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IL-1B-EASIA

I.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Interleukin 1p (IL-1p) 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 du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

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

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-1a and IL-1R, 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.Membrane-bound IL-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 IL-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-1R, 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-18 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-1B 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-1R 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 (MADs) directed against 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) is added and incubated. The reaction 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 the IL-1p concentration.

A calibration curve is plotted and IL-1p 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 Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with 96 96 wells blue Ready for use
anti IL-1p (monoclonal
antibodies) coated wells
1 vial red Ready for use
Ab HRP 6ml
Conjugate: HRP labelled anti-IL-13
(monoclonal antibodies) in TRIS-
Maleatel buffer with bovine serum
albumin and thymol
CAL - Gvials | yellow | Add 2 ml distilled
lyophil. water
Calibrator N=0to5
(see exact values on vial labels) in human
serum, benzamidin and thymol
3 vials black Add distilled water
DIL SPE lyophil. (see on the label for
the exact volume)
Specimen Diluent: human serum,
benzamidin and thymol
1 vial brown Dilute 200 x with
| WASH | SOLN |CONC | 10 ml distilled water (use
Wash Solution (Tris-HCI) a magnetic stirrer).
2 vials silver Add 2 ml distilled
Controls - N =1 or 2 in human serum,
benzamidin and thymol
1 vial green Dilute 0.2 ml into 1
|CHROM| TMB |CONC| 1ml vial of substrate
buffer
Chromogen TMB
(Tetramethylbenzydine) in
Dimethylformamide
3 vials white Ready for use
SuB BUF 21 ml
Substrate buffer: H,O, in acetate / citrate
buffer
1 vial black Ready for use
STOP SOLN 6ml
Stopping solution: H,SO, 1.8N

Note: 1. Use the specimen diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 100 mIU of the
NIBSC 1" 1S 86/680.

VI.

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.
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High quality distilled water

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

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for Microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm, 490 nm and 650 hm
(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 XIL.A.) can be
purchased from Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

REAGENT PREPARATION

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

Specimen Diluent: Reconstitute the specimen diluent to the volume
specified on the vial label with distilled water.

Working 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
vials of substrate 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 the vial label, if kept at 2 to 8°C.

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

After reconstitution, calibrators, controls and specimen diluent are stable
for 4 days at 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. If 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, all samples should be at room temperature. It is
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-1B 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.

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 samples in 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 resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

Secure the strips into the holding frame.

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

Pipette 50 pl of anti-IL-1B-HRP conjugate into all 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
XI.

CALCULATION OF RESULTS

Polychromatic Reading:

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

The plate is first 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’s up to 10.

The principle of polychromatic data processing is as follows:

=  Xi=0Dat450nm

= Yi=0Dat490 nm

. Using a standard unweighted linear regression, the parameters A &
B are calculated : Y = A*X + B

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

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

= A4 parameter logistic curve fitting is used to build up the calibration
curve.

. The IL-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-13
(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 assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function curve
fitting is recommended.

XIl. TYPICAL DATA

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

IL-1B-EASIA OD units Polychromatic
model
Calibrator 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

XI1l. 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
above the 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-1o,
IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, TNF-B, IFN-B, IFN-y, TGE-B,
GM-CSF, OSM , MIP-10, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES. This IL-18
assay is specific for human natural and recombinant IL-1R.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+*SD cVv Serum N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2.3 A 20 120+ 6 4.9
B 10 733+11 14 B 20 549 + 14 2.5

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy

RECOVERY TEST

Sample Added IL-1B Recovered IL-1B 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 171 - 1197
12 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 171 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 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 calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated

wells.
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-1p up to 1 pg/ml gives higher OD’s than the last
calibrator point.

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

. If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplo results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
L] It is recommended 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.
L] It is good 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 all 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 cosmetics in 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
(U] ()
Calibrators (0-5) 200 R
Samples, Controls - 200
Anti-IL-1p -HRP conjugate 50 50

Incubate for 2 hours at 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.

Revelation Solution 200 200

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

Stop Solution 50 50

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

DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr:
KAP1211 1700434/en 110221/1
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

IL-1B-EASIA

I.  BUT DU DOSAGE

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

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nomdu produit : DIAsource IL-1B-EASIA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1211: 96 tests

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

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

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A.  Activités biologiques

L’interleukine-1 humaine (IL-1) est un médiateur-clé de la réponse de I’hdte a différentes infections, inflammations et
défis immunologiques. Deux polypeptides distincts, les IL-1a. et IL-1pB, servent d’intermédiaires aux activités biologiques
de I’IL-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 I’IL-1 sert d’intermédiaire. Les sources primaires d’IL-1 sont les monocytes sanguins et les macrophages
tissulaires. D’autres cellules spécialisées, comme les lymphocytes T et B, différentes cellules épithéliales, endothéliales et
certaines cellules mésenchymateuses, peuvent également produire de I'TL-1. L’IL-1p est la forme 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 n’ayant 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 immunologiques. Cette cytokine
joue un role essentiel dans I’activation des cellules T, fournissant un des signaux nécessaires a la production de 1’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 1’activité procoagulante des cellules
endothéliales, etc.). La plupart de ces activités sont directement imputables a I’IL-1f, mais d’autres sont médiées en
collaboration avec d’autres cytokines comme 1’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-1f et son réle 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-1f 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 aprés I’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 tumorale étendue. Cet immuno-essai pour I’'IL-1f est donc un outil important pour étudier 1’activation des
macrophages et investiguer le role de I’IL-1pB dans différents processus immunitaires et inflammatoires (physiologiques et
pathologiques).

I



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource IL-1B-EASIA est une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des microplaques. L’analyse utilise
des anticorps monoclonaux (AcM) dirigés contre des épitopes distincts de I’IL-
1B. Les calibrateurs et les échantillons réagissent avec l’anticorps de capture
monoclonal (AcM 1) recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM
2) marqué avec la peroxydase (HRP). Aprés une période d’incubation permettant
la formation d’un sandwich: AcM 1 recouvert — IL-1f — AcM 2 — HRP, la
microplaque est lavée afin d’enlever ’anticorps libre marqué enzymatiquement.
L’anticorps li¢é marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction
chromogénique. Une solution chromogénique (TMB — H,O,) est ajoutée et
incubée. La réaction est arrétée avec I’addition de Solution d’arrét et la
microplaque 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 a la concentration en IL-1f.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en IL-1B 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 sophistiquée (réduction de données polychromatique)
résultent en une haute sensitivité dans la portée basse et en une portée de
calibration étendue.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Microplaque de titration 96 puits bleu Prét a ’emploi

avec 96 puits recouvert
d’anti IL-1f (anticorps
monoclonal)

HRP 1 flacon Rouge | Préta I’emploi
6 ml
Conjugué: anti-IL-1B marqué avec de
I’HRP (anticorps monoclonal) dans
un tampon TRIS-maléate avec de
I'albumine bovine et du thymol
CAL - 6 flacons Jaune Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée
Calibrateur N=0a5
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum humain avec
de la benzamidine et du thymol
DIL SPE 3 fla(_:qn§ Noir Ajo_utgr de !’eau
lyophilisés distillée (voir le
Diluant du spécimen dans du sérum ;/’qltl_imetfxact sur
humain avec de la benzamidine et du etiquette)
thymol
1 flacon Brun Diluer 200 x avec de

WASH | SOLN |CONC| s .
| 10 ml I’eau distillée (utiliser

un agitateur
magnétique).

Solution de Lavage
(Tris-HCI)

2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’eau

lyophilisés distillée

Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum

humain avec de la benzamidine et du

thymol

| CHROM | ™8 | cone 1 flacon Vert Diluer 0,2 ml dans 1
L o] 1ml flacon de tampon

Chromogene TMB substrat

(Tetramethylbenzydine) dans

Dimethylformamide

B BUF 3 flacons Blanc Prét a ’emploi
v v 21 ml

Tampon substrat: H,0, dans tampon
acétate / citrate

1 flacon Noir Prét a I’emploi
STOP | SOLN 6 ml

Solution d’arrét: H,SO4 1.8N

Note: 1. Utiliser le Diluant du spécimen pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent & 100 mIU du

NIBSC 1" IS 86/680.

