of 103 normal plasma was 2.6 pg/ml (SD = 5.3), ranging
between 0 pg/ml and 17 pg/ml (based on 2.5% to 97.5% percentiles). This study
was performed with samples collected in strict sampling condition

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

The human blood components included in this kit have been tested by European
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 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 al reagents, Stop Solution contains H,SO,, the
chromogen contains TMB in Dimethylformamide, Substrate buffer contains
H,0,. In case of contact, wash thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(1) M)
Cdibrators (0-5) 200 R
Samples, Controls - 200
Anti-1L-1f -HRP conjugate 50 50

Incubate for 2 hours a room temperature with continuous shaking at 700 rpm.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Revel ation Solution 200 200

Incubate for 15 min a room temperature with continuous shaking a 700 rpm.

Stop Solution 50 50

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well a 450 nm
(and 490 nm) versus 630 (or 650 nm)

P.I. Number : Revision nr :
1700434/en 090505/1

DIAsource Catalogue Nr :
KAP1211
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IL-1B-EASIA

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro de I'interleukine 18
humaine (IL-1B) dansle sérum et le plasma.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource IL-1B-EASIA kit
B. Numérodecatalogue: KAP1211: 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie, 8 B-1400 Nivelles Belgium.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[1l. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activitéshiologiques

L’interleukine-1 humaine (IL-1) est un médiateur-clé de la réponse de I’hote a différentes infections, inflammations et
défis immunologiques. Deux polypeptides distincts, les IL-1a et IL-1b, servent d’ intermédiaires aux activités biologiques
de I'lL-1 et se lient au méme récepteur cellulaire de surface. Au départ, tous les deux sont synthétisés sous forme d'un
précurseur intracellulaire de 31 kDa et se retrouvent ensuite dans le surnageant des monocytes sous forme de protéines
matures de 17 kDa. De I'IL-1 liée au récepteur de membrane a été décrite et pourrait expliquer une partie des effets
locaux auxquels 1’ IL-1 sert d’intermédiaire. Les sources primaires d’IL-1 sont les monocytes sanguins et |es macrophages
tissulaires. D’ autres cellules spécialisées, comme les lymphocytes T et B, différentes cellules épithéliales, endothéliales et
certaines cellules mésenchymateuses, peuvent également produiredel’IL-1. L’IL-1b est laforme majeure sécrétée par les
monocytes et les macrophages dont on croit qu’ils sont la source principale de I'IL-1 circulante (dans le plasma). Des
inhibitions de I'activité de I'IL-1 ont été décrites dans le plasma et d’ autres liquides biologiques. L’IL-1 agit sur différents
tissus nayant aucun rapport les uns avec les autres et est le médiateur principal des réponses inflammatoires de « phase
aigué » caractérisées par des changements des fonctions métaboliques, endocriniennes et immunol ogiques. Cette cytokine
joue un réle essentiel dans I’activation des cellules T, fournissant un des signaux nécessaires a la production de I'IL-2
(facteur de croissance des cellules T). C'est le médiateur principal des processus inflammatoires par son action sur le
systeme nerveux (fievre, sommeil, anorexie), sur les cellules dérivées de la moelle osseuse (chimiotactisme) et/ou
activation des neutrophiles, monocytes et lymphocytes) et différents tissus (prolifération des fibroblastes, résorption du
cartilage et des matrices osseuses, prolifération des cellules gliales, stimulation de I’ activité procoagulante des cellules
endothéliales, etc.). La plupart de ces activités sont directement imputables a I'lL-1b, mais d'autres sont médiées en
collaboration avec d'autres cytokines comme I'IL-6, les interférons et le facteur de nécrose tumoral. L'IL-1 stimule la
production ou agit en synergie avec ces cytokines et I'activité finale est donc le résultat d'un réseau d'interactions entre
ces différents médiateurs.

B.  Application clinique

Les propriétés biologiques de I’ IL-1b et son role clé dans les processus inflammatoires suggérent sa participation dans la
pathogenése de nombreuses maladies. En effet, on trouve de grandes quantités d'IL-1 dans le liquide d’épanchement
articulaire de certains patients atteints de maladies articulaires inflammatoires rhumatoides et non rhumatoides, dans les
liquides d’infection pleuraux et péritonéaux et dans le liquide de drainage de patients atteints de diabéte chronique, de
maladies parodontales, etc. Bien que peu ou pas d'IL-1b ne soit normalement détectée dans le plasma ou le sérum humain
de sujets sains et au repos, des taux élevés ont été rapportés dans la circulation de patients fébriles ou infectés, chez des
patients souffrant de la maladie de Crohn, lors du rejet de greffe, chez des volontaires sains aprés un exercice intense et
chez la femme apres |’ ovulation. Des études basées sur la production in vitro d’'IL-1 par des leucocytes isolés du sang ont
montré une diminution de la production d’IL-1 chez des patients souffrant de mal nutrition et des patients cancéreux avec
une entreprise tumoral e étendue. Cet immuno-essai pour I'[L-1b est donc un outil important pour étudier I’ activation des
macrophages et investiguer lerdle del’IL-1b dans différents processus immunitaires et inflammatoires (physiologiques et
pathologiques).



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource IL-1B-EASIA est une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des microplaques. L’'anayse utilise
des anticorps monoclonaux (AcM) dirigés contre des épitopes distincts de I'IL-
1B. Les calibrateurs et les échantillons réagissent avec I'anticorps de capture
monoclonal (AcM 1) recouvrant les puits et avec un anticorps monoclona (AcM
2) marqué avec la peroxydase (HRP). Aprés une période d'incubation permettant
la formation d'un sandwich: AcM 1 recouvert — IL-18 — AcM 2 — HRP, la
microplague et lavée afin d enlever |"anticorps libre marqué enzymati quement.
L’'anticorps lié marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction
chromogénique. Une solution chromogénique (TMB — H,0,) est ajoutée et
incubée. La réaction est arrétée avec I'addition de Solution d'arrét e la
microplagque est alors lue a la longueur d'onde appropriée. La quantité de
remplacement de substrat est déterminée colorimétriquement par la mesure de
I" absorbance, qui est proportionnelle ala concentration en IL-1p.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en IL-1f dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.
L’ utilisation du lecteur EASIA (linéarité jusque 3 unités de DO) et une méthode
de réduction de données sophigtiquée (réduction de données polychromatique)
résultent en une haute senstivité dans la portée basse e en une portée de
calibration é&endue.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution

Kit Couleur

Microplague de titration 96 puits bleu

avec 96 puits recouvert
d anti IL-1p (anticorps
monoclona)

Prét al’emploi

HRP 12?nclon Rouge | Prét al’emploi

Conjugué: anti-IL-18 marqué avec de
I"HRP (anti corps monoclond) dans
un tampon TRIS-ma éate avec de

I'd bumine bovine et du thymol

CAL 6 flacons Jaune | Ajouter 2ml d'eau
lyophilisés distillée

Cdibraeur N=04a5

(cfr. Vaeurs exactes sur chague

flacon) dans du sérum humain avec

de labenzamidine et du thymol

Ajouter del’eau
distillée (voir le
volume exact sur

DIL 3 flacons Noir
lyophilisés

Diluant du spécimen dans du sérum

humain avec de labenzamidine et du I"éti quette)
thymol
1 flacon Brun Diluer 200 x avec de
|WASH| SoLN |C°NC| 10ml I"eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agtateur
(TrisHCI) magnétique).

2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés digtillée

Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum
humain avec de labenzamidine et du
thymol

1 flacon Vert Diluer 0,2 ml dans 1
1iml flacon de tampon
substrat

|CHROM | TMB |CONC|

Chromogene TMB
(Tetramethyl benzydine) dans
Dimethylformamide

- 3 flacons Blanc | Prét al’emploi
suB BUF 1ml

Tampon substrat: H,O, dans tampon
acétate/ citrate

1 flacon Noir Prét al’emploi
STOP | SOLN 6ml

Solution d' arrét: H,SO, 1.8N

Note: 1. Utiliser le Diluant du spécimen pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 100 mlU du
NIBSC 1% 1S 86/680.

2. V. MATERIELSNON FOURNIS

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

1. Eau ditillée d' une haute qualité

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 200 pl, 1 ml e 10 ml (I'utilisation de

pi pettes préci ses et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de microplagues horizontal capable de 700 rpm + 100 rpm

Laveur de microplaques

Lecteur de microplagues capable de lire & 450 nm, 490 nm et 650 nm (en

cas de lecture polychromatique) ou capable de lire a 450 nm et 650 nm

(lecture monochromatique)

8. Equipement supplémentaire; le ELISA-AID™ nécessaire pour lire la
plague selon la lecture polychromatique (voir paragraphe XI.A.) peut étre
acheté chez Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

Nookrw

VII. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs: Reconstituer les calibrateursavec 2 ml d' eau distill ée.

B. Controdles: Recongtituer les controlesavec 2 ml d' eau distillée.

C. Diluant du spécimen: Reconstituer le Diluant du spécimen avec le
volume d’ eau distillée spécifié sur I’ éiquette du flacon.

D. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en

gjoutant 199 volumes d' eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéser. Eliminer la
Solution de Lavage non utiliséealafin delajournée.

E. Solution de Révélation: pipeter 0.2 ml du chromogéne TMB dans un des
flacons avec du tampon substrat (H,O, dans tampon acétate/citrate). Une
préparation extemporanée est recommandée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’'EXPIRATION DESREACTIFS

§  Avant |'ouverture ou la recongtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I'éiquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

§ Des barrettes inutilisées doivent ére gardées, a 2-8°C, dans un sachet
cacheté contenant un dessiccatif jusqu’ ala date d’ expiration.

§  Aprésrecondgtitution, les calibrateurs, e Diluant du spécimen et les controles
sont stables pendant 4 jours entre 2 et 8°C. Pour de pluslongues périodes de
stockage, des aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —
20°C pendant 2 mois. Eviter des cycles de congéation et décongélation
successifs.

§ La Solution de Lavage concentrée est stable a température ambiante jusqu’ a
ladate d’ expiration.

§ La Solution de Lavage préparée doit ére utilisée le jour méme.

§  Apres la premiere utilisation, le conjugué est stable jusqu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans | e flacon d'origine
correctement fermé.

§ La Solution de Révéation qui vient d ére préparée est able, avant
I"utilisation, pour 15 minutes au maximum a température ambiante et doit
ére jetée apres.

§ Des altérations dans I’ apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer uneinstabilité ou une détérioration.

