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Read entire protocol before use.

IL-10-EASIA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human interleukin-10
(IL-10) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource IL-10-EASIA Kit
Catalogue number : KAP1321 : 96 tests

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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

Human interleukin-10 (IL-10) is a 19 kDA lymphokine produced by T helper lymphocytes,by
monocytes, macrophages and B-lymphocytes. IL-10 was first characterized as a cytokine
synthesis inhibitory factor (CSIF) able to inhibit cytokine synthesis by TH1 clones activated in
the presence of antigen presenting cells. However, in the absence of monocytes, IL-10 directly
inhibits the growth of T-cells triggered by immobilized anti-CD3 MoAb. This proliferation
inhibition was found to be a result of specific inhibition of IL-2 production by the responding T-
cells. In vitro, 11-10 is a very powerful inhibitor of monokines (including TNF-a, IL-1, IL-6 and
IL-8) produced by LPS-activated monocytes and macrophages. The addition of IL-10 to B
lymphocytes results in limited cell proliferation but most importantly in very high
immunoglobulin production, a result of the transformation of B-cells into plasma cells. Finally,
natural killer (NK) cells appear to be another target for the anti-inflammatory properties of 1L-10.
Indeed, recent data have shown that IL-10 can inhibit antigen induced IFN-y production by NK-
cells by inhibiting not only production but also the stimulatory effects of IL-12 and TNF on IFN-y
production.

Clinical application

So far, circulating levels of IL-10 have been found in serum of patients suffering of Non-
Hodgkin's lymphoma, multiple myeloma, cerebral malaria or septic shock.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IL-10-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate.  The assay uses monoclonal
antibodies (MADbs) directed against distinct epitopes of IL-10. 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-10 — 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-10 concentration.

A calibration curve is plotted and IL-10 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-10 (monoclonal

antibodies) coated wells

1 vial red Ready for use
Ab HRP 6 ml
Conjugate: HRP labelled anti-IL-10
(monoclonal antibodies) in TRIS-Maleate
buffer with bovine serum albumin and
thymol
CAL Gvials | yellow | Add1ml distilled
lyophil. water
Calibrator N=0to5
(see exact values on vial labels) in human
plasma with benzamidin and thymol
3vials black Add distilled water
DIL SPE lyophil. (see on the label for

the exact volume)
Specimen Diluent: human plasma with
benzamidin and thymol

1 vial black Ready for use

Incubation Buffer: Phosphate buffer with
bovine serum albumin and thymol

1 vial brown Dilute 200 x with
10 ml distilled water (use
a magnetic stirrer).

| WASH | SOLN |CONC |

Wash Solution (Tris-HCI)

2 vials silver Add 1 ml distilled
lyophil. water

Controls - N =1 or 2 in human plasma

with 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

Stop Solution: H,SO4 1.8N

Note: 1. Use Specimen Diluent for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 5 mlU of the
NIBSC 1% RR 93/722.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1. High quality distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 pl, 100 pl, 200 pul, 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 nm

(in case of polychromatic reading) or capable of reading at 450 nm and

650 nm (bichromatic reading)

8. 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.
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VIlI. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Reconstitute calibrators with 1 ml distilled water.

B. Controls: Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

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

D. 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.

E. 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.

VIII. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Ll 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.

Ll 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.

Ll 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.

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

Ll Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability

or deterioration.

IX.  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Ll 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).

Ll Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Ll Prior to use, all samples should be at room temperature. It is
recommended to vortex the samples before use.

Ll 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-10 production by blood cells and thus
falsely increase serum IL-10 values.

= Collection tubes must be pyrogen-free.

X. PROCEDURE

A. 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.
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.
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High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the XIl.  TYPICAL DATA

precision.
Respect the incubation times. The following data are for illustration only and should never be used instead of
To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the the real time calibration curve.

last sample must be limited to the time mentioned in section XIII

paragraph E (Time delay). IL-10-EASIA oD units
Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous )
runs. Polychromatic model
The Revelation Solution should be colourless. If a blue colour develops Calibrator 0 pg/ml 0.047
within a few minutes after preparation, this indicates that the reagent is 20.5 pg/ml 0'119
unusable, and must be discarded. 60‘0 pg/ml 01265
Dispense the Revelation Solution within 15 minutes following the 204.0 pg/ml 0726
washing of the microtiterplate. 6910 pg/ml 2077
During incubation with Revelation Solution, avoid direct sunlight on the 1976.0 pg/ml 4‘138
microtiterplate. ) )
Procedure XIll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

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. A. Detection Limit

Secure the strips into the holding frame.

€ | ! Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators. The
Pipette 100 pl of Incubation Buffer into all the wells

detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations

Pipﬁtte 100 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate above the average OD at zero binding, was 1.6 pg/ml.

wells.

Incubate for 2 hours at room temperature on a horizontal shaker set at 700 B. Specificity

rpm + 100 rpm. No significant cross-reaction was observed in presence of 50 ng of IL-1a, IL-1p,
Aspirate the liquid from each well. IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-o, TNF-p, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
Wash the plate 3 times by: TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF, RANTES, PF-4,
= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well BTG, GRO, IP-10 and SCF. This IL-10 assay is specific for human natural and
= Aspirating the content of each well recombinant 1L-10.