2. VL MATERIELS NON FOURNIS

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

1.
2.
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Eau distillée d’une haute qualité

Pipettes pour distribuer: 50 pl, 200 pl, 1 ml et 10 ml (I'utilisation de
pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de microplaques horizontal capable de 700 rpm + 100 rpm
Laveur de microplaques

Lecteur de microplaques capable de lire & 450 nm, 490 nm et 650 nm (en
cas de lecture polychromatique) ou capable de lire & 450 nm et 650 nm
(lecture monochromatique)

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

PREPARATION DES REACTIFS

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

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

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

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.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

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

Aprés reconstitution, les calibrateurs, le Diluant du spécimen et les controles
sont stables pendant 4 jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de
stockage, des aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —
20°C pendant 2 mois. Eviter des cycles de congélation et décongélation
successifs.

La Solution de Lavage concentrée est stable a température ambiante jusqu’a
la date d’expiration.

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

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

La Solution de Révélation qui vient d’étre préparée est stable, avant
I’utilisation, pour 15 minutes au maximum a température ambiante et doit
étre jetée apres.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Le sérum doit étre débarrassé le plus rapidement possible du caillot de
globules rouges aprés coagulation et centrifugation. 1l doit étre conservé a
4°C. Si les échantillons ne sont pas tout de suite utilisés, ils doivent étre
conservés a -20°C, au maximum pendant 2 mois, et a -70°C pour une
période plus longue (maximum un an).

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Avant I’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre a température
ambiante. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.
Les conditions 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 le matériel de prélevement ne stimulent la
production d’IL-1B par les cellules sanguines et ne fassent faussement
augmenter les taux plasmatiques d’IL-1f.

Les tubes de prélevement doivent étre pyrogen-free. Le plasma peut étre
prélevé sur de ’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.

MODE OPERATOIRE

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

Mélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Réaliser les calibrateurs, les contréles 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’arrét,
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 les temps d’incubation.

Afin d’éviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon doit étre limité au délai indiqué a
la section XI1I paragraphe E (Délai).

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la Solution de Révélation dans les 15 minutes apres le lavage de
la microplaque de titration.

Eviter exposition & la lumiére du soleil lors de I’incubation avec la
Solution de Révélation.

Mode opératoire

Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccatif et gardées a 2-8°C.

Placer les barrettes dans le support.

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

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

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

Aspirer le liquide de chaque puits.

Laver la plaque 3 fois en:

= distribuant 0.4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits

= aspirant le contenu de chaque puits

Pipeter 200 pl de la Solution de Révélation qui vient d’étre préparée dans
chaque puits dans les 15 minutes apres la phase de lavage.

Incuber la microplaque pendant 15 minutes a température ambiante dans
un agitateur horizontal mis a 700 rpm + 100 rpm, éviter exposition a la
lumiere du soleil.

Pipeter 50 pul de la 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

Lecture polychromatique:

En ce cas, le software ELISA-AID™ fera le traitement des données.

La plaque est lue d’abord a 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™ manceuvrera le lecteur automatiquement et

intégrera les deux lectures dans un modéle polychromatique. Cette

technique peut générer des DO jusqu’a 10.

Le principe du traitement de données polychromatique est le suivant:

= Xi=DOa450 nm

. Yi=DO a490 nm

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

= Si Xi<3unités DO, X calculé = Xi

= Si Xi>3unités DO, X calculé = (Yi-B)/A

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

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

Lecture bichromatique

Lire la plaque & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les DO
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en IL-1p (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 chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systéme
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’utiliser la fonction « 4 parametres » du lissage de courbes.

XIl.  DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe d’étalonnage.

IL-1B-EASIA Unités DO modele
polychromatique

Calibrateur 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

X11l. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été 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 déterminée a la
fixation zéro, était de 0,35 pg/ml.

B. Spécificité

On n’a pas constaté de réaction croisée significative en présence de 500 ng d’IL-
la, 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 et RANTES.
Ce dosage de I'IL-1B est spécifique de I’IL-1B humaine naturelle 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 4,9
B 10 733+11 1,4 B 20 549 + 14 2,5

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

Echantillon IL-1B ajoutée IL-1B récupérée Récupération
(py/mi) (pg/mi) %)
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 DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) pg/ml)
Sérum 11 - 1197
1/2 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 11 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4

Les échantillons ont été dilués avec le Diluant du spécimen.



E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme quand un

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

avec I’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'IL-1p jusqu’a 1 pg/ml donne des DO
supérieurs au dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

. Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de I’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 les pratiques de laboratoire courantes.

= On recommande que les contrbles 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 contrdle de qualité des controles.

=  On recommande de vérifier visuellement la courbe sélectionnée par
I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres fourchettes de valeurs normales.

A titre indicatif, la moyenne de 22 sérum normaux était de 5,4 pg/ml (SD = 3,9)
et la fourchette des valeurs se situait entre 0 pg/ml et 13,6 pg/ml. Cette étude a été
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
prélevement, était 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 été 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
complete 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 locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. La Solution d’arrét contient de
I’H,SO,, le chromogéne 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.
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XVII1.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(uh) CONTROLES
(CU)
Calibrateurs (0-5) 200 R
Echantillons, Contréles - 200
Conjugué Anti-1L-13-HRP 50 50

Incuber pendant 2 heures a température ambiante avec agitation continue a 700 rpm.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution de Révélation 200 200

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

Solution d’arrét 50 50

Lire sur un lecteur de microplaques et enregistrer ’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm) et 490 nm (contre 630 ou 650 nm)
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Vor Gebrauch des Kits lesen 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.

Il.  ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource IL-1B-EASIA Kit
B. Katalognummer : KAP1211: 96 Tests

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

Fur technische Unterstitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11.  KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitat

Humanes Interleukin-1 (IL-1) ist der Schliisselmediator fiir die Entziindungsantwort Antwort auf unterschiedliche
infektidse, endziindliche oder immunologische Abldufe. Zwei verschiedene Polypeptide, IL-1o und IL-1R, sind als
Mediatoren verantwortlich fur die biologischen Aktivitdten von IL-1 und binden am selben Oberflachenrezeptor der
Zelle. Beide sind urspriinglich synthetisiert als 31-kDA intrazelluldre Zwischenprodukte, die anschlieBend als reife
Proteine von 17 kDA im Monozyteniiberstand gefunden werden. Membrangebundenes IL-1 wurde auch so beschrieben
und ist moglicherweise fiir einen Teil der durch IL-1 vermittelten lokalen Effekte verantwortlich. Die urspriinglichen
Quellen des IL-1 sind Blutmonozyten und Gewebsmakrophagen. Andere spezialisierte Zellen wie T- und B-
Lymphozyten, unterschiedliche epitheliale, endotheliale und einige mesenchymale Zellen konnen ebenfalls 1L-1
produzieren. IL-1R ist die Hauptform , sekretiert von Monozyten und Makrophagen, welche als Hauptquelle des
zirkulierenden (Plasma) IL-1angesehen werden. Unterdriickungen der Aktivitat von IL-1 wurden bei Plasma und anderen
biologischen Flissigkeiten beschrieben. IL-1 beeinflusst verschiedene unverbundene Gewebe und ist ein Hauptvermittler
der “akuten Phase” der inflammatorischen Antwort des Organismus, die charakterisiert wird durch die Veranderung der
metabolischen, endokrinologischen und immunologischen 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 entziindlicher 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 Prokoagulanzaktivitat der endothelialen Zelle etc.)
einwirkt. Die meisten dieser Aktivitaten werden direkt IL-1B 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 Aktivitat 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 Gelenkergtissen einiger Patienten
mit rheumatischen oder nicht-rheumatischen, entziindlichen Gelenkserkrankungen, bei Infektionen pleuraler oder
peritonealer Flissigkeiten, in der Drainageflussigkeit 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 enthommen wurde, gefunden wird, wird von erhdhten Werten im Kreislauf von
fiebrigen oder septischen Patienten, Patienten mit Crohn-Krankheit, wahrend Transplantatabstoung, 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 erndhrten Patienten und solchen, die unter groRen Krebstumoren leiden, gezeigt. Daher ist dieser Immunoassay
fur IL-1B ein wichtiges Werkzeug zur Untersuchung der Makrophagenaktivierung und zur Erforschung der Rolle des IL-
1R bei verschiedenen (physiologischen oder pathologischen) Immun- und Entziindungsprozessen.