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L'ECHANTILLON

§ Le sérum doit ére débarrassé le plus rapidement possible du caillot de
globules rouges aprés coagulation et centrifugation. Il doit &re conservé a
4°C. Si les échantillons ne sont pas tout de suite utilisés, ils doivent ére
consarvés a -20°C, au maximum pendant 2 mois, e a -70°C pour une
période pluslongue (maximum un an).

§ Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

§  Avant I'utilisation des échantillons, ceux-ci doivent é&re a température
ambiante. On recommande de vortexer |es échantillons avant de les utiliser.

§  Lesconditions de la prise d’ échantillon pouvant affecter les résultats, il faut
prendre de strictes précautions pendant la prise d' échantillon afin d' éviter
que des impuretés contenues dans |e matériel de prélévement ne stimulent la
production d'IL-1B par les cellules sanguines et ne fassent faussement
augmenter les taux plasmatiques d'IL-1.

§ Les tubes de prélévement doivent &re pyrogen-free. Le plasma peut ére
préevé sur de I'EDTA stérile et rapidement séparé apres centrifugation.
L’ utilisation de tubes héparinés n' est pas encouragée car les lots d’ héparine
sont souvent contaminés par des substances pyrogenes.

X. MODE OPERATOIRE
A. Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration.
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Ne pas mélanger du matérie provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous|es réactifs a température ambiante avant utilisation.

Mélangez tous |esréactifs et | es échantill ons sous agitation douce.

Rédliser les calibrateurs, les controles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.

Utiliser un récipient en plastic propre pour préparer la Solution de Lavage.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de la Solution de Révélation et de la Solution d' arré,
éviter des pipettes avec des parties en métal.

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

Respecter lestemps d'incubation.

Afin déviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon doit &re limité au délai indiqué a
lasection XII paragraphe E (Déai).

Préparer une courbe déalonnage pour chague nouvelle série
d' expériences, ne pas utiliser les données d' expériences précédentes.
Distribuer la Solution de Révélation dans les 15 minutes aprés le lavage de
lamicroplaque detitration.

Eviter exposition & la lumiére du soleil lors de I'incubation avec la
Solution de Révéation.

M ode opér atoire

Sélectionner |e nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent ére cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccatif et gardéesa 2-8°C.

Placer |es barrettes dans |e support.

Pipeter 200 pl de chaque Calibrateur, Contrdle et Echantillon dans les
puits appropriés.

Pipeter 50 pl du conjugué anti-1L-1B-HRP dans tous|es puits.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante dans un agitateur
horizontal misa 700 rpm + 100 rpm.

Aspirer le liquide de chaque puits.

Laver laplaque 3 foisen:

§  digtribuant 0.4 ml dela Solution de Lavage dans chague puits

§  agpirant le contenu de chaque puits

Pipeter 200 pl de la Solution de Révéation qui vient d’ ére préparée dans
chaque puits dans les 15 minutes aprés |a phase de lavage.

Incuber la microplague pendant 15 minutes a température ambiante dans
un agitateur horizontal mis a 700 rpm = 100 rpm, éviter exposition a la
lumiére du soleil.

Pipeter 50 pl dela Solution d’ arrét dans chaque puits.

Lire les absorbances a 450 nm et 490 nm (filtre de référence 630 nm ou
650 nm) dans 3 heures et calculer les résultats comme décrits dans la
section XI.

CALCUL DES RESULTATS

L ecture polychromatique:

En cecas, le software ELISA-AID™ ferale traitement des données.

Laplague est lue d'abord & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650

nm (ou 630 nm).

Une seconde lecture est effectuée a 490 nm contre le méme filtre de

référence.

Le software ELISA-AID™ manoauvrera le lecteur automatiquement et

intégrera les deux lectures dans un modée polychromatique. Cette

technique peut générer des DO jusgu’a 10.

Le principe du traitement de données polychromatique est | e suivant:

§ Xi =DO a450 nm

§ Yi=DO a490 nm

§  Utilisant une régresson linéaire non pondérée standard, les
paramétres A & B sont calculés: Y = A*X + B

§ S Xi<3unitésDO, X calculé= Xi

§ S Xi>3unitésDO, X calculé=(Yi-B)/A

§ Un lissage de courbes « 4 parametres » est utilisé pour la courbe de
calibration.

§  La concentration en IL-1B des échantillons est déterminée par
interpolation sur la courbe de calibration.

L ecture bichromatique

Lirela plague & 450 nm contre un filtre de référence misa 650 nm (ou 630
nm).

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en IL-1f (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
I’aide des points de calibration, en connectant les points avec des lignes
droites.

Lire la concentration pour chagque contréle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’ analyse informatique des données simplifiera les calculs. S un systéme
d'analyse de traitement informatique des données est utilisé il est
recommandé d' utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.

XIl. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
amais &re utilisées a la place d' une courbe d’ é&al onnage.

IL-1p-EASIA Unités DO modéle
polychromatique

Cdlibrateur 0 pg/ml 0,013

24 pg/ml 0,121

89 pg/ml 0,336

320 pg/ml 1,042

574 pg/ml 1,693

1166 pg/ml 2,704

XI1l1. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment d’ autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration apparente
située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne DO déerminée a la
fixation zéro, éait de 0,35 pg/ml.

B. Spécificité

On n'’a pas constaté de réaction croisée significative en présence de 500 ng d'IL-
1o, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-0, TNF-B, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1, LIF, MCP-1, G-CSF et RANTES.
Ce dosage de I'IL-1p est soécifique de I'lL-1B humaine naturele et
recombinante.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+ 3 2,3 A 20 120+ 6 49
B 10 733+ 11 14 B 20 549+ 14 25
SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation
D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
Echantillon IL-1p & outée IL-1p récupérée Récupération
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Sérum 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
TEST DEDILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) pg/ml)
Sérum 1 - 1197
12 598 637
14 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 1 - 688
12 344 336
14 172 172
/8 86 87
116 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4

Les échantillons ont éé diluésavec |e Diluant du spécimen.



E. Délai entreladistribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme monitré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme quand un

échantillon est distribué 30 minutes aprées que le calibrateur a été ajouté aux tubes

avec |"anticorps.

DELAI
TO 10 min 20 min 30 min
1 1485 1575 1553 1647
2 1123 1129 1150 1228
4 592 572 595 606
5 375 391 375 375
6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec de I'lL-1B jusgu’a 1 pg/ml donne des DO
supérieursau dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

§ S les réaultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ &iquette du flacon, les résultats ne peuvent pas étre
utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la non-
conformité.

§ Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d échantillons
contrdles, lesquels doivent ére congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de |’ azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

§ Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs en double des
échantillons doivent étre basés sur |es prati ques de |aboratoire courantes.

§ On recommande que les controles soient testés de fagon routiniére comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contréle de qualité des controles.

§ On recommande de vérifier visudlement la courbe séectionnée par
I’ ordinateur.

XV. VALEURSATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d'information; chaque laboratoire doit éablir ses
propres fourchettes de valeurs normal es.

A titre indicatif, la moyenne de 22 sérum normaux était de 5,4 pg/ml (SD = 3,9)
et la fourchette des val eurs se situait entre O pg/ml et 13,6 pg/ml. Cette éude a éé
réalisée sur des échantillons provenant de personnes en bonne santé apparente,
avec de faibles teneurs en CRP.

La moyenne de 103 plasma normaux, prélevés dans de strictes conditions de
prélévement, &ait de 2,6/ml (SD = 5,3) et la fourchette des valeurs se situait entre
0 pg/ml et 17 pg/ml (basée sur les percentiles de 2,5% & 97,5%).

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'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, du sérum ou des
échantillons de plasma devra étre conforme aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas éé déectée.
Néanmoins, |es composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. La Solution d’ arrét contient de
I"H,S0,, le chromogeéne contient de la TMB dans de la Diméthylformamide, le
Tampon Substrat contient de I'H,O,. En cas de contact, laver avec beaucoup
d eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.

XVII. BIBLIOGRAPHIE

1. OPPENHEIM J.J. and GERY I., (1982).
Interleukin-1is morethan an interleukin.
Immunology Today, 3:113-119.

2. MIZEL SB., (1982).
Interleukin-1 and T-cell activation.
Immunol. Rev., 63:51-71.

3, DINARELLO C.A., (1984).
Interleukin-1 and the pathogenesis of the acute phase r esponse.
N. Eng. J. Med., 311:1413-1418.

4. DINARELLO C.A., (1985).
An update on human interleukin-1: from molecular biology to clinical
relevance.
J. Clin. Immunol., 5:287-297.

5. BAILLY, S. etal., (1994)
Comparative production of IL-1 and IL-le by LPS-stimulated
human monocytes: ELISAs measurement revisited.
Cytokine, 6:111-115.

6. DINARELLOC.A., (1988)

Biology of interleukin-1.
FASEB J., 2:108-115.

XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
() CONTROLES
()}
Cdibrateurs (0-5) 200 R
Echantillons, Controles - 200
Conjugué Anti-IL-13-HRP 50 50

Incuber pendant 2 heures atempérature ambi ante avec agitation continue a 700 rpm.
Aspirer le contenu de chague puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de laSolution de Lavage et aspirer.

Solution de Révélation 200 200

Incuber pendant 15 min atempérature ambiante avec agitation continue a 700 rpm.