IV.  GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource IL-1B-EASIA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat. Derr Assay benutzt
monoklonale Antikdrper (MADs), die gegen verschiedene Epitope von IL-18
gerichtet  sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméren
monoklonalen Antikdrper (MAkK 1), mit dem die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikdrper (MAK 2), der mit
Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach einer Inkubationsphase bildet
sich ein Sandwich-Komplex: MAKk 1 - IL-1f - MAk 2 - MRP; nicht gebundene
enzymbeschriftete Antikdrper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte
entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikorper werden durch eine
Farbreaktion gemessen. Farblosung (TMB — H,0;) wird hinzugefiigt und
inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplésung beendet und
die Mikrotiterplatte wird bei addquater Wellenlédnge ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur IL-1B-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die IL-1B-Konzentration in den
Proben wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Die
Verwendung des EASIA-Lesegerats (Linearitdt bis zu 3 OD-Einheiten) und eine
komplexe Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergeben
eine hohe Sensibilitat im niedrigen Bereich und einen breiten Kalibrationsbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb- Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96 Wells Blau | gebrauchsfertig
96 anti IL-1p-
beschichtete Wells
(monoklonale
Antikorper)
HRP 1 Geféal Rot gebrauchsfertig
6 ml
Konjugat: MRP beschriftete Anti-
IL-1B (monoklonale Antikdrper)
in TRIS-Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin und Thymol
CAL 6 GefaRe Gelb 2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kalibrator - N =0 bis 5
(genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Humanserum mit
Benzamidin und Thymol
bIL SPE 3 Gefale Schwarz | Dest. Wasser zugeben(
lyophilisiert das exakte Volumen
Probenverdiinner: Humanserum b'ttte gem Etikett
mit Benzamidin und Thymol entnehmen)
|WASH| SOLN |CONC| 1 GefalR Braun | 200 x mit dest. Wasser
10 mi verdiinnen
Waschlosung (Tris-HCI) (Magnetrihrer
benutzen).
2 GefaRe Silber | 2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanserum mit Benzamidin und
Thymol
| cHroM | TmB | cone 1 GefaR Griin 0,2 ml in 1 Flaschchen
1ml Substratpuffer
Chromogenes TMB verdinnen
(Tetramethylbenzydin) in
Dimethylformamid
SUB BUE 3 Gefale Weill | gebrauchsfertig
Substratpuffer: H,0, in Azetat- 21ml
[Zitratpuffer
1 GefaR Schwarz | gebrauchsfertig
6 ml
Stopplosung: H,SO4 1,8N

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Probenverdinner zur Probenverdiinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist aquivalent zu 100 mIU des
NIBSC 1% IS 86/680.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pul, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von
Prazisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Nookw
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Vortex Mixer

Magnetrihrer

Horizontaler Schuttler fur Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm £ 100 rpm
Waschgerét fir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerét zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und 650
nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm
und 650 nm (monochromatische 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

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.
Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.
Probenverdunner: Rekonstituieren Sie den Probenverdunner bis zu dem
genau auf dem Ettikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest.
Wasser

Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes VVolumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschlésung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichméaBigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschlésung am Ende des Tages weg.
Substratldsung: Pipettieren Sie 0,2 ml chromogenes TMB in eine 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 bei 2°C bis 8°C
stabil.

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

Frisch zubereitete Waschlfsung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.

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

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

bis zum

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

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

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Vor Gebrauch missen alle Proben Raumtemperatur
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

Die Bedingungen der Probennahme kdnnen Werte beeinflussen, weshalb
strenge VorsichtsmaBnahmen wahrend des Sammelns ergriffen werden
missen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die IL-1B
Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Plasma IL-13 Werte
falschlich steigerrn kdnnten, zu vermeiden.

Sammelréhrchen diirfen kein Pyrogen enthalten. Plasma kann mit sterilen
EDTA gesammelt und nach der Zentrifugation schnell getrennt werden.
Vom Gebrauch von Heparin-Rohrchen wird abgeraten, da Heparin-Chargen
des dfteren mit Pyrogen kontaminiert sind.

erreichen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder
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 Schutteln
oder Ruhren.

Fuhren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehalter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

dessen Komponenten nicht nach

Waschldésung  reinen
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Verwenden Sie zur Pipettierung der Substratlésung und der Stopplésung
keine Pipetten mit Metallteilen.

Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von frilheren Durchldufen.

Pipettieren Sie die Substratlésung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschen der Mikrotiterplatte.

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

Durchfuhrung

Wihlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen flr den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°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-1L-1B-MRP-Konjugat in alle Wells.

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

Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well

. saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab

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

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei Raumtemperatur auf
horizontalem Schittler bei 700 rpm + 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 50 pl der Stopplésung in jeden 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
wie in Abschnitt X1 beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Polychromatische Auswertung:

In diesem Fall 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 erfolgt 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 ODs bis 10 erstellen.

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie

folgt:

L] Xi = OD bei 450 nm

. Yi = OD 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

L] Die Kalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter
logistischen Kurve erstellt.

= Die IL-1p-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 Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fir 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 fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.

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

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

IL-18-EASIA OD Einheiten

Polychromatisches Modell

Kalibrator 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

X LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A Nachweisgrenze

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

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
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-la, 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
und RANTES. Dieses IL-1B Assay ist spezifisch fiir humanes natiirliches und
rekombinantes IL-1p.

C. Prazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD CVv Serum N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127+3 2,3 A 20 120+ 6 4,9
B 10 733+11 1,4 B 20 549 + 14 2,5

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. IL-1p Wiedergef. IL-1p Wiedergefunden
(pg/mi) (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
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 171 - 1197
12 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
Plasma 11 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4

Die Proben wurden mit Probenverdiinner verdiinnt.



E. Zeitverzogerung 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 Rohrchen 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-1P bis zu 1 pg/ml liefert hohere Messwerte als der letzte
KalibratormeRwert.

XIV  INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

L] Falls zusétzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stdren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

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

. Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routineméRig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitatskontrollkarten der Kontrollen tberpriift
werden.

L] Es hat sich bewéhrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu iberpriifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE

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

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

Der Mittelwert von 103 normalen Plasmaproben, gesammelt unter strengen
Sammelbedingungen lag bei 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).

XIl. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBsSAG,
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 stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

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

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthélt H,SOs,
Farblosung enthédlt TMB in Dimethylformamid, Substratpuffer enthélt H,0,. Bei
Kontakt grindlich mit Wasser spilen.

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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XVII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
(")) KONTROLLEN
(u1)
Kalibratoren (0-5) 200 R
Proben, Kontrollen - 200
Anti-IL-1B-MRP Konjugat 50 50

2 Stunden bei Raumtemperatur unter standigem Schatteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschlésung waschen und absaugen.

Substratldsung 200 200

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

Stoppldsung 50 50

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

DIAsource Katalognummer : Beipackzettelnummer: Or'i\lguirr:;rlT;Tjrnglrne'
KAP1211 1700434/de 1102211
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IL-1B-EASIA

I.  XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

AvocoevQUUOUETPIKOG  TPOGAIOPIGHOS Yy TV iN VIitro  mocotiky pétpnon g avlpdmvng
wreprevkivne-1p (IL-1B) og opd kon TAGo o

Il. T'ENIKEX IINHPO®OPIEX

A Epmopuc) ovoposia: Kur IL-1B -EASIA ¢ DIAsource
B. ApOpog kotardyov: KAP1211: 96 mpocdiopiopol
T. Kataokegvaleton omo tv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Ta teyvikn Bondera 1| TAnpogopics oyxeTIKA pe Tapoyyehieg ETMKOIVOVIOTE OTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Pog: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBAOPO

A.  Bioloyikny opdon

H ovOpomvn wrephevkiv-1 (IL-1) eivor évog pecolapntic-khedi oy oavtidpoon tov Eeviot og SLAQOpeg AOUADSEL,
QAEYLOVDIELG KOl OVOGOAOYIKEG TTPOKANGELS. Avo dwakpitd moivmentidia, n IL-1a kot 1 IL-18, pecorafovv otig Prokoyucég
dpaoeig g IL-1 kot Tpocdévovtar 6Tov 1310 KUTTUPIKO EMPAVELNKO VITOSOYEN. APPOTEPES GUVTIOEVTAL PYIKA (G EVOOKVTTAPLEG
mpodpopeg Lopeég peyébovg 31-kDA, ot omoieg axorovBmg avevpiockoviar og dpiues mpwteives Twv 17 kDA og vrepkeipeva
povokvttdpmv. ‘Exetr emiong meprypaget 1 deopevpévn oe pepfpaveg IL-1, n omolo evdéyeton va emdyet opiopéveg and Tig
pecoraBovpeves and IL-1 tomucég emdpdoeic. Ot kopieg Tnyés g IL-1 givon Tar LovokOTTOPO TOV CUULOTOG KOl TO LAKPOPAYOL
TV 10Tdv. AMa e€edikevpévo kotTapa ommg to T- kot B-Aepgpokidttopa, didpopa emOniiokd, evoodniakd kot opiopéva
peceyyopoTikd kOTTapo pmopovv emiong va mopdyovv IL-1. H IL-1B eivon n kdpio pope1| mov ekkpivetor amd to LovoKOTTAPO.
KO TO LOKPOQEAYOL KOt TOL OTt0i0L TOTEVETOL TG ATOTEAOVV TIC KVUPLEG MNYES TNG KUKAO®OPOVGag 6To TAdopa IL-1. Avactoréc
™G dpactnpomrtag g IL-1 €xovv meprypagel oto mAdopo kot oe dAio Broroywkd vypd. H IL-1 emnpedlet apretoig pn
oeTOUEVOLG 10TOVG Kot amoTeLel KOPLO HecoAaPnT TV QAEYLOVOIOV avTidphoemy «ofelag eaonc», mov yopoaktmpilovtot
amd aAAOYEG TOV UETOPOAK®MY, EVOOKPIVOLOYIK®OV KOl AVOGOAOYIKOV Agttovpyldv. H cuykekpyévn kuttapokivny dradpapatilet
OVGLUOTIKO POAO GTNV EVEPYOTOINGT TV T-AEUPOKVTTAP®OV, TOPEXOVTAG VA O TO ATOPAITNTO GTLATO YiaL TV Tapaymyn 1L-2
(owéntikds mapdyoviog tv T-Aepgokuttdpov). Amotelel Tov KOPO HEGOAAPNTH TOV S1SIKAGIOV GAEYHOVIAG OpMOVTAG GTO
veupkd ovotnpa (Topetds, Vvog, avopeia), o€ KOTTAPO TPOEPKOUEVO OO TOV 0GTIKO HLEAD (ynueotasio kaun evepyonoinon
0VOETEPOPILOV, LOVOKVTTAPOV KOl AEUPOKLTTAP®OV) KOl G OAPOPOVS 16TOVG (TOAATANCIAGHOS VOBAAGTAOVY, OToppOPNon
BepéMav ovotdV YOVIPOL KAl 0GTMV, TOAAUTANCLUGUOG VEVPOYAOLIKAV KUTTAP®VY, JLEYEPCT| TG TPOTNKTIKNG AElTovpYiag TV
evo0ONAaKOV KuTTdpov K.6.) o T1g Tepiocdtepes omd avtég Tig Spaotnplotnreg aueco vevbvvn eivar n IL-1B, @otdéco dideg
pecolafovviol oe cuvepyooio pe GAAeg Kuttapokiveg, ommg 1 IL-6, wteppepdveg, kar o mapdyovta vékpoong éykov H IL-1
Sieyeipel v Topay@yn 1 Spa GLVEPYIKA LE TIG TOPATAVED KVTTOPOKIVES KOl GUVETMS 1) TEAIKT PloAoyikr| dpactnptotnta eival To
AmOTEAEG O EVOG SIKTVOV GAANAETIOPACEDV UETAED TV S10POPOV HEGOAAPNTOV.

B. Klmixés spapuoyés

Ot Broroykég w10treg ¢ IL-1B ko 0 porog-kAeldi mov dradpapatilel o€ SodKaGIEs PAEYIOVIS VTOINADVOLY TV AVAUEEN
™m¢ oV maboyéveon molhmv acBeveimv Ilpdypatt, vyniés moodtteg IL -1B avevpiokovtar oTig evdoapBpikés cLALOYEG
OPIOUEVOV AGOEVADV e PEVILATOELDEIG KO [T-PEVHATOELDEIG PAEYLOVMIELS TTAONGELS TV 0pBpdGE®V, 68 AOdIOVS arttoroyiog
TAEVPLTIKEG 1) TEPLTOVOTKEG GLAAOYEG KOL OTU VYPA TOPOYETEVCEMV TAGKOVIOV and ¥POVIO SLafiNTn, TEPLOSOVTIKES TabNOELS,
K.0.K. Molovott ehdyotn 1 kaboAov IL-1B aviyvedetar @uololoyikd o€ avOpdmvo TAGGUO 1| 0pd VYDV, EEKOVPOUCTMV
avOpOTIVOV VTOKEWEVOV, avénpuéva emineda xouv avapepbel TNV KVKAOPOPIK EUTVPET®V 1 ONTTIKGOV acbevdv, ce acbeveig
pe véoo tov Crohn, ce mepmtdoelg andppyng HooyedUatog, o vytels eBeloviég petd and moapoatetopévny doknon Kot o€
yovaikes petd mv woppnéio. Te pedéteg Paciopéveg oty in Vitro mapaywyn IL-1 and amopovopéva AevkokdTTOp TOV CiLOTOG
eavnke petopévn mapayoyn IL-1 o vrocitiopévoug acbeveis kot Kapkvomabeis [e Tpoy®pnUEvovg OYKovs. G €k TOVTOV,
aVTOG 0 avoGoTPOsdloptopdg g IL-1P amotedel éva onpavtikd epyalelo yio T HEAETN TG EVEPYOTOINONG LOKPOPAY®V KoL TN
Sepevvnon tov poérov g IL-1P oe mowkileg (QuoLohoYLKES 1) TAOOAOYUES) AVOGOAOYIKEG KO PAEYUOVAIELS StadtKaGies.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpoodopiopdg IL-1B-EASIA g DIAsource eivor évag  evlupkdg
OVOGOTIPOGIIOPICUOG  EVIOYLHEVNG evoicOnciog, otepenig @dong, o omoiog
ektedetton o mAdkeg pkpotithoddtong. O mpocdiopiopds  ypnoiponotel
povokimvikd aviicopate (MAbs) mov kotevBivoviar evavtiov Stokprrdv
emtonov g IL-1B. Ot Babpovountég kon to delypoto avtidpodv pe TO
povokAmvikd avticopa ovlnyng (MAb 1) mov eivar emotpopévo oty
VIOdOYN ™G TAGKOG HKPOTITAOSOTNONG Kot HE €ve LOVOKAMVIKO avticopo
(MAD 2) onuoopévo pe papavidikn vrepo&eddon (HRP). Metd amd pa nepiodo
EMMACNG TOV EMTPEMEL TO GYNUATIONO €VOG GAVTOVUTC: EMOTPOUEVO MAb 1 —
avBpdmvn IL-1p — MAb 2 — HRP, n mhdko pikpotithoddtnong vroPdAietor oe
o Yo vo amopakpuvlel o onpacpévo pe £vOopo adéopevto avticopo. To
onUacpévo pe EVEDHO JECUEVHEVO QVTIOOMO LETPATOL LECH HLOG XPOLOYOVOL
avtidpaone. Ipootibeton kon enwaletar ypopoydvo ddivpe (TMB étowo yo
xpMon). H avtidpaon otapatd pe v mpocbikn avooyeTikod StoAdUoTog Kot
OTN GUVEXELD YIVETOL OVAYVOGN TNG TAGKAS HKPOTITAOOOTNONG GTO KOTOAANAO
wikog kopatos. H mocdmta petatpomng tov vmootpopatog kobopileton
APOUOUTOUETPIKE LETPAOVTOG THV OTOPpOPNCT], N Omoio givar avaioyn mpog
ovykévtpwon g IL-1p.