Solution d' arrét 50 50

Lire sur un lecteur de microplagues et enregistrer |’ absorbance de chague puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm) et 490 nm (contre 630 ou 650 nm)

DIAsource Catalogue Nr :
KAP1211
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

IL-1B-EASIA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay flr die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Interleukin
1B (IL-1B) in Serum und Plasma

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung: DIAsourcelL-1B-EASIA Kit
B. Katalognummer : KAP1211: 96 Tests

C. Hergestelt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Td : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitét

Humanes Interleukin-1 (IL-1) ist der Schlusselmediator fur die Entziindungsantwort Antwort auf unterschiedliche
infektidse, endziindliche oder immunologische Abléufe. Zwei verschiedene Polypeptide, IL-10. und IL-1B, sind als
Mediatoren verantwortlich fir die biologischen Aktivitéten von IL-1 und binden am selben Oberfléchenrezeptor der
Zelle. Beide sind urspriinglich synthetisiert als 31-kDA intrazellulére Zwischenprodukte, die anschliefend as reife
Proteine von 17 kDA im Monozyteniberstand gefunden werden. Membrangebundenes IL-1 wurde auch so beschrieben
und ist moglicherweise flr einen Teil der durch IL-1 vermittelten lokalen Effekte verantwortlich. Die urspringlichen
Quellen des IL-1 sind Blutmonozyten und Gewebsmakrophagen. Andere speziadisierte Zellen wie T- und B-
Lymphozyten, unterschiedliche epitheliale, endotheliale und einige mesenchymale Zellen konnen ebenfalls IL-1
produzieren. IL-1R3 ist die Hauptform , sekretiert von Monozyten und Makrophagen, welche als Hauptquelle des
zirkulierenden (Plasma) IL-1langesehen werden. Unterdriickungen der Aktivitét von IL-1 wurden bei Plasma und anderen
biologischen Flussigkeiten beschrieben. 1L-1 beeinflusst verschiedene unverbundene Gewebe und ist ein Hauptvermittler
der “akuten Phase’ der inflammatorischen Antwort des Organismus, die charakterisiert wird durch die Verénderung der
metabolischen, endokrinologischen und immunol ogischen Funktionen. Dieses Zytokin spielt eine entscheidende Rolle bei
der Aktivierung der T-Zellen, indem es eines der notwendigen Signale fur die Produktion von IL-2 (T-Zell-
Wachstumsfaktor) induziert. Es ist der Hauptmediator entztindlicher Prozesse, indem es auf das Nervensystem ( Fieber,
Schlaf, Appetitlosigkeit), auf die Knochenmarkszellen (Chemotaxis, und/oder Aktivierung der Neutrophile, Monozyten
und Lymphozyten) und auf verschiedene Gewebe (Proliferation des Fibroblasts, Resorption von Knorpel und
Knochenkittsubstanz, Proliferation der Gliazelle, Stimulation der Prokoagulanzaktivitdt der endothelialen Zelle etc.)
einwirkt. Die meisten dieser Aktivitéten werden direkt IL-13 zugeschrieben, aber andere werden in Zusammenarbeit mit
anderen Zytokinen wie IL-6, Interferonen und dem Tumor-Nekrose-Faktor vermittelt. IL-1 stimuliert die Produktion oder
wirkt synergistisch mit diesen Zytokinen, wonach die letztendliche biologische Aktivitét das Resultat des Netzwerks der
Interaktionen zwischen den verschiedenen Mediatoren ist.

B.  Klinische Anwendung

Die biologischen Eigenschaften des IL-1 und seine Scliisselrolle bei entziindlichen Prozessen legt seine Involvierung bei
der Pathogenese vieler Krankheiten nahe. In der Tat wurden hohe Werte von IL-1 in Gelenkerglissen einiger Patienten
mit rheumatischen oder nicht-rheumatischen, entziindlichen Gelenkserkrankungen, bei Infektionen pleuraler oder
peritonealer Flussigkeiten, in der Drainagefllissigkeit von Patienten, die an chronischer Diabetes leiden, bei parodontalen
Erkrankungen etc. gefunden. Obgleich wenig oder kein IL-1R in humanem Plasma oder Serum, das von gesunden,
ausgeruhten menschlichen Subjekten entnommen wurde, gefunden wird, wird von erhdhten Werten im Kreislauf von
fiebrigen oder septischen Patienten, Patienten mit Crohn-Krankheit, wahrend Transplantatabstof3ung, bei gesunden
Freiwilligen nach schwerer korperlicher Anstrengung und bei Frauen nach dem Eisprung berichtet. Studien, die auf der in
vitro Produktion von IL-1 mittels isolierter Blutleukozyten basieren, haben eine reduzierte Produktion von IL-1 bei
schlecht ernéhrten Patienten und solchen, die unter grof3en Krebstumoren leiden, gezeigt. Daher ist dieser Immunoassay
fur IL-113 ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung der Makrophagenaktivierung und zur Erforschung der Rolledes IL-
1R bei verschiedenen (physiologischen oder pathologischen) Immun- und Entziindungsprozessen.

e
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource IL-1B-EASIA ist en solid phase-Enzyme Amplified Senstive
Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat. Derr Assay benutzt
monoklonale Antikorper (MAbs), die gegen verschiedene Epitope von IL-18
gerichtet  sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméaren
monoklonalen Antikérper (MAk 1), mit dem die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikérper (MAk 2), der mit
Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach einer Inkubationsphase bildet
sich ein Sandwich-Komplex: MAk 1 - IL-1B - MAk 2 - MRP; nicht gebundene
enzymbeschriftete Antikorper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte
entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikorper werden durch eine
Farbreaktion gemessen. Farblésung (TMB - H,0;) wird hinzugefigt und
inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufligen einer Stopplosung beendet und
die Mikrotiterplatte wird bei adaquater Wellenlange ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur IL-1B-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstdlt und die IL-1B-Konzentration in den
Proben wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Die
Verwendung des EASIA-L esegeréts (Linearitét bis zu 3 OD-Einheiten) und eine
komplexe Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergeben
eine hohe Senshilitét im niedrigen Bereich und e nen breiten Kalibrationsbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb- Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96 Wells Blau | gebrauchsfertig
96 anti 1L-1p-
beschichtete Wells
(monoklonae
Antikdrper)
HRP 1 Gefa Rot | gebrauchsfertig
6ml
Konjugat: MRP beschriftete Anti-
IL-1B (monoklonae Antikdrper)
in TRIS-Mdeatpuffer mit
Rinderseruma bumin und Thymol
CAL 6 Gefe Gelb | 2ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kdibrator - N =0his5
(genaue Werte auf Gefal3-
Etiketten) in Humanserum mit
Benzamidin und Thymol
bIL 3 Gefde Schwarz | Dest. Wasser zugeben(
lyophilisiert das exakte Volumen
Probenverdiinner: Humanserum b'ttte eg em Etikett
mit Benzamidin und Thymol entnehmen)
| WASH | SOLN |CONC | 1 Gefdl3 Braun | 200 x mit dest. Wasser
10ml verdiinnen
Waschl ésung (Tris-HCI (Magnetrihrer
9( ) benutzen).
2 Gefile Silber | 2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen- N = 1 oder 2
Humanserum mit Benzamidin und
Thymol
1 Gefdl3 Grin | 0,2ml in 1 Flaschchen
CHROM | T™MB |CONC| '
| iml Substratpuffer
Chromogenes TMB verdiinnen
(Tetramethyl benzydin) in
Dimethylformamid
BUF 3 Gefie WeiR | gebrauchsfertig
Substratpuffer: H,0, in Azetat- 21 ml
[Zitratpuffer
1 Gefdl3 Schwarz | gebrauchsfertig
6ml
Stoppl 6sung: H,SO, 1,8N

Bemer kung: 1. Benutzen Sie den Probenverdiinner zur Probenverdiinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 100 mlU des
NIBSC 1% 1S 86/680.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 ul, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von
Prézi sionspi petten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Nookrw

VII.
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VIII.

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Horizontaler Schttler fir Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm
Waschgerét fur Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-L esegerét zur Auswertung bel 450 nm, 490 nm und 650
nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm
und 650 nm (monochromati sche Auswertung)

Optional:  ELISA-AID™  zur  Auswertung der Platte nach
polychromatischer Methode (siehe Abschnitt XI.A.), erhéltlich bei Robert
Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

K alibratoren: Rekondtituieren Sie die Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.
Kontrollen: Rekongtituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.
Probenverdiinner: Rekongituieren Sie den Probenverdiinner bis zu dem
genau auf dem Ettikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest.
Wasser

Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschldsung (200x) mit 199 Anteillen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschl 6sung am Ende des Tages weg.
Substratlosung: Pipettieren Sie 0,2 ml chromogenes TMB in ene der
Flaschchen Substratpuffer (H,O. in Azetat-/Zitratpuffer). Frisch herstellen.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bel 2°C bis 8°C
stabil.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis8°C gelagert werden.
Nach der Rekongitution sind die Kalibratoren, Probenverdinner und
Kontrollen bei 2°C bis 8°C 4 Tage stabil. Aliquots missen bel langerer
Aufbewahrung bei -20°C eingefroren werden, dann sind Sie 2 Monate
haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Die konzentrierte Waschlosung ist bei Raumtemperatur
Verfallsdatum haltbar.

Frisch zubereitete Waschl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersen Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
Originalgefal3 und bei 2° bis8° C biszum Ablaufdatum stabil.

Die frisch hergestellte Substratlésung ist vor Gebrauch bei Raumtemperatur
hochstens 15 Minuten stabil und ist danach zu entsorgen.

Veradnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitét oder Zerfall sein.

bis zum

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Das Serum muss so schnell wie moglich vom Blutgerinnsell der roten
Zdlen nach Gerinnung und Zentifugation getrennt und bei 4°C aufbewahrt
werden. Werden die Proben nicht direkt benutzt, miissen sie bei -20°C fir
maximal 2 Monate gelagert werden. Eine léngere Lagerdauer ( maximal 1
Jahr) erfordert eine Lagerung bei -70°C.

Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Vor Gebrauch missen ale Proben Raumtemperatur
V ortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

Die Bedingungen der Probennahme kdnnen Werte beeinflussen, weshalb
strenge Vorsichtsmal3nahmen wéhrend des Sammelns ergriffen werden
missen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die IL-1p
Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Plasma IL-1p Werte
félschlich steigerrn kdnnten, zu vermeiden.

Sammerohrchen diirfen kein Pyrogen enthalten. Plasma kann mit sterilen
EDTA gesammet und nach der Zentrifugation schnell getrennt werden.
Vom Gebrauch von Heparin-Roéhrchen wird abgeraten, da Heparin-Chargen
des 6fteren mit Pyrogen kontaminiert sind.

erreichen.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien 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 Ruhren.

Fihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppet aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Vewenden Sie zur Zubereitung der
Kunststoffbehalter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Waschlésung  reinen
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Verwenden Sie zur Pipettierung der Substratldsung und der Stopplésung
keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Préazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der | nkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des
ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zet beschrénkt werden,
diein Abschnitt XI1I Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchl&ufen.

Pipettieren Sie die Substratldsung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschen der Mikratiterplatte.

Wahrend der Inkubation mit der Substratlésung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Dur chfiihrung

Waéhlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fir den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis8°C gelagert werden.

Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

Pipettieren Sie jeweils 200 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Pipettieren Sie 50 pl Anti-IL-18-MRP-Konjugat in alle Wells.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur auf horizontalem Schiittler
bei 700 rpm + 100 rpm.

Saugen Sie die Fliissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

§  pipettieren Sie 0,4 ml Waschlésung in jeden Well

§  saugen Sieder Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 200 pl der frisch hergestellten Substratl 6sung innerhalb von
15 Minuten nach dem Waschvorgang in jeden Well.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur auf
horizontalem Schiittler bel 700 rpm = 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 50 pl der Stoppldsung injeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm und 490 nm (Referenzfilter 630
nm oder 650 nm) innerhalb 3 Stunden aus und berechnen Sie die Resultate
wiein Abschnitt XI beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Polychromatische Auswertung:

In diesem Fal werden die Daten durch die ELISA-AID™ Software

verarbeitet.