THopotdvetor ypoewd po kapmdrn Pabuovouncong kor mpoodiopiletar 1
ovykévipoon g IL-1f ota deiypoto pe avayoyn omd TV KOpmTOAn
Babuovounong. H yprion tov cuotipatog avayvoong EASIA (ypappkdnta £mg
3 povadeg OD) kon piog moAvmlokng peboddov avaymyng dedopévav (avayoyn
TOANYPOUATIKOV dedOUEVMV) €YOVV G OmOTEAESHA VYNAN gvaicOncio oto
KOUNAS TTEDIO TIUDV Kot GTO EKTETAUEVO TTESTO TIL®V Pabpovounong

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 Xpopa- AvacvoTtaon
TPOGdI0- TIKOG
propcv KOOIKOG
IMAéxa umponrko[%m— 96 umhe "Etowpo yia yprion
ong pe 96 vodoyég VTodoxEC
emoTpopéveg pe avtt IL-
1B (povokhwviké
AVTIGMUOTOL)
Ab HRP 1 gudido | kokkwo | ‘Etowpo yo yprion
6 ml
ZoCevypo: Avti-IL- 1B (novokdovikd
avtioopata) onpocpéva pe HRP oe
puOoTikd Stdivpa Tris-uniikdv pe
Bosio oporevkmpotivy kot BupdAn
CAL “ 6 poAidwe | kitpwvo | MpocBéste 2 mi
Avopiro- OMECTOYHEVOD
BaBpovountmg N = 0 émg 5 TOMUEVO VEPOL
(deite Tig axpiPeic TIHEG THVE OTIG
ETIKETEG TOV PLaMdiwV) o8 avOpdTvo
0p0 pe Peviopudivn ko Oupoin
DIL SPE 3 plaidia pavpo | TMpocbéiote
Avo@iro- ATESTAYUEVO VEPO
Awihopa opaioong detypdtov: og TOMHEVO (2. ruera oto
, i . @LoAidio ylo tov
avBpdmvo opd pe Beviopudivn Ko o,
Bouhn akpipn Oyko)
| WASH | SOLN |CONC | 1 groAidio KOpE Apudote 200 X pe
10 mi AmESTAYHEVO VEPD
Aéopa mhvong (Tris-HCI) (xpnotpomoviicre
HOyVITIKO
avadevThpa).
2 puakidwa aonui IpocBicte 2 ml
oo
Opoi eréyxov - N = 1 1 2 o& avbpdmvo TOMUEVO Vepov
op6 pe Peviopudivn ko Bupoin
|CHROM| T™B | CONC | 1 guodidio | mpdowvo | Apardete 0,2 ml ie
1mil 1 purkidro
Xpopoyovo TMB puOoTIKOD
(TetpapeboriBevivdivn) o Staddparog
Sipebolpoppapidn VIOGTPOHOTOG
SUB BUF 3 pukidwr | mpaowo | "Etowpo yua xpnon
21 ml
Pubpiotikd Stdivpa vIOGTPMHATOS:
H,0; og pvOotikd didivpo
0&KoV/KITptkov 0&E0g
| sTOP | SOLN | 1 proAido Hovpo "Etowpo o ypnon
6 ml
Avaoyeticd dtdhopa: H,SO4 1.8N

Inpeioon: 1. Xpnowomomote didAvpa apaiovong detypdtov yu apainon tov
detypdtov.
2. 1 pg tov TOPACcKEVAGHOTOS TOV Badovounth ival 1wodvvapo pe
100 mlU tov NIBSC 1° IS 86/504

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

To axdrovba VA amortovvtot oAl dev TapEXOVTOL GTO KIT:

1
2.

3.
4.
5

VIIL.

Amectaypévo vepd VYNNG TotdTNTOG

[Munéteg yua dwavopny: 50 pl, 200 pl, 1 ml xou 10 ml (cvvictdrar n ypfion
TRETOV aKPPELNG HE OVIADGILO TAACTIKA pUYYT)

Avopeikmg otpofiiopon

Moyvntikdg avadevTipog

Op1lovTio. GLOKELY AVASEVONG TAUK®OV HIKPOTITAOSOTNONG HE duvaTodTNTOo
700 rpm % 100 rpm

XvoKkevn TAVONG Y10 TAGKES LKPOTITA0SOTNONG

ZuokeV avVAyvVOGoNG TAUK®OV LIKPOTITAOOOTNONG LE SVUVATOTNTO OVAYVOONG
ota 450 nm, 490 nm kot 650 nm (o€ WEPITTOON TOAVYPOUATIKNAG
avayvoong) M pe dvvatdomra avayvoong otae 450 nm kor 650 nm
(SYPOUOTIKY AVAYVmOT)

[poarpetikdg  efomhopds: O efomhopdg  ELISA-AID™  mov  givon
ATOPAITNTOG YL0. TNV TOAVYPOUATIKY aviyvwon (Seite Tnv Tapdypapo XI.A.)
umopei va ayopaotei amd v Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174
USA.

IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY
BaOpovountég: Avacvotiote toug Babpovountég pe 2,0 ml omeotaypévon
vePOD.
Opoi ghéyyov: Avacvotiote tovg opods eréyyov pe 2,0 ml oreotaypévon
vEPOD.
Awglvpo  apaioong deiypdtmv: AvoovoTHoTE TO OGALHO  apOimong
detypdtov otov  oyko mov Kobopiletor oty etkéta Tov @loddiov pe
OTECTAYLEVO VEPO.
Awghopa mhvong epyociog: TIpostopdote emapkr] 0YKO S10AVATOG TAVGNG
epyaciag pe mpoobikn 199 oOykev amectaypévov vepov oe 1 dyko
Sroddpatog mAvong (200x).  XpnoWoTom|oTeE HOYyVNTIKO  avadELTHPO. VLo
TV OUOYEVOTOINGT. AToppiyte TO WUn YPNOWOTOMUEVO StdAvpo TADONG
gpyaciag 6to TEAOG ™G NUEPAC.
AmokolTIKO Avdropo: Awveipete pe muéto 0,2 ml tov ypwpoydvov
TMB og éva amd 100 QoA pLOGTIKOD SHAVUATOS VTOCTPMUATOSG
(H202 og puBuotikd Sdhopo  ofucov/kirpikod 0&€og).  Tuviotdron
0VTOCYESLN TPOETOLHOTIAL.

DPYAAZEH KAI HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipwv omd to Gvorypo M v avacHotaon, OA TO GLOTOTIKG TOL KIT
mapapévouy otafepd Emg TV nuepopnvia ANENG, M oToio avaypaeETAL GTIV
£TIKETA TOV PLoAdion, epdoov dwatnpodvrar og Oeppokpacio 2 Emg 8°C.

Ot un ypnopomomuéveg tawvieg Tpémet va, pvidocoviar otovg 2-8°C, og
COPOAYIGUEVT] GOKOVAN OV TEPEXEL OmOENPAVTIKO TTopdyovTa, UEXPL TNV
npepopmvia Angng.

Metd v avocvotaon, ot Pabpovountéc, ol opoi eAEYXOL Kot To dtdAvpo
apainong derypdtov Tapapévovy otobepd eni 4 nuépeg otovg 2-8°C. T
peyoldtepeg  mepodovg  @OAaéng, Oo  mpémer  va  dnuovpynHodv
KAdopata/docelg piog xpriong kot vo dratnpnbovv og Oeppokpacio -20°C
eml 2 pnAveg To MEYIOTO. ATOQUYETE TOVG EMOVEIMNUUEVOLS KVUKAOVG
amoYvénc-katayvéng.

To cvpnvkvopévo dtdivpa mAdong sivol otabepd oe Beppokpacio dwpatiov
péxpt v npepopnvio Méng.

Dpéoko, mapockevaoUEVo  StdAvpo TAVONG epyociag o mpémer va
Kpnopomoteitar v o nuépa.

Metd v mpdTn ¥prion tov, T0 ovlevypa mopapével otabfepd Eog ™V
nuepopumvia. ANéENG, €@OcOV SlaTnpeitol 6TO  OPYIKO, EPUNTIKA KAEGTO
ouAidio og Beppokpacio 2 £mg 8° C.

To LOMG TPOETOUOCHEVO OTOKOAVTTIKG StdAvpa givar 6Tafepd pv omd T
¥pNon Tov, Y €og Ko 15 Aemtd oe Oeppokpoacio dopatiov. Katomv o
TPETMEL VOL ATOPPITTETAL.

Toy6v petaPoréc ™G QUOIKNAG EUPAVIONG TMOV OVIIOPACTNPI®OV TOV KIT
£VOEYETOL VOL VTOSNAGVOLY aoTAOE 1) AAAOI®ON).

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

O opdg Oa mpémet va. aatpebel 660 to duvatdv vapitepa amnd TO THYUL TOV
epLOpoKLTTAP®V pETA TV TEN Kou TN QUYOKEVTPION Kot vo dtotnpnOei
otovg 4°C. Edv ta deiypota dev ypnotponombodv auécme, 0o mpénel va
@LAayBovV oTovg -20°C Yo émg kot 2 piveg 1 otovg -70°C yio peyakotepng
Sapketag OAAEN (g €va £T0G).