Die Platte wird zunachst bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650

nm (oder 630 nm) ausgewertet.

Eine zweite Auswertung efolgt bei 490 nm gegen denselben

Referenzfilter.

Die ELISA-AID™ Software steuert das Lesegerdt automatisch und

integriert beide Auswertungen in ein polychromatisches Modell. Diese

Technik kann ODsbis 10 erstellen.

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie

folgt:

§  Xi=0OD be 450 nm

§  Yi=0D bei 490 nm

§ Standard nicht gewichtet lineare Regression, Parameter A & B
werden berechnet: Y = A*X + B

§  Wenn Xi < 3 OD Einheiten, dann X berechnet = Xi

§  Wenn Xi >3 OD Einheiten, dann X berechnet = (Yi-B)/A

§ Die Kalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter
logistischen Kurve erstelIt.

§  DielL-1B-Konzentration in den Proben wird durch Interpolation auf
der Kalibrationskurve bestimmt.

Bichromatische Auswertung:

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm
(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fur jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration IL-1B (Abszisse) und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve
durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch
gerade Linien verbinden.

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

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

XIl.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht a's
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

IL-1B-EASIA OD Einheiten

Polychromatisches M odell

Kadibrator 0 pg/ml 0,013

24 pg/ml 0,121

89 pg/ml 0,336

320 pg/ml 1,042

574 pg/ml 1,693

1166 pg/ml 2,704

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

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

Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwel
Standardabweichungen  Uber dem gemessenen Durchschnittswert  bei
Nullbindung, entsprach 0,35 pg/ml.

B. Spezifitat

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim Vorhandensein von
50 ng von IL-1a, IL-1ra IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1p, LIF, MCP-1, G-CSF
und RANTES. Dieses IL-1f Assay ist spezifisch fur humanes natiirliches und
rekombinantes |L-1.

C. Préazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY

Serum N <X>=*SD Ccv Serum N

(pg/ml) (%)

<X>+SD CcVv
(pg/ml) (%)

A 10
B 10

127+ 3 23 A 20
733+ 11 14 B 20

120+ 6 49
549+ 14 25

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. IL-18 Wiedergef. IL-1p Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1282 1196 93
605 542 920
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Plasma 1282 1208 7}
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. K onzent. Gemess. K onzent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 - 1197
12 598 637
v4 299 320
/8 150 164
116 75 86
1/32 37 41
Plasma 71 - 688
12 344 336
14 172 172
/8 86 87
116 43 51
1/32 26 22
164 13 9
1/128 4 4

Die Proben wurden mit Probenverdiinner verdiinnt.



E. Zeitver zoger ung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Réhrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENCE

TO 10 min 20 min 30 min
1 1485 1575 1553 1647
2 1123 1129 1150 1228
4 592 572 595 606
5 375 391 375 375
6 1454 1429 1438 1605
500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. Hook-Effekt
Eine Probe mit IL-1f biszu 1 pg/ml liefert hdhere Messwerte al's der letzte
Kalibratorme3wert.

XIV  INTERNE QUALITATSKONTROLLE

§ Entsprechen die | st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen die Werte, ohnetreffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

§ Falls zusitzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool hergtellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

§  Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

§ Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemal3ig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitdtskontrollkarten der Kontrollen Uberpriift
werden.

§  Eshat sich bewéhrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu Uberprifen.

XV. REFERENZINTERVALLE

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Zur Orientierung: Der Mittelwert von 22 normalen Serumproben lag bel 5,4
pg/ml (SD = 3,9), Werte zwischen 0 pg/ml und 13,6 pg/ml. Diese Studie wurde
durchgefuihrt mit Proben von anscheinend gesunden Personen mit niedrigen CRP
Werten.

De Mittdwert von 103 normalen Plasmaproben, gesammelt unter strengen
Sammel bedingungen lag be 2,6 pg/ml (SD = 5,3), Werte zwischen 0 pg/ml und
17 pg/ml (auf basis der 2,5% und 97,5% Perzentile).

XI1. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, Se waren negativ fir HBsAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dartiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, a's potenziell
infekti s betrachtet werden.

Vermeden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthdlt H,SO,,
Farbldsung enthélt TMB in Dimethylformamid, Substratpuffer enthalt H,O,. Bei
Kontakt griindlich mit Wasser spiilen.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(1) KONTROLLEN
()}
Kalibratoren (0-5) 200 R
Proben, Kontrollen - 200
Anti-IL-18-MRP Konjugat 50 50

2 Stunden bei Raumtemperatur unter sténdigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhat jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Substratl6sung 200 200

15 min. bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.

Stoppl 6sung 50 50

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerét auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) und 490 nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.

DIAsource Kata ognummer : Beipackzettelnummer: Or'i\lglijnm dmairsg:rbe'
KAP1211 1700434/de 090505/1




Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

IL-1B-EASIA

|.  XPHXHTIA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

AvocoevlLUOUETPIKOG  TTPOodIOPIoUdG Yoo TV iN Vitro mocotiky uétpnon g avOpdmivng
wrephevkivie-1B (IL-1B) og 0p6 kot TAGouHO

Il. TI'ENIKEX IAHPO®OPIEX

A. Epmopuci] ovopacio: Kt IL-1B -EASIA ¢ DIAsource
B. Ap1Opog KaTardyov: KAP1211: 96 mpocdopiopol
I. Koataokevaletor amd tnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue deI'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyvikn fo)0g1a | TANPOPOPIES GYETIKA IE TAP AYYEMES EMIKOLVOVI|GTE GTA:
Tni.: +32 (0)67 88.99.99 ®og: +32 (0)67 88.99.96

I1l. KAINIKO YIIOBAOPO

A. Buoloywxij opdon

H avOpamivn wrephevkivn-1 (IL-1) eivar évag pecorofntic-kiedi oty avtidpaon tov Eevioti ot d14popeg AOUMIELS,
QLEYUOVMIELG KOl 0vOGOAOYIKEG TpokAnoels. Abo dwakpitd modvrentidia, n IL-1a kor n IL-1B, pecoraBodv otig Brodoyikég
dpaoeig g IL-1 kot Tpocdévovtat 6Tov {310 KLTTAPIKO EMPAVELNKO VTTOdOYEN. APPOTEPEG GUVTIOEVTOL APYIKG (OG EVOOKVTTAPLEG
npddpopeg popeéc peyédovg 31-kDA, ot onoieg axorovbmwg avevpickovtol mg dpiueg tpwteiveg Twv 17 KDA og vrepkeipeva
povokvttdpwv. ‘Exer emiong mepiypogei n deopevpévn oe pepuPpaveg IL-1, n onoio evdéyetar va emdyel oplopéveg omd Tig
pecorapovpeves amd IL-1 tomikég emdpaoetg. Ot kOpieg mnyég ¢ IL-1 glvon ta povokvTTOpO TOL CULOTOG KoL TO LOKPOPAYO,
TV 10Ttdv. Ao egdikevpéva kKotTapa omog to T- kot B-Agpgokvtrapa, didpopa embniiokd, voodniokd Kot opiopéva
UEGEYYVHOTIKG, KOTTOPA Uropoly exiong vo mapdyooy IL-1. H IL-18 givar n kOpior popen mov eKkpiveTal omd To (LovOKOTTOPO
KO TO. LOKPO@Eya Ko To 0moie TLoTEVETUL TMG OLOTELOVV TIG KUPLEG TNYES TG KUKAOPOpoVsag 610 TAdoua |L-1. Avactodég
™m¢ dpactnpiotnrag g IL-1 éxovv meprypagei oto mhdopo kot oe dAla Broroywkd vypd. H IL-1 eanpedler apxetode pn
oeTILOUEVOVG 10TOVG Ko amoTeEAEL KOPLo HecoAaPn T TV QAEYHOVOIGV avTIdpdoemv «oEeiag PAoNg», Tov yopaktnpilovtat
b oALOYEG TOV HETAPOMK®DV, EVOOKPIVOLOYIKOV KOl (VOGOAOYIKGOV Agttovpyldv. H cuykekpiuévn kuttopokivn dadpapatilet
0VGLUOTIKO POLO 6NV gvepyomoinon TV T-AEUPOKVTIAP®Y, TUPEXOVTOG VO OO TO ATAPAITTO CYUOTA Yio TNV Tapoywyn IL-2
(owéntikdg mapdyoviag Tov T-Aep@okvttdpmv). Amotedel Tov KOplo pecorofint Tov S1081KocIOY QASYHOVAS dpdVTog 6T0
VEupIKod cvoTnua (Tupetdc, VIvog, avopetia), oe KHTTUPU TPOEPYOUEVE 0O TOV 06TIKO HVEN (xnuetota&io kKoum evepyomoinon
0VIETEPOPIAOV, LOVOKVTTAPOV KOl AEUPOKVTTAP®OV) KOl 6& S1400povg 16To0¢ (roAamhooctacidg wofractdv, aroppdenon
OepEMov 0VoLdV XOVEPOL Kot 0GTMOV, TOAUTANCLOGIOG VEVPOYAOLOK®OV KVTTAP®V, S1EYEPCN TG TPOTNKTIKAG AEITOLPYING TMV
evdoOnhakdv kuttapov k.6.) o Tig Teptocotepes omd avtés Tig dpootnplotneg dueso veevdovn sivan n IL-1B, wotdc0 GAleg
pecorafovvion oe cuvepyooio pe GAleg kuttapokives, ommg 1 IL-6, wrepeepdveg, kar O Topdyovia vékpwong oykwv H IL-1
dieyeipel TNV Topay®yn 1 Spo GUVEPYIKE LE TIG TOPATAVE® KVTTOPOKIVEG KO GUVETMDG 1 TEAMKT PlodoyikT| dpactmpiotta givat To
AmOTELEG O EVOS SIKTVOV AAANAETIOPAOoE®MV HETAED TV S10POPMOV HECOAAPNTOV.