Amopevyete Tovg En0KOA0VOOVS KOKAOVG KATOWLENG-0mOWVENG.

Dépete Oho T delypato oe Beppokpacio dopatiov mpw omd T XpHoN.
Yoviotdtor 1 ovapedn tov SelyUdTov 68 GUGKEVT GTPOPiAcrol TP and
™ yxpHon.

O1 ovvOnKeg detylatoAnyiog UTopovV va EXNPEACOLY TIS TIHES. [ To Adyo
avtd o mpémer va Aapfdvoviar ovotnpd pETPO TPOELAAENG KATA TN
Swapketo TG derypotonyiog yi v amopuyn mpocpifemv oto delypora
Mymng, ta omoia Ba Siéyerpav v mapaywyn IL-1B and apokdtTopa Kot Ha
av&avay esparpéva i Tipég g IL-1B otov opo.



[

No

10.
11.

XI.

To coinvipia cvrloyng Bo mpémer va eivar elevbepo mopoyevav. To
mAdopa pmopel vo GuALEYETOL GE anooTepmuéva QraAida pe EDTA kot vo
Swyopiletor Tayémg petd ™ @uyokévipnon. Agv GuVieTATOl M YpNoM
coAnvopiov nmapivng, O10TL  cuxvéd ot  maptideg mmapivng  eivon
EMUOANVGUEVES |LE TUPETOYOVAL.

AIAAIKAXIA

LNHELACELS CYETIKA PE TO YEPLOPO

Mn ypNOLOTOLEITE TO KIT 1) TO GVGTOTIKA HETA TNV Nuepopunvia AENG.

Mnv avoperyvoete DAKE oo SLopOPETIKES TUPTIOES KIT.

Dépete OAa TOL OVTIOPACTIPLO OE DEPpLoKPaGio SOUATION TPV amd T

xpMon.

Avopei&re KoAd 6L T AVTIOPACTHAPLO. KO TO SEIYLATO PUE OTTOAT] ovaKivion
N avédevon.

Extedéote €1g duthovv avainyn tov Babpovountdv, tmv opdv eAEYyoL Kot
oV dEyUaTOV. Zuviotdror kKaOetn vbuypdppion.

Xpnoyonomote £va kKabapd, TAAGTIKO S0YELO Yo VoL ETOWAGETE TO SLdAVLOL
TG,

Xpnowonoteite éva kabapd avoldGUO PHYYXOS TTETOS Yo THV TPOcOnKn
KGOe  SrapopeTikod  avTOpacTPiov Kot OEIYHOTOG  TPOKEWEVOL VoL
AmoPOYETE TNV EXUOAVVOT).

Amo@iyete mméteg e HETOAMKA PEPN Yo TN Stavopr| ToV ATOKAAVTTIKOD
AAdpHOTOG Kot TOV AVacYeTIKOU ALOADLATOC.

H okpifeio Pernidveron pe ypiion mmetdv vyning  axpifeag M
OVTOUOTOTOUHEVOL EEOTAMGUOD SLOVOUNG UE TTETEG.

Trnpeite ToVg XPOVOLS EXDACTC.

T va amo@iyete ™ petotomon, o xpovog peta&d g Stavoung pe mréto
tov 7mpmdTov Pabpovounti kot Tov TeEAevtoiov delypatog mpémer vo
neplopifetor oto Ypovikd Sidotnpo mov avaeépetor oty evotnto XIII,
napdypapog E (Mecodidotnpa).

Ipoetowdote o koumdrn Pobuovounong ywe kabe avdlvon kot pn
APNOLOTOLEITE dESOUEVO OO TPONYOVUEVES AVOAVGELS.

To Anoxalvntikd Awdhvpo Oa mpémet va givan dypopo. H dnpovpyio pmke
APOUOTIGHOD 68 SEoTH AMy®V AETTOV b TNV TPOETOLUGIO VIOSEKVIEL
TOG TO AvVTWPUoTAPLO dev pmopel va ypnoworombel kou o mpémer vo
amoppLedei.

Atoveipete 1o Anokalontikd AtdAvpa evtog 15 Aemtdv, petd v mdon g
TAGKOG PIKPOTITAOSOTNONG.

Katd ) didpkeln endaong pe 1o Amokaiontikd Atdlopo, omoehyete myv
£k0eom g TAdKog HiKPOTITAOSOTNONG 6TO GUEGO NAOKO QOG.

Awdwcacio
Emééte tov amoutovpevo opBud tavidv yu v avéivon. Ot un
APNOLOTOUUEVEG TaVieS TPETEL VO EOVOCPPAYIGTOVV HEGT GTT) GOKOVAN [E
Tov ano&npavtikd mapdyovta Kot va euiaytovv o€ Beppokpacio 2-8°C.
Ac@ouriote Tig Tovieg péco 610 mAaiolo GTHPENG.
Awwveipete pe muéto 200 pl ond kdbe Babpovounti, opd eéyyov ko deiypa
OTIG KOTAAANAEG VTOSOXES.
Awveipete pe mméta 50 pl ovlevypatog avti-IL-1B péoo o Oheg Tig
VTOSOYEG.
Enodote enl 2 dpeg oe Oeppokpocio dopatiov emdveo ce opildvtio
avadgvtnpa, pubuiouévo otig 700 rpm £ 100 rpm.
Avoppopnote T0 VYO amd KGbe vItodoyn.
IIAovete v mhdka 3 popéc:

. Savépovtog 0,4 ml Srakdpatog Thbong oe kGbe vrodoyn.

. AVOPPOPAOVTOG TO TEPLEXOUEVO KAOE VITOSOYNG.
Awoveipete pe mméto 200 pl tov pOMG TPOETOWUAGUEVOD OTOKOAVTTIKOD
Sroddpatog o KGBe vIodoyn, vtog 15 Aemtdv amd To Prpa TAVONG.
Enwdote v mhdxo pikpotithoddtnong emt 15 Aemtd oe Oeppoxpacio
dopotiov og oplovrio avadevtipa otig 700 rpm = 100 rpm, aropuyete v
apeon ékBeon oty Aokt aktivoBolia.
Awveipete pe mméta 50 pl avaoyeticod dtaldpatog og kGbe vrodoyn.
Kavte avayveon tov amoppoencemv ota 450 nm kot 490 nm (@iltpo
avaeopds 630 Nm 1 650 NM) evtdg 3 POV Kot VITOAOYIGTE TA ATOTEAEGULATOL
onmg meptypdpetar oty evotnto XI.

YIIOAOTIZMOX TN AIIOTEAEZMATQN

Molvypopatiki avayvoon:
YXmv mepintoon avth, v enelepyacio tov dedopévev Ba kdvel To
Aoyopukd tov ELISA-AID™,
H avéyvoon g nAdkag yivetor mpdto ot 450 nm évavtt evog @iktpov
avapopdg mov pubuiletat ota 650 nm (7 o 630 nm).
Exteleiton devtepn avayvoon oto 490 nm évavtt tov idov @ikTpov
AVOQOPAGC.
To loywopwkd tov ELISA-AID™ @a gvepyomomcel oTOUOTA T GUOKELN
avayvoong kot o EVOOUOTMOoEL Kol TG OV0 PETPNOE; O  éva
TOAYPOUATIKO HOVTELD. AVTN 1) TEYVIKN UTOPEl Vo ONUIOVPYHCEL OTTIKEG
mokvotnteg (OD) €mg ko 10.
Baown apyn TG enelepyasiog TOV TOAVYPOUATIKOV dES0UEVMV ExEl OEENG:
. Xi = OD oto 450 nm
. Yi=0D ota.490 nm

=

. XPNOLULOTOLOVTAG TUTIKT 1] GTAOULGUEVT YPOUUKT ToASpoOUnon,
vroloyilovton ot mapduetpor A& B: Y = A*X + B

*  Av Xi <3 povadeg OD, tdte vroroyobév X = Xi

*  Av Xi> 3 povadeg OD, tote vnohoyodév X = (Yi-B)/A

. Xpnoponoteitor TPOGAPHOY ) AOYIOTIKNG KAUTOANG 4 TOPAUETPOV
Yo T dnpovpyia TG KopmoAng fabuovounong.

. H ovykévipoon IL-1B ota deiypota kabopiletor pécm avoywmyng
oV KoumdAn fabpovounong.

Aypopotiki avayvoon

Kavte avdyvoon g mhdkag ota 450 nm €vovtt evog eilTpov avapopds mov
puBpiletor ota 650 nm (Y Ta 630 nm).

Ymohoyiote T péon T TOV SITADV TPOGILOPIGUMY.

Te NUAOYapOUIKO 1 YPOUUIKO XOPTL YPOPNUATOV, TUPACTHOTE YPUPIKHL TIG
Tpés OD (tretoypévn) vy k@be Pabuovount évavtt g avrictoyng
ovykévipoong g IL-1f  (zetpumuévn) Kot oxedldoTe Mo KOUTTOAN
Babpovounons péow tmv onpeimv Tov Pabpovount, cuvdéovtag pe gvdeieg
YPOUUES TO OTOTVTOUEVO CNUELDL.

Awfdote ™ ocvykévipmon Yo KGBe opd eAEyyov Kot delypo pe avayoyn
oV KoumdAn fabpovounong.

Avoyoyf dedopévev pe T Ponbei niektpovikod vmoloywoth O
OmAOTIOMGEL AVTOVG TOVG VIOAOYIGHOVS. Edv ypnoonoteiton ovtdpon
enelepyncio amOTEAEGUATOV, GUVICTATUL TPOCAPLOYT KOUTOANG AOYIOTIKNG
GUVAPTNONG 4 TOPUUETPMV.

XIl.  TYIIIKA AEAOMENA
Ta axdlovBo dedopévo mpoopilovial HOVO MG TOPASELYIO KOl OEV TPETEL VO
APNOLOTOIOVVTOL TOTE VT TNG KAUTOANG BOOLOVOUNONG TTPOYLLOTIKOD ¥POVOL.

IL-1B-EASIA Movadeg OD

Molvypopatiké povréro

Babpovopntig 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

X, AIIOAOXH KAI ITEPIOPIZMOI

A.

‘Opro aviyvevong

Metpinkov eikoot pndevikoi Pobpovountés pali pe éva odvoro GV
Babpovopntav. To 6p1lo aviyvevong, opilloOUEVO MG 1 QOLVOLEVIKT) GLUYKEVTPOON
800 tumikdv omokAicewv maved omd T péoeg petpnoelg OD oe pndevikn
déopevon, frav 0,35 pg/ml.

B.

Ewwétmro

Aev mapatnprifnke onuavtikn dtactavpovpevn avtidpoon mapovoio 500 ng/ml
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. O
mopdv Tpocdloplopdg IL-1P eivar €dwdg Yoo v avOpodmivn, QUOIKH Kot
avacvvovacpévn IL-1p.

C. Axpifswn
T'TA TON IAIO TPOXAIOPIEMO METAEZY ATA®OPETIKQN ITPOXAIOPIZEMON
Opég N <X>+=T.A I.A Opég N <X>+T.A A
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 10 127 +3 2,3 A 20 120+ 6 4,9
B 10 73311 1,4 B 20 549+ 14 2,5
T.A.: Tomn andxhion, Z.A.: Zovteleo g SLoKOHAVONG
D. OpBétnTa
AOKIMAZXIA ANAKTHEHZ
Agiypa Ipoctebdeica AvaktnOsico IL-1B Avéaxtnon
IL-1p (pg/ml) (pg/ml) (%)
Opodg 1282 1196 93
605 542 90
329 314 95
157 131 84
72 64 89
31 28 92
IMéopo 1282 1208 94
605 573 95
329 321 97
157 146 93
72 67 92
31 29 94




AOKIMAZXIA APAIQYHXE
Agiypa Apaioon OcopnTiki MetpnOsica
ovykévrpoen (pg/ml) ocvykévipaoen (pg/ml)
Opdg 171 - 1197
12 598 637
1/4 299 320
1/8 150 164
1/16 75 86
1/32 37 41
IMhdopa 11 - 688
12 344 336
1/4 172 172
1/8 86 87
1/16 43 51
1/32 26 22
1/64 13 9
1/128 4 4
To deiypota opoadOnkay pe Stélvpo apoaioong derypdtmy.
E. MeoodrdotTnpo petad g wavopng terevtaiov fabpovount kou 2

dsiyparog
Onmg aivetal 6T GUVEYELD, TO OTOTEAEGLLOTO TOV TPOGOLOPIGUOD TAPUAULEVOVY
agomota akdpo Kot otav dwavépeton €va deiypo 30 Aemtd petd v mpocbnkn
TV BaOLOVOLUNTOV GTO EMGTPOUEVO COAVAPLAL.

XPONIKH KA®OYETEPHZH
TO 10 Aentd 20 Aemtd 30 hentd

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. ®awépevo aykistpov (hook)

Agiypo mov gppohdotke pe IL-1B éog 1 pg/ml Siver vyniotepeg petpriceig
omtikhg mukvotntog (OD) and to onpeio tov tekevtaiov fabpovounty.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

= Edv ta anotedéopata mov Aapfdvovrot yuo tov opd ghéyyov 1 fifkat tov opd
eréyyov 2 e Ppiokovior gvtdg tov mediov TdV mov Kobopiletor oy
ETIKETA.  TOL  QuAwdiov, To  omoteAécpato  dev  eivor  duvatd  va
xpnoponomboly, ektdg €av €xel dobel wavomomtikny e€fynon yw v
ACVUO®VICL.

= Edv givonl embopnto, kdbe epyactiplo Hmopet va S1LLOVPYNGEL To KA TOV
pelypato Serypdtav gdéyyov (pools), ta omoio mpémer va Swarnpovvtot
koteyvypéva og kKhaopata/dooeis pag xprone. Opoi ghéyyov mov mepiéyov
alidio Ba emdpdcovv oty evluopikn avtidpaon Kot eV UmOpodV va
xpnopomonovv.

= Ta kpripla 0mwodoyng Yo ) dopopd HETAED TV SIMAMY OmOTEAECUATMV
TV delyudTev Oa tpénet va Bacilovtal oe 0pbEg epyaoTNPLOKES TPOKTUKES.

= YyvIoTdToLl Ol 0poi EAEYXOL Vo VTOPAALOVTIOL GE TPOGIOPIGHO TUKTIKE G
ayvoota detypota yoo vo petpdtot 1 petafantotnta tov tpocdiopiopov. H
amdd00N TOL TPOGOOPICHOY TPETEL VoL TopakorovBeitarl pe Swaypappora
TOLOTIKOD EAEYYOV TMV OPAV EAEYYOL.

=  Eivar koAd 10 vo eAEyyete OMTIKE TNV TPOCOPUOYN TNG KAUTOANG TOL
emALYONKE 0O TOV VTOAOYIOTY].

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot Tipég avtég mapéyoviar povov mg odnyds. Kabe epyoaotniplo Ba mpémel va
KoOEPDGEL TO J1KO TOV TEHIO PUGLOAOYIKAV TIUMV.

Qc xabodrynon, o pécog 6pog 22 PuolodoyKdV detypdtav Thdopotog ntav 5,4
pg/ml (T.A. = 3.9) pe dwxdpoavon peta&d 0 pg/ml kon 13,6 pg/ml. H pelémn
SevepynOnke pe detypato amd epavdg vy dtopa pe yapnid enineda CRP. To
AdYovg KaBodnynons, o pécog 6pog 103 QUOIOAOYIKMOV JEYHATOV TAGGHLATOG
Ntav 2,6 pg/ml (T.A. = 5,3), pe dwaxvpovon peta&d 0 pg/ml ko 17 pg/ml (pe
Baon ta ekatoomuopio 2,5% éwg 97,5%) H perét devepynbnke pe detypoto
oL ANPONKAY VIO AVSTNPEG GLVONKES detypaToAnyiog.

XVI. ITPODPYAAEZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopaleiag

Movo yio StoyvooTtikn yprion in vitro.

To cvotatikd avlpdmivov aiporog mov meptlapfdvovial 6To Kit ovtd £xovv
eheyyOel pe pebodovg eykekpyéveg oy Evpdnn f/xar and tov FDA ko éxet
Sumotodel 6Tt givor apvntikd g mpog v nopovsio HBSAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvooty pébodog dev givan duvatd vo mapéyet minpn
Saopdion ot Tapdymya Tov avbpdrvov aipatog 6 Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7 dMeg howpméels. Emopévag, o yepiopds avidpaotpiov, derypdtov
0pov N TAGGHATOG Bo TPEMEL vaL YIVETOL COUP®VA LE TIG TOTIKEG S1adKaoieg TTEpT
0CQAAELOG.