B. Kimikég epapuoyés

O1 Broroyikég 1810tnteg g IL-18 ko 0 poroc-kreidi mov dodpopatiCel oe dradikacicg Aeypovig vTodnidvovy v avauelEn
m¢ oty maboyéveon modlav acBeveidv Ipdaypott, vyniéc mocdmreg IL -1 avevpiokoviar otig evdoapbpikés cuALoyEG
OpPLoUEVOV aoDEVDV [1E PEVILATOELEIG KL UN-PEVIOTOEIDEIG PAEYLOVDIELS TAONGELS TOV 0pOpDOE®V, 6 AOUMOEOVG OLTIOAOYING
TAEVPLTIKEG 1 TEPLTOVOIKEG GLALOYEG KOL OTO VYPA TTOPOYETEVCEMV TAGKOVTIOV amd XpOvio dtaPrtn, TEPLodoVTIKEG ToHNOELS,
K.0.K. Mohovott gldyiotn 1 kabohov IL-1B avygvedetor @UGLOAOYIKG o avBpdTIvo TAGGHa 1 0pd VYLDV, EEKODPACTMOV
avOpdTIVOV VIOKEWEVOY, avénuéva enineda £xovv avapepBel otV KUKAOQOPIio EUTVPET®Y 1| ONATIK®OV 0cbevdv, og acbeveic
ue voco tov Crohn, oe mepntdoelg amdpPYNG LOGYEVUOTOG, 68 VYIElG €0ehoviég petd and mapatetapuévn Goknomn Kol o€
yovaikeg petd v woppnéio. Xe pedéteg Poosiopéves otny in Vitro mapoyoyf IL-1 and amopovouéve AEVKoKHTTOPN TOV GiUTOG
pavnke petopévn mapayoyn IL-1 oe vrootticpévoug acheveic kot kapkivoradeic pe mpoympnuévovg dykovg. Qg ek tovTOL,
aVTOG 0 Voo onPoodlopiopds Tng IL-1B anotedei éva onpavtikd epyodeio yio T HEAETN TG EVEPYOTTOINONG LOKPOPAY®V KOt TN
Siepedvnon Tov porov ¢ IL-1 oe mowkikeg (puotoroyikég i) ToHOLOYIKES) UVOGOAOYIKEG KOl PAEYUOVMIELG S1adIKAGIES.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

O mpoodiopiopdg IL-1B-EASIA ¢ DIAsource sivor  évag  evlupukog
OVOGOTPOGIIOPIoUOG  EVIOYLUEVNS evatoBnoiog, oTePENS @Aomg, O 0moiog
ektedeiton o mAGKeS pkpoTitAodomone. O mpocdiopiopnds xpnoipomolel
povokhavikd, avticopota (MAbS) mov katevbvvoviar evaviiov dokprrdv
emutonov g IL-1B. Ot Pabupovountéc kot to deiypoto avidpodv pe 10
povokhavikd avticopo cOAAnyng (MAb 1) mov sivar emiotpouévo oy
VoS0 ™G TAGKOG MIKPOTITAOSOTNONG KOl UE VO LLOVOKAMVIKO OVTioOLLO
(MAD 2) onpaouévo pe papovidiky vrepo&edaon (HRP). Metd and pia mepiodo
EMOUCNG OV EMTPETEL TO GYNUOTIOUO evO¢ ohvTovtg: emotpopévo MAb 1 —
avOpamivn IL-1p — MAb 2 — HRP, 1 mAdxa pikpotithoddtong vrofdAleton o
oo Yo vo. amopokpuviel to onpocpévo pe Evivpo adéopevto avticopo. To
oNUaopéEVO pE EVEDHO SECUEVHEVO AVTIOOMIO HETPATOL HECH LG YPOUOYOVOD
avtidpaong. Ipootifetol ko enwdletar ypopoyovo didivpa (TMB érotpo yo
xpnon). H avtidpoon otapatd pe v mpocHHKN avoaoyetikod d1oddpatog Kot
OTN GUVEYELD, YIVETOL OVAYVOOT TG TAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG 6TO KATAAANLO
uikog kbduatog. H mocdmto peTOTpomfc TOL VIOOTPOMOTOS KabopileTar
APOUATOUETPIKA PETPOVTOG TV amLoppoenot, 1 omoia gival avdloyn mpog
ovykévipoon g IL-16.

Iapotdveron ypo@kd o kopmOAn Boabpovounong kot mpoodiopiletar M
ovykévipoon g IL-1B ota deiypoto pe avayoy omd ™V KOUTOAN
Babpovounong. H xprion tov cvothuatog avayvoong EASIA (ypoppikdtnro £og
3 povédeg OD) kot pag moAdmlokng neboddov avaywyng dedopévav (avaymyn
TOAVYPOUATIKAOY ded0pévav) £xovv ®¢ omotéhecuo vyniy svacOdnocio oto
XopNAS Tedio TYdV Kot 670 eKTETAUEVO TTESTO TI®V Babpovounong

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtijpra K 96 Xpopa- AvacveTaon
TPOGL0- TIKOG
PLOPAV KOKOG
Théxa pucpon\r)»ovﬁétn- 9 umhe "Etopo yio xprion
ong pe 96 vodoyég vnodoyte
eMOTPOUEVES e avtt IL-
1B (povokhmvikd
OVTICOUOTO)
Ab HRP 1wAido | kokkwvo | ‘Etopo yia xprion
6ml
ZoCevypa: Avti-IL- 1B (novokAwvikd
avtiodpate) onuoocuévo pe HRP og
pUOOTIKG StdAvpa TriS-unMKOV pe
Boeta oporevkmpotivn kot Bupdin
6 QloAidia | kitpwo | MpocOioTe 2 ml
Avogtho- AMEGTAYUEVOL
Babpovounmg N = 0 émg 5 TOMUEVO VEPOL
(Beite Tig axpiPeic TyLég Tve oTIg
eTicéTeg TOV PLoMdiov) og avlponvo
0p6 pe PevCopudivn kot Oupoin
DIL SPE 3 puoridio powpo Mpocbéiote
Avogtho- AMEGTAYUEVO VEPO
Adopa apaimong delypdtov: oe TOMHEVO (B2 ETIETA OTO
. X o @uakidio yio tov
avOpdrvo opo pe Beviopudivn kot ,
fopon akpipn oyko)
| WASH | SOLN |CONC | 1 puorido Kapé Apalwo'rst 200 x ue
10ml OMEGTAYUEVO VEPO
Avidopa thoong (Tris-HCI) (xpnmpmfow’]cts
HayVNTIKO
avodevThpa).
CONTROL N 2 puokidio aonui MpocOiote 2 ml
Avoptho- AMEGTAYUEVOL
Opoi eréyyov - N = 11} 2 o€ avBpdnivo TomHevo Vepov
0p6 pe BevCopudivn kot Oupoin
|CHROM | T™B | CONC | Lowhidio | mpiowo | Apadetz 0,2 mlie
iml 1 pradido
Xpopoyovo TMB PUOLLGTIKOD
(Tetpapebvipeviudivn) oe SoAvpatog
Suebvrpoppopion VLOGTPOHOATOG
BUF 3puwhida | mpdowo | "Etorpo yia xpnon
21 ml
PuOpiotikd Siéhopa vIOSTPOUATOC:
H,0; o€ puBpiotikd didhopo
o&tcov/kiTpcod 0&£og
| STOP | SOLN | 1 prakido pavpo | "Etowpo yua yprion
6ml
Avaoyetiko dtdhvpa: HSO, 1.8N

Inpeioon: L.Xpnoyonomote ddAvpa apoinong deypdtov Yo opainon tov
detypdtmy.
2. 1 pg t0v TOPUCKELAGLATOG TOV Pabuovount givar 16030vopo pe
100 mlU tov NIBSC 1° IS 86/504
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VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovOo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapéxovToL 6To KT

1. Ameotaypévo vepd vyning motdtnTog

2. Iwéteg yo Swavopn: 50 pl, 200 pl, 1 ml kor 10 ml (cuvictdrton n xpion
mretdv akpiPeiog pe avardoiua mAactikd poyyn)

3. Avopeixtng otpopilicpon

4, Mayvntikdg avadevtipog

5. Opudvtia ovokev avddevong TAUK®V HKPOTITA030ToNG He duvatdtnta
700 rpm x 100 rpm

6. Xvokevn TAHONG Yo TAGKES HIKPOTITAOSOTNONG

7. ZuoKevn avayveOong TAUK®V UIKPOTITAOSOTNONG e duvaTdTnTo avayveong
ot 450 nm, 490 nm ko1 650 NM (ce TEPITTOON TOAVYPOUATIKAG
avayvoong) N pe dvvordmra avayveong ota 450 nm kar 650 nm
(Svypopotiky aviyvoon)

8. Tlpoapetikos eomhopos: O  eomhiopog ELISA-AID™  mov  eivon
OaPOiTNTOG Y10 THY TOAVYPOUATIKY aviyvooT (Seite v mapdypogo X1.A.)
umopei v ayopootel and v Robert Macids Associates, Inc. Mass. 0.2174
USA.

VIl. HNAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BaBpovopuntéc: Avacvotfiote toug Bobpovountéc pe 2,0 ml anestayuévov
vEPOUL.

B. Opoi gléyyov: Avacvothiote Toug opolg edéyyov ue 2,0 ml aneotoypuévov
vEPOUL.

C. AwWlvpo opaioong deiypdrov: AvaovoTHoTE TO OGALUE  apOi®oNG
detypdtov otov  0yko mov kobopiletor otnv eTikéto Tov QuoAdiov pe
oneoTayHEVO vEPO.

D. Awlvpa akdong epyasiag: Ipostodote exopkn 6yko SoAdpaTog TAVoNG
epyooiog pe mpoobnikn 199 dykev amectaypévov vepod oe 1 Oyko
Sravpotog midong (200x). Xpnoluonomote HayvnTikO  avadevThpa  yio
TNV OHOYEVOTOINGT. ATOPPIYTE TO U1 XPNOLOTOMUEVO StAVIO, TAVONG
£PY0OL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

E. Amoxolvrtiké Avdhvpa: Awoveipete pe mméra 0,2 ml tov ypwpoydvov
TMB og éva and 1o @oAidi  puOoTiKod SOADUATOG VTOGTPMOUOTOS
(H202 ot¢ pobuiotikd Sudhvpa  ofikod/kitpikod o0&éoc).  Zvviotdrat
QVTOCYES L TTPOETOLLOGTOL

VIIl. ®@YAAZH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN
Ilpwv omd 10 dvolype M ™V ovachotaot, OA0 TO GLOTATIKG TOVL KIT
mapopévouy otadepd Emg v nuepopnvio ANéEng, n omoia avaypaPeTol oTNV
£TIKETOL TOV PLaAdion, epdcov dtatnpodvtal o€ Oeppokpacio 2 £mg 8°C.

Ot pn ypnooromuéves Towvieg mpémel va puhdocovtol otovg 2-8°C, og
COPAYIOUEVT] COUKOVAO, TOV TEPLEXEL OMOENPAVTIKO TaplyovTa, HEXPL TNV
nuepopmvio ARENG.