Ola ta Lowcd mpoidvta Kot mapdymyo £xovv cuilexfei amd vym {da. Ta Boewa
GLGTATIKG TPOEPYOVTAL OO XMPEG 6oL dev €xel avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
oVoTOTIKG OV mEPEYoLY (mikég ovoieg Oa mpémer va avipetomilovior g
SUVNTIKOG LOAGUOTIKE.

AmopOyete kGO emapn pe to dépua pe Ol Ta avtidpactipu, To Avacyetikd
Aidopo mepiéyet H,SO4, 10 ypopoyovo nepiéyet TMB oe Atpuebvipoppopion, to
puOuiotikd didvpa vrootpopatog mepiExel HpO,. Xe mepimtoon emoagng,
TAOVETE GYOAUOTIKG [LE VEPO.

Mnv komvilete, unv wivete, unv TPMOTE KOL [N XPNOOTOLEITE KOAAVVTIKG 6TO
Kdpo epyacioc. Mnv Stavélete pe TTETO YPNOCLULOTOLOVTOS TO GTOUO GOGC.
XpNOWOTOLEITE TPOSTATEVTIKO POVYICHO KOL YOVTLOL LG YPTONG.
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XVIII. HNEPIAHYH TOY IPQRTOKOAAOY
AEITMA(TA)
(1D (un
Babpovountég (0-5) 200 R
Agiypato, opot eréyyov - 200
ToCevypa avti-1L-1B-HRP 50 50

Enodote eni 2 dpeg ot Heppokpacio dopatiov pe ovveyn avadevon otig 700 rpm).
AvoppopnoTe To TEPLEXOEVO KGOE VITOdOYNG.
IMiovete 3 popég pe 400 pl Stoddpatog TADONG Kot AvopPOPNCTE.

AmnokoAvntikd Atdhopa 200 ’ 200

Enwdorte eni 15 hentd o Oeppokpasio dopatiov pe cvvexn avadevon otig 700 rpm.

Avaoyeticd didiopa ‘ 50 ’ 50

AwBaote 68 GLOKELT OVAYVEOGNG TAUKOV HIKPOTITAOSOTNONG Kot Kataypdyte v
anoppoenon kGbe vrodoyng ota 450 nm (kar 490 nm) évavt 630 () 650 nm)

Ap. katardyov DIAsource:
KAP1211

ApOpog P.1.: Ap. avabedpnong:
1700434/el 110221/1

nuepounvia avabedpnong : 2011-02-21



P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

4

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

Calibrator #

Control #

Tracer

Tracer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DI
DI

Dilution buffer

Antserum

L S
L

Calibrator diluent

PE
UF
DIl CAL

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutralization solution

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
[[a [ e | HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

b
Ag HRP
b
Ag HRP | CONC

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

F
CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

B
B

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

Stop solution

Incubation serum

Buffer

AP Conjugate

Substrate PNPP

Biotin conjugate concentrate

Precipitating Agent

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

ASS BUF
Ab BIOT

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB

Non-specific binding

2nd Ab

2nd Antibody

EE

Acidification Buffer

Distributor

TRAY

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

EXTR | SOLN |CONC

Extraction Buffer Concentrate

| CART | Cartridge
sav ‘ HRP ‘ Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipette

WASH | SOLN Wash buffer
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Symboles util

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

CONTROL

Controle #

Traceur

Ag 1251
1251

Ab 2

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

DI
DI

Tampon de dilution

L S
L

Diluant de calibrateur

PE
UF
DIl CAL

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Al HRP

HRP Conjugué

b
Ag HRP

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

Ag HRP | CONC

HRP Conjugué concentré

Tampon conjugué

UF
CHROM CoNC

Chromogéne TMB concentré

Solution chromogéne TMB

Tampon substrat

Solution d’arrét

Sérum d'incubation

RO T™I
BUF
Ab AP

Tampon
AP Conjugué
Tampon PNPP

BIOT CONC

Biotine conjugué concentré

PR

AGENT

Agent de précipitation

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

ASS BUF
Ab BIOT

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps

(oo [or ]

Tampon d'acidification

Distributeur

TRAY

Plaque d'incubation

Solution PMSF

Conserver a l'abri de la lumiére

Bandelette de dots

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Tampon d'extraction concentré

|CART | Cartouche
SAV ‘ HRP ‘ Streptavidine-peroxydase de raifort
PIPETTE H Pipette

OLN

Tampon de lavage
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Benutzte Symbole

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

)
Ab 1251

Tracer
Tracer
Tracer Konzentrat
Tracer Konzentrat
i Réhrchen
Inkubationspuffer
Azetonitril
Humanserum
Probenverdiinner
Verdiinnungspuffer
Antiserum
Immunadsorbens
Kalibratorverdiinnung
R

Rekonstitutionslosung

Polyethylenglykol
Extraktionslosung
Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

Vorbehandlungslosung

Neutralisierungslosung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

Konjugatpuffer

CHROM - CONC

Chromogenes TMB Konzentrat

U
™
™
U

MB
Farblésung TMB
Substratpuffer
Stopplosung
Inkubationsserum
Puffer
AP Konjugat
Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Fallungsreagenz

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikorper

SAV | HRP | CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NSB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundérer Antikorper
Ansduerungspuffer
Vertreiber
Inkubationsschale
PMSF Losung

Vor Licht schiitzen

Tupfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

|CART | Kassette

sav | e | Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipet

WASH | SOLN Waschpuffer
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Xpnowonowvueve coupfoira

Svppovievteite Tig 0dnyieg xpriong

Ogppokpaocio awodnkevong

Hpepopnvia Anéng

ApOuog maptidog

ApOpog Katordyon

IIpdtumo réyyov

In Vitro Awyvootiké latpoteyvolryikd mpodov

Koaraokevaotg

Tepeyopevo emapkég yia «v» e€etdoelg

ZUUTVKVOEEVO StdAvpa EKTAvong

Mndevikodg Pabpovountmg

AL BoOpovopmtig #
Opdg eréyyov #
Az Lpmoémg
Ab 1251 IywmBémg
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Solnvapio,

Pubpuoticd didhopa endaong

ACETONITRILE

Axetovitpikio

Opdg

[on [ o ]

AGdopo apaioong detypdtov

DIL
DIL

Pubpuotikd didhopa apainong

ANTISERUM

Avtiopdg

AvocompocpopnTikd

IMMUNOADSORBENT

Apowticd Padpovountadv

AGdopa avacvotoong

TToAvabvievoyhokdin

Adhopo xydhong

Adhopo Exhovong

Dooryyeg moprriov Bond Elut

Adhopo tposmeéepyaoiog

Addopa eEovdetépmong

Pubpuoticd didhopa

TIAéxa pukpotithodotong
HRP X0levypa
HRP ZiCeoypa

HRP | CONC

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Pubpuoticd didhvpa culedypatog

CHROM CONC

Xpwpoyovog TMB

Addopo ypopoyovov TMB

Pubpuoticd didhopa vrootpdpoTog

Avaoyetikd avuidpaotiplo

Opdg endaong

Pubpuoticd didhopa

AP Z0levypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT | CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiPLo cLievypévo e Plotivy

PREC | AGENT

Topdyovtag kabilnong

AVID | HRP

Sopnvkvopévo dtivpa apfdivng-HRP

ASS BUF

Pubpuotikd diéhvpa mpocdiopiopod

Ab BIOT

avtdpaotiplo cvievypévo pe Protivn

Ewwd Avticopa

SAV | HRP | CONC

Svpmokvouivn otpentafidivn covegevypévn pe HRP

NSB

pn-edikn déopevon

2nd Ab

20 Avticoua

Pubpioticd Ardhopa 6&vo

Awvopéag

Aiokot endoong

Aéidopa PMSF

IIpootatevete omd 10 Qog

Touvio Kovkkidwv

Yrootpopa

EXTR | SOLN |CONC

Sopmikvepa pubu. dteddpatog exyviiong

|CART | Doocryya
sav ‘ HRP ‘ Stpentafdivn HRP
PIPETTE | TéTo

Pubpuoticd didhvpa mhdong
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