Meté v avacvotocn, ot Pabuovountés, ot opoi eAEYXOL Kot TO AV
apaioong derypdtov Tapopévouy otofepd eni 4 nuépeg otovg 2-8°C. TN
peyadvtepeg  mepodovg  @OAaéng, Oa  mpémer  va  dnuovpynBovv
KAGopata/dooelg piog yprong kot va datnpndody oe Oeppokpocio -20°C
eni 2 pnveg T0 pEYIOTO. ATOQUYETE TOVG EMAVEIANUUEVOLG KUKAOLG
AmOYLENG-KOTAYVENS.

To cvpnvkvepévo ddlopa TAdong eivor otabepd oe Beppokpacio dmpatiov
péypt my nuepopnvio AN&ng.

Dpéoko, mapackevaouévo didAvpo TAbong epyaciag Ba mpémer vo
xpNoyLomoteitar Ty idio uépa.

Metd v mpdt™ YpfHon Tov, T0 oVlevypa Topapével otabepd Emg ™V
nuepounvio. ANENG, €pOcoV dlotnpeitor 6TO0  apyIKO, EPUNTIKG KAEGTO
@uoAidio og Beppokpaocio 2 émog 8° C.

To HOMG TPOETOIHOCHEVO AmOKOAVTTIKO dtdAvpo givon otabepd pv amd ™
xpMon tov, vy €og ko 15 Aemtd oe Beppokpacio dopatiov. Katdmv Oa
TPEMEL VOL ATOPPINTETOL.

Toxov peToforéG TG QUOIKNAG EHOAVIONG TMV OVTIOPACTNPI®V TOL KIT
evOE TN VO VTTOdINADVOLV aoTdfeta 1| oAloimon.

IX.  2YAAOTI'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opdg Ba mpémet va aparpedei 660 T0 duvaTdV vopitepa 0md TO THYHO TOV
epLBpOKLTTAP®V peETd ™V THEN Kol TN QLYOKEVTPION Kot va dtornpndei
otoug 4°C. Edv ta deiypata dev ypnoyorombovv opéowng, Ha mpénet vo
LAoBovv otovg -20°C yua Emg ko 2 uiveg 1 otovg -70°C yia peyodvtepng
Sapketog eoratn (wg éva £10g).

AmopehyeTe TOVG ETAKOAOVOOVG KHKAOVG KATAWVLENG-ATOYVENG.

Dépete Oho To deiypato o Beppokpacio dopatiov mpv amd ™ ypNomn.
Yuviotdtor 1 avauelEn tov detypdtov og cuokevy oTpoflicol TP and
™ xpfion.

O1 ovvOnkeg detypotoAnyiog HTopovv va exnpedoovy Tig TéS. o to Adyo
avtd Ba mpémer va AapPdavovior avotnpd pEtpa TPoeLAMENG Kotd TN
duapkela NG derypotonyiog yioo THV amo@uyn Tpoopifewv oto deiypato
Mg, Ta onoia Oa diéyepav my mopaywyn IL-1p and apoxdtrapo kot Ho
avéavav eopaipévae Tig Tiés mg IL-1p otov opd.
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XI.

Ta colnvapue cviloyng Oa mpémel va givar gledBepa mupoyevdv. To
TAGopo pumopel vo cLAAEYETOL 68 amooTELpOpEVE Plolidia pe EDTA kot va
Sywpileton tayémg petd T Quyokévipnon. Aev ocuviotdTol M xpnon
coAvapiov  nmmapivng, S0TL ovyvd ot maptideg mmapivig  givon
EMUOAVGLEVEG LLE TVPETOYOVAL.

ATAAIKAXIA

INUEIDOELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.

Mnv ovoperyvieTe VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.

Dépete OAa TaL AvTISpacTHPLo 6 Ogppokpacio dopatiov Tpv and ™

xpfiom.

Avapei&re kodd OLa To avTId pacTPLO Kot TO. EIYLLOTO [LE OO avaKiviion
1 avédevon.

Extedéote €1g Sumhovv avainyn tov Bobpovountdv, Tmv opdv ALYV Kot
TV detypdtmv. Zuvictdton kaOeTn gvhuypapion.

Xpnoporomote éva Kabopd, TAAcTIKO d0XEIO Y10 VO ETOIUAGETE TO SIAAVLLOL
TAOONG.

Xpnowonoteite €va kabopd avaAOGILO pOYYOG TITETAS Y0, TNV TPOcOnkKn
KGBe  BopopeTIkod  avTIdpacTNPiov Kot  SElyHOTOS TPOKEWEVOL VO,
AmOPVYETE TNV EXYLOADVOT.

Amo@iyete TnéTeEG e HETOAMKE HéPN Yo T Slavopn Tov ATOKOAVTTIKOD
AAOHOTOG KoL TOV AVaoXeTIKOD ALoAOULATOG.

H oxpifeio  Pektuidveton pe ypion mawmetdv vynAfig  akpifelog M
CUTOHATOTOMNUEVOL EEOTAGHLOD SLVOUNG LE TTETES,

Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.

TN va owo@Oyete T HETATOTION, 0 XPOVOG HETOED TNG SLAVOUNG UE TUTETO.
00 TWp®TOL Pabupovounty kot TOv TEAEvTaiov deiypotog mpémel va
meplopifetor oto ypovikd ddoTnro mov avoaeépetol oty evomta X,
napdypapog E (Meoodidotnua).

Ipoetopdote pior kopumoAn Poabpovounone v kabe avdivon kot pn
XPNoyLoTolEite dedopéva amnd mTponyoOueVeS avaldoELS.

To Amokalvrtikd Atdhvpo 0o mpénet vo givan dypopo. H dnuovpyio prhe
APOUATIGUOV 6€ SEoTNO AlYy®V AETTOV 0t TNV TPOETOLAGIO VITOSEIKVIEL
TOG T0 avTdpacTAplo dgv pmopel vo ypnoworomdei koar o mwpémer va
amoppLpbsi.

Awaveipete 10 AmokaAvtikd Atddlopa evtog 15 Aertdv, petd v TAvon g
TAGKOG LKPOTITAOSOTNONG.

Katd ™ dudpkelo endoong pe 10 ATOKOAVTTIKO AlGAVLO, OTOQUYETE TNV
£xbeon ™G TAGKAG PIKPOTITAOSOTNONG OTO AUESO NALUKO PWG.

Awdikaocio
Enéére tov omoutovpevo oppd toawvidv yio v ovéivon. Ot un
APNOWOTOMUEVES ToUVieg TPETEL VO EOVOCPPAUYIGTOVV LECO GTI CUKOVAC, LE
TOV 0oENPAVTIKO TapAyovTa Kot va. puAayTovv ot Oeppokpacio 2-8°C.
Aoc@oliote Tig Towvieg péoa 670 mhaicto oTthpEng.
Moveipete pe mméto 200 Pl awd kdbe Babpovounti, opd eAéyyov kon deiypa
oT1G KATAAANAEG VTOd0YEG.
Awoveipete pe mméto 50 Pl ovlevypotog avti-lL-1B péco oe Oleg Tig
VI0S0YEG.
Enwdote eni 2 dpeg oe Beppokpacio dwpoatiov endve oe oplovtio
avadevtipa, pudouévo ot 700 rpm £ 100 rpm.
AvapporioTe To vYpO oo KaBE VITOdOYT.
IM\dvete v mhaxa 3 opég:

§  dwvépovrag 0,4 ml Sroddpotog mAdong oe kade vrodoyn.

§ AVOPPOPAOVTOG TO TEPLEYOHEVO KADE VITOdOYNC.
Moveipete pe muméta 200 pl tov pOMG TPOETOWAGUEVOD ATOKOAVTTIKOD
SdroAdpotog og kKaBe vodoyn, evtdg 15 Aentdv amd 1o P TAVGNG.
Enwdote v mhdko pikpotithodomong emi 15 Aemntd oe Ogppokpoacio
dopatiov og opidvtio avadevthipa otig 700 rpm + 100 rpm, amo@iyete v
apeon €kbeon oty Aok aktvofolio.
Moveipete pe mméto 50 pl avacyetikod StoAvpatog og kGOe viodoymn.
Kévte avayvoon tov arnoppoericewv ota 450 nm kar 490 nm (piktpo
avaeopdg 630 nm 1} 650 NM) gvtdg 3 pdV Kot VIoAoyicTe Ta amoteléopaTa
Omws meptypapetol oty evomto Xl.

YIIOAOT'IZEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Molvypopatikng avayvoon:
Ymv mepintoon ovt, v eneepyacio Tov dedopévov Bo Kavel To
Aoylopkd tov ELISA-AID™.,
H avdyvoon g mhakag yivetor mpdta ota 450 nm évavtt gvdg @idtpov
avapopdg mov puduiletor ota 650 Nm (1 Ta 630 Nm).
Extedeiton dedtepn ovdyvoon ota 490 nm évovit tov idov @idtpov
AVaPOPAG.
To Aoywopkd tov ELISA-AID™ Qo gvepyomomoel avTONATO T1] GVOKELN
avayvoons kot 0o EVoOUOTMOOEL Kol TG VO UHETPNOELS OE  évol
TOMYPOUATIKO HOVTELD. AVTN 1) TEYVIKN UTOPEl Vo SNUOVPYHOEL OTTIKEG
nmokvotneg (OD) émc ko 10.
Baowkn apyn ™ ene&epyaciog TV TOAYPOUATIKOV dE0UEVOV Exel weENG:
§ Xi = OD ota 450 nm
§ Yi= 0D ota 490 nm

§ XPNOLOTOLDVTAG TUTIKT U1 OTAOUOUEVY YPOUUIKY TaAvdpounon,

vroloyilovtar ot mapduetpot A & B: Y = A*X + B

Av Xi < 3 povadeg OD, 101 vrohoyisbéy X = Xi

Av Xi > 3 povadeg OD, 161 vrohoyisbév X = (Yi-B)/A

Xpnowonoteitar Tpooapproyn AoyloTikng Koumding 4 topapstpmv

vt dnpovpyia g Kapmoving Badpovounong.

§ H ovykévipwon IL-1B ota deiypota kobopiletor pécwm avoymyng
oV KapumdAn Pabuovounong.
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AYPpoOROTIKA OVayvoon

Kaévte avéyvoon me nidkog ota 450 NmM évavtt evog GIATPOL avapopis Tov
puOuiletar oto 650 nm (Y T 630 Nm).

Ynohoyiote T péoN TN TOV STADV TPOGIIOPIGLDV.

e NuAoyaplOpko 1 Ypoprpikd yopti ypaenudtov, TapactioTe YPUQIKA Tig
Tiwéc OD (tetayuévm) yoo kdPe Pobuovounty évovil g ovtiotoymg
ovykévipoong ¢ IL-1B  (tetunuévn) kot oyedidote o KOUmOAN
Babpovounong péow Twv onueiov tov Pabuovountr, cuvdiovtag pe gvbeieg
YPOLUES TO OTOTUTMOUEVO, GTUELDL.

AwBdote ™ ovykévipwon Yo kGOs opd eAEyxov Kot deiypa pe avoyoyn
otV KapumdAn Pabuovounong.

Avayoyn dedopévev pe 1 Poffeia mAektpovikov vmoloyioth o
amAOTOMoEL OVTOVG TOVG VEIOAOYIGHOVG. Edv ypnoworotgiton avtdpotn
enelepynoio amoTELEoUATOV, CUVIGTATOL TPOGAPHOYT KOUTOANG AOYIOTIKNG
GUVAPTNONG 4 TAPAUETPMV.

XIl. TYINIKA AEAOMENA
Ta axdrovba dedopéva mpoopifovial HOVO mG TUPAOEYO Kol deV TPEMEL Va.
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTVUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.

IL-1B-EASIA Movadeg OD
Mol vyp opatiké povrého
Babpovountig 0 pg/ml 0,013
24 pg/ml 0,121
89 pg/ml 0,336
320 pg/ml 1,042
574 pg/ml 1,693
1166 pg/ml 2,704

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZXMOI1

A.

‘Opro aviyvevong

Metpninkav eikootr pndevikoi Pabuovountég poli pe évo ovvolo ALV
Babupovountav. To 6plo avigvevong, opllOREVO MG 1| QPUIVOLEVIKY) GUYKEVTP®ON
800 TUmIKOV amokAicewv mave omd Tig péoeg petprioelg OD og pndevikn
déopevon, firav 0,35 pg/ml.

B.

Ewwémra

Agv mopatnpndnke onpovtiky dwactavpoduevn avtidpacn napovsio 500 ng/ml
IL-1a, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-18, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES. O
mapdv mpocdopiopds IL-1B eivor €dkdc yioo v avBpdmvn, QLOIKY Kot
avocvvdvaouévn IL-1p.

C. Akpipsra
T'IA TON IAIO IPOXAIOPIEMO METAEY AIA®OPETIKQN [IPOXAIOPIEMON
Opog N <X>+T.A A Opog N <X>+T.A A
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+ 3 23 A 20 120+ 6 49
B 10 733+ 11 14 B 20 549+ 14 25
T.A.: Tomikn andkAon, .A.: ZoVIEAESTNG SLOKDUAVONG
D. OpBo6TTO
AOKIMAZIA ANAKTHXZHX
Agiypa Mpootedeica AvaxtnOcioa |L-1p Avaxtnon
IL-1p (pg/ml) (pg/ml) (%)
Opog 1282 1196 93
605 542 0
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
Iéopa 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 %




AOKIMAZIA APAIQYXHX
Agiypa Apaioon OempNTIKN) Metpn0sica
ovykévrpawon (pg/ml) ovykévrpwon (pg/ml)
Opéc 1 - 1197
172 598 637
V4 299 320
/8 150 164
116 75 86
132 37 41
Mo 1 - 688
12 344 336
14 172 172
/8 86 87
116 43 51
132 26 22
164 13 9
1/128 4 4

To deiypota oporddnkav pe Stdlvpa apaioong detypdtmy.

E. MeoodraotTnpo peta&d g dravopng tehevtaiov Badpovopunti ko 2
dsiypotog

Onwg @oiveTonr 6T GLVEXELY, TO. ATOTEAECLOTO TOV TPOGIOPIGHOD TAPUUEVOLY

afomiota akdpo kot otav dravépetar vo deiypo 30 Aemtd petd v mpocbnkn

TOV BaBUOVOUNTOV 6TO ETGTPOUEVE COAVAPLO.

XPONIKH KA®YXTEPHXH

TO 10 hentd 20 Aentd 30 Aentd

1 1485 1575 1553 1647

2 1123 1129 1150 1228

4 592 572 595 606

5 375 391 375 375

6 1454 1429 1438 1605

500 641 583 645 658
1000 1107 1087 1158 1158
1500 1440 1261 1399 1425

F. ®awvopevo aykictpov (hook)

Agiypa mov guPfordotnke pe 1L-1B éwg 1 pg/ml diver vynidtepeg petprioeig
ontikng nukvotntag (OD) omd to onueio Tov televtaiov Bobpovounty.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAErX0X

§ Edav ta omoteAéopato tov AauPdvovtal yio tov opo gréyyov 1 fi/kot tov opod
eléyyov 2 de PBpiokovtor gvtog Tov mediov Tiwdv mov kabopiletar otV
eTikétoe  Tov  QloAdiov, To  amoteAéopato  dgv  givor  duvatd  vo
xpnoyomomBovv, ektog edv €xel dobel wavomotntikny e€fynon yw ™V
QCVUP®VICL.

§ Eav givor emBounto, ke epyactiplo umopet va dnuiovpynost ta Sikd Tov
ueiypota derypdrov edéyyov (pools), ta omoia mpémel va Srutnpovvial
KOTEYVYUEVO, 68 KAGopata/d0oe1g pog xpriong. Opoi edéyyov Tov mepiéyovy
alidio Oa emdpdoovv oty evlupukh avtidpaon Koi dgv UTOPOVV Vo,
xpnoyomombovv.

§  To kprrfipro 0modoyng yio m d10popd petold TOV SMAGY amOTEAECUGTOV
TV detypdtov 0o tpénet va Bacilovtal og opBéc epyacTNPLOKEG TPAKTIKEG.

§  Suviotdrton o1 opoi gléyyov va voPAAlovial 6 TPOGSIOPIGUO TUKTIKG MG
AyveoTo dElyIOTO Y100 VO LETPATOL 1) HETOBANTOTITA TOV Tpoodiopiopod. H
am6300M TOL TPOGOIOPIGHOY TPENEL Vo TopakolovBeitol pe doypdppoto
TOL0TIKOD ELEYYOV TV OPDV EAEYYOV.

§ Eivar xald 10 v gléyxete OMTIKG TNV TPOSOPUOYN TNG KAUTOANG TTOov
emAéyONKe and TOV VTOLOYIOTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

O ipég avtég mopéyoviar povov g odnyos. Kabe epyaoctipio o mpémel va
KaB1EpOOEL TO S1KO TOV TESIO PLUOLOLOYIKDV TIHDV.

Q¢ kafodfynon, o pécog 0poc 22 PLCIOAOYIKOY detyudtmv TAdopotog fitav 5,4
pa/ml (T.A. = 3.9) pe droxdpoavon peta&d 0 pg/ml kor 13,6 pg/ml. H pelém
SevepynOnke pe deiypato omd epeovag vym dropa pe yapunid exinedo CRP. T
Aoyovg kabodnynong, o pécog 6pog 103 guGLOAOYIKGOV detypdtmv TAGGHOTOG
frav 2,6 pg/ml (T.A. = 5,3), pe dakvpavon peto&d 0 pg/ml ko 17 pg/ml (ue
Baomn ta exatootnudpla 2,5% Emg 97,5%) H uekét Sievepyfinke pe deiypota
oL ANPONKOY VIO Ao TNPEG CLUVONKES detyaToANyiog.

XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopaleiog

Movo yia Stoyveotiky ypfion in vitro.

Ta cvotatikd avOpdTVoL aipatog Tov TEPAAUPAVOVTOL 6T0 KIT avTd £X0VV
eheyyOei pe pnebodovg eykekpuéveg oty Evpdnn ffkar and tov FDA «ot éxet
Sramiotmbel 0T givorl opvnTikd ©g Tpog v mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 xou 2. Kopio yvooti péBodog dev eivor duvotd va mapéxer mAnpn
Srac@diion Ot mapdywyo. Tov avOpdrvou aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dMeg Aowdéels. Emopévac, o xelptopdg aviidpaotnpiov, deryudtmv
0pob N mAdopatog Ba mpénel va yiverar cOUQOVA UE TIG TOTIKEG dl0dIKaGiEg TEPT
ACPOAELOG.

Oha o {oikd Ttpoidvta kon Tapdywya Exovv cuAAexfel amd vy (da. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL ad YMPeg Omov dev £xel avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mEpEyovy (oikég ovoieg Ba mpémer va avtipeTonilovion g
SVVNTIKAG LOAVGHOTIKG.

Amo@uyete kKOs emaen pe 10 dépua pe oo ta avtdpaotipla, To AvaoyeTikd
Adhopa epiéxel HoSO4, 10 ypopoyovo mepiéyet TMB og Ayebvipoppapidn, To
puOuotikd ddlvpa vrootpodpatog mepEyet HoO,. Xe mepimtwon emoagng,
TAOVETE GYOMUOTIKG e VEPO.

Mnyv komviete, pnv mivete, unv TpOTE KOl U1 YPNOWOTOLEITE KOALUVTIKG GTO
XOpo epyaciog. Mnv Slavéuete pe TTETO YPNOYOTOIOVTNG TO OTOUN OOGC.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KO YOVTLOL OGS XPTONG.
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XVIIT. NEPIAHYH TOY IPQTOKOAAOY
AEITMA(TA)
BAOGMONOMHTEX OPOI EAEI'X0Y
(M) M)
BoOpovopntég (0-5) 200 R
Agiypora, opot eELéyyov - 200
Zolevypa avt-lL-1B-HRP 50 50

Enwdote eni 2 dpeg ot Oeppokpacio dopatiov e ovveyn avadevon otig 700 rpm).
AvappopiioTe TO TEPLEYOHEVO KGOE VTOSOYNG.
IMovete 3 popés pe 400 pl drardpoarog TAOONG KOt AVOPPOPHOTE.

Amokaivntikd Atdhopo ‘ 200 ‘ 200

Enmdote eni 15 hentd o Oeppokposio dopatiov pe cuveyn avadevon otig 700 rpm.

Avaoyetiko didiopa ‘ 50 ‘ 50

AwPaote 6 GLOKEVT OVAYVMONG TAAKMY HIKPOTITAOIOTNONG KOl KATOYPAWTE TNV
anoppéenon kae vrodoyng ota 450 Nm (kow 490 nm) évavtt 630 (1 650 nm)

Ap. katoddyov DI Asource: ApBuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KAP1211 1700434/el 090505/1

nuepounvia avadedpnong : 2009-05-05



P.I. Number : 1701000

Revision nr 070716

Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

f ] Storage temperature Température de conservation
: Use by Utiliser jusque

LoT] Batch code Numéro de lot

[FEF] Cata ogue number Référence de catal ogue
[BOHTROL] Control Controle

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

Wash solution concentrated Solution de lavage concentrée
CAL 0 Zero calibrator Cadlibrateur zéro
CAL N Calibrator # Calibrateur #
CONTROL | N Control # Controle#
Ag | 128l Tracer Traceur
A | sl Tracer Traceur
Ag | 1251 | cone Tracer concentrated Traceur concentré
A 125 | CONC Tracer concentrated Traceur concentré
j Tubes Tubes
INC | BUF Incubation buffer Tampon dincubation
ACETONITRILE Acetonitrile Acétonitrile
SERUM Serum Sérum
DL | sPE Specimen diluent Diluant du spécimen
DL | BUF Dilution buffer Tampon de dilution
ANTISERUM Antiserum Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunoadsorbant

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

ELU | SON Elution solution Solution d’elution
GEL Bond Elut Silica cartridges Cartouches Bond Elut Silica
PRE | SOLN Pre-treatment solution Solution de pré-traitement

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré
CONJ | BUF Tampon conjugué

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

CHROM | TMB Chromogenic TMB solution Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Substrate buffer Tampon substrat
STOP | SOLN Stop solution Solution d’ arrét
INC | SR Incubation serum Sérum dincubation
BUF Buffer Tampon
Ab AP AP Conjugate AP Conjugué
SuB | PNPP Substrate PNPP Tampon PNPP

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate Concentré streptavidine HRP
NS8 Non-specific binding Liant non spécifique
2nd Ab 2nd Antibody Second anticorps
ESEE Adidification Buffer Tampon dacidification
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Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

owom] Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek In Vitro Diagnostikum

| Fabrikant Hersteller

[ Inhoud vol doende voor <n> testen Ausreichend fir <n> Ansétze

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Nulkalibrator Null kalibrator
CAL N Kalibrator # Kalibrator #
CONTROL | N Controle# Kontrolle #
Ag | 128l Tracer Tracer
A | sl Tracer Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
j Buisies Rohrchen
INC | BUF Incubatiebuffer Inkubationspuffer
ACETONITRILE Acetonitrile Azetonitril
SERUM Serum Humanserum
DL | sPE Specimen diluent Probenverdiinner
DL | BUF Verdunningsbuffer Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdunner Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Reconstitutieopl ossing Rekonstitutionsl6sung
Polyethyleen glycol Polyethylenglykol

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

GEL Bond Elut Silica kolom Bond Elut Silikakartuschen
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing Vorbehandlungsl 6sung
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing Neutralisierungsl dsung
TRACEUR | BUF Tracerbuffer Tracer-Puffer

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

Ag | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Conjugaat buffer Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB Farblésung TMB

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

BIOT | CONJ | CONC Geconcentreerd Biotine conjugaat Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID | HRP | CONC Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat Avidin-HRP-Konzentrat
ASS | BUF Assay buffer Assaypuffer

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

NS8 Aspecifieke binding Unspezifische Bindung
2nd Ab 2de antilichaam Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

: Utilizzare entro Fecha de caducidad
Lot Numero di lotto Codigo delote
[FEF] Numero di catalogo NUmero de catédl ogo
[BOHTROL] Controllo Control
owom] Dispositivo medico-diagnostico in vitro Producto sanitario paradiagndstico in vitro
ﬂ Fabbricante Fabricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

CAL N Standard # Calibrador #
CONTROL | N Controllo # Control #

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

DL | SPE Diluente campione Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampone diluizione Tampén dedilucion
ANTISERUM Antisiero Antisuero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente Inmunoadsorbente

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR | BUF Tracer Buffer Tamp6n de trazador
Piastradi microtitolazione Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ab | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada
Ag | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

SuB | BUF Tampone substrato Tampoén de sustrato
STOP | SOLN Soluzione di arresto Solucion de Parada
INC | ser Incubazione con siero Suero de Incubacion
BUF Buffer Tampén
Ab AP AP Coniugato AP Conjugado
SUB | PNPP Substrato PNPP Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion
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Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

f ] Temperatura de conservaggo Forvaringstemperatur
= Utilizar antes de Anvénds av
LoT] Cédigo de lote Lotnummer
[FEF] NUmero de catédl ogo Katal ognummer
[BOHTROL] Controlo Kontroll
KL Dispositivo médico de diagndstico in vitro In vitro diagnostiskt kit
Fabricante Tillverkare

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

CAL 0 Calibrador zero Nollkaibrerare
CAL N Calibrador # Kalibrator #
CONTROL | N Controlo # Kontroll #
Ag | 1251 Marcador Radioisotop, antigen
Ab 1251 Marcador Radioisotop, antikropp
Ag | 125 | conc Marcador concentrada Radioisotop, antigen koncentrerad
Ab | 1251 | CONC Marcador concentrada Radioisotop, antikropp koncentrerad
1 Tubos Ror
INC | BUF Tampéo de incubagéo Inkuberingsbuffert
ACETONITRILE Acetonitrilo Acetonitril
UM Soro Serum
L Diluidor de espécimes Spadningsbuffert for prover
Tampéo de diluicdo Spédningsbuffert
ANTISERUM Anti-soro Antiserum
Imunoadsorvente Immunoadsorberare

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

REC | SOLN Solucdo de Reconstitui¢éo Rekonstitutionslsning
Polietileno-glicol Polyetylenglykol

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador Tracerbuffert
Placa de micro titulagéo Microtiterplatta
A | HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ag HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ab | HRP | conc HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
Ag HRP | CoNC HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
cons | BUF Conjugue o tamp&o Konjugatbuffert

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

SUB | BUF Tampéo de substrato Substratbuffert
STOP | SOLN Solugéo de Paragem Stopldsning
INC [ SR Soro deincubaggo Inkubationsserum
BUF Tampéo Buffert
Ab AP AP Conjugagéo AP-konjugat
SUB | PNPP Substrato PNPP Substrat-PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

NSB Ligagdes n&o especificas -
2ndAb Anticorpo secundério -
ESEE -
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Enrelijynon ov OV

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

: Hypepopmvia Anéng Anvend inden
LOT Ap1Opdg Toptidog Batchkode
[FEF] ApBpdg Kataddyon Katal ognummer
ECATROL] Tpotvmo eréyyov Kontrol

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

CAL N BaBpovopntig # Kalibrator nr.
CONTROL | N Opodg eréyyov # Kontrol nr.

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
A 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
'] ZoMvapla Tuber

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

DIL | cAL Apowtikd Babpovountédv Kalibratordiluent
REC | SOLN Awhopa ovecvoTaong Rekonstitueringsopl gsning
PEG ToAvatbvievoyAvkoin Polyetylenglykol
EXTR | SOLN Awdhopa exydiong Ekstraktionsoplgsning
ELU | SOLN Awdhopa Ekhovong Elueringsopl gsning
GEL Dvoryyeg moprtiov Bond Elut Patroner med bindingselueringssilica
PRE | SOLN Forbehandlingsopl gsning

NEUTR | SOLN Awdhopa e€0vdetépmong Neutraliseringsopl@sning
TRACEUR | BUF PuBuiotikd dddvpa Markerbuffer
TTAGKo LkpoTThodoToNg Mikrotiterplade
Ab | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ag | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ab | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
Ag | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Pubpiotikd didhvpo ovledypatog Konjugatbuffer
CHROM | TMB | CONC Xpopoyovog TMB Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Audhopa ypopoyovov TMB Kromogen TM B-opl gsning
SUB | BUF Pubpiotikd didAupio VTOGTPMUOTOG Substratbuffer
STOP | SOLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo Stopopl gsning
INC | SR Opdg emdaong Inkubati onsserum
BUF PouBuiotikd dddvpa Buffer
Ab AP AP Z0levypo AP-konjugat
SUB | PNPP PNPP vrtoctpdpatog Substrat PNPP

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

SAV | HRP | CONC Topmvkvopévn otpentafidivy cuvetevypuévn pe HRP -
N8 un-edikn déopevon -
2nd Ab 20 Avticopo -

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

f ] Temperatura przechowywania Térolasi homérséklet
: Zuzy¢ przed Lejérati id6
LT Kod serii Gyértési kod
[FEF] Numer katal ogowy Katal 6gus szam
ECHTROL] Kontrola Kontrol
v o Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro In vitro diagnosztikai eszkdz

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

CAL 0 Kalibrator zerowy Zero kalibrétor
CAL N Kalibrator nr Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrolanr Kontrol #

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

1 Probowki Csbvek
INC | BUF Wymegana i nkubacja buforu Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitryl Acetonitril
UM Surowica Szérum
L Rozcienczalnik probki Mintahigitd
Bufor do rozcienczania Higito puffer
ANTISERUM Antysurowica Antiszérum
Immunoadsorbent Immunadszorbens

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

REC | SOLN Roztwor do rozcienczania Mintael 6készité ol dat
Glikol poli(oksy)etylenowy Polietilén glikol

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

TRACEUR | BUF Bufor znacznika Nyomjelz6 izotdp higitd puffer
mikroptytka Mikrotiter lemez
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ab | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentrétum
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentratum
CONJ | BUF Bufor do koniugacji Konjugéatum puffer

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

SUB | BUF Bufor substratu Szubsztrét puffer
STOP | SOLN Roztwér zatrzymujacy reakcje Stop oldat
INC | SR Wymegana i nkubacja surowicy Inkubéci 6s szérum
BUF Bufor Puffer
Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej) AP konjugétum

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP Sztreptavidin HRP koncentrétum
NSB Wiazanie nieswoiste Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Drugie przeciwciato Mésodlagos €llenanyag
[aco [ sur | Bufor zakwaszajacy Savas puffer




P.I. Number : 1701000

H3n0,3BaHU CUMBOJIH

il BuskTe nHCTpyKIMATa 32 paboTa
f Temneparypa Ha CbXpaHeHHE
L o
- Hsnonsgaiite ¢
LOT IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop
CAL N KanuGpartop #
CONTROL | N Kontpon #

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

A 1251 | CONC KoHueHTpupan Mapkep
1 EnpyseTku
INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI
SERUM Cepym
DIL | SPE Paspenuren 3a npodure
oL | BUF Bybep 3a paspexnane
AHTHCEPYM
HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

CoNJ | BUF Bydep 3a kontorara
CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konueHTpar
CHROM | TMB Xpowmorenen TMB pasteop

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

Lo | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

NSB He crienu(uIHO CBbp3BaHe
2ndAb BTOPO aHTHTSUIO
| ACID | BUF |

KHcenuHu3upai oydep
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