Pipette 100 pl specimen diluent and then 50 ul of anti-IL-10-HRP A very low level (<0.2%) of cross-reaction was observed with BRCF1 (viral IL-
conjugate into all the wells. 10) at a concentration of 70000pg/ml. BCRF1 gave a signal corresponding to

10.

11.

12.

13.

14.
15.
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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 30 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:

L] Xi = 0D at 450 nm

L] Yi= 0D at 490 nm

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

L] If Xi < 3 OD units, then X calculated = Xi

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

= A 4-parameter logistic curve fitting is used to build up the
calibration curve.

. The IL-10 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-10
(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.

134 pg/ml of IL-10.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD cv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
Serum 1 24 86+2.4 2.8 Serum 1| 12 90+25 2.8
2 24 324 +12 3.7 2| 14 335+9 2.7
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added IL-10 Recovered IL-10 Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
serum 0 0 -
60 56 93
215 215 100
760 745 98
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
serum 11 910 910
1/2 455 390
1/4 228 213
1/8 114 107
1/16 57 57

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
sample 0 min 15 min 30 min
1 91 90 88
2 341 330 341
3 202 194 208
4 47 50 51
5 1141 1196 1228
6 284 294 297
7 136 133 137
8 263 263 291

F. Hook effect
A sample with an IL-10 concentration of 870 ng/ml gives a higher OD 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 vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

L] 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 duplicate 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 results of 32 serum samples from apparently healthy persons
with low CRP levels, ranged between 0 and 3.3 pg/ml with a lean value of 0.2
pg/ml.

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
(k) (1)
Incubation Buffer 100 100
Calibrators (0-5) 100 -
Samples, Controls - 100

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.

Specimen Diluent 100 100
Anti-I1L-10 -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 30 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)

DlAsource Catalogue Nr : P.1. Number : Revision nr :
KAP1321 1702102/en 110221/1

Revision date : 2011-02-21
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

IL-10-EASIA

I. USO DELKIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro dell’interleuchina-10 umana (IL-10)
in siero.

Il. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: Diasource IL-10-EASIA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1321 : 96 tests
C. Prodotto da: 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

Il. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

L'interleuchina 10 (IL-10) umana & una linfochina di 19 kDA prodotta dai linfociti T helper, dai
monaciti, dai macrofagi e dai linfociti B. Inizialmente I'lL-10 ¢ stata caratterizzata come fattore di
inibizione della sintesi delle citochine (CSIF) in grado di inibire la sintesi di citochine da parte dei cloni
di cellule TH1 attivati in presenza delle cellule di presentazione dell'antigene. Tuttavia, in assenza di
monaociti, I'lL-10 inibisce direttamente la crescita dei linfociti T innescata da MoAb anti-CD3
immobilizzati. E stato scoperto che tale effetto sulla proliferazione & il risultato dell'inibizione specifica
della produzione di IL-2 da parte dei linfociti T deputati alla risposta. In vitro, I'lL-10 & un inibitore
molto potente delle monochine (inclusi TNF-a, IL-1, IL-6 e I1L-8) prodotte dai monociti e dai
macrofagi attivati da LPS. L'aggiunta di IL-10 ai linfociti B determina una limitata proliferazione
cellulare, ma, soprattutto, una produzione molto elevata di immunoglobuline, come conseguenza della
trasformazione dei linfociti B in plasmacellule. Infine, le cellule natural killer (NK) risultano essere un
ulteriore bersaglio delle proprieta antinfiammatorie dell'lL-10. Infatti, dati recenti hanno dimostrato che
I'IL-10 puo inibire la sintesi di IFN-y indotta dall'antigene da parte delle cellule NK, agendo non solo
sulla produzione ma anche sugli effetti stimolatori esercitati dall'lL-12 e dal TNF sulla produzione di
IFN-y.

B. Applicazione clinica
Ad oggi, livelli circolanti di IL-10 sono stati rilevati nel siero di pazienti affetti da linfoma non
Hodgkin, mieloma multiplo, malaria cerebrale o shock settico.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource 1L-10-Easia & un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase solida
eseguito su piastre di microtitolazione. Il dosaggio utilizza anticorpi monoclonali
(Mabs) diretti contro epitopi distinti dell’IL-10. | calibratori e i campioni
reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il
pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato
con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che
consenta la formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento — IL-10 umana —
MAb 2 — HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere
I’anticorpo marcato con enzima non legato. L’anticorpo marcato con enzima
non legato viene misurato attraverso una reazione cromogenica. Si procede
quindi con I’aggiunta della soluzione cromogena (TMB) e successiva
incubazione. La reazione viene interrotta con 1’aggiunta di Soluzione di arresto;
quindi la piastra di microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.
La quantita di turnover del substrato viene determinata colorimetricamente
misurando I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di IL-10.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione IL-10 nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione. L’utilizzo del
lettore EASIA (linearita fino a 3 unita OD) associato all’impiego di un sofisticato
metodo di riduzione dati (riduzione dati policromatica) garantisce un’elevata
sensibilita nel range basso dei valori e un esteso range di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da Codice Volume di
96 test colore ricostituzione
96 Blu Pronte per I'uso

Piastra di microtitolazione
con 96 pozzetti, rivestiti
anti 1L-10 (anticorpi

monoclonani)

pozzetti

1 flacone Rosso
6 ml

Ab HRP Pronte per I’'uso

Coniugato:  anti-IL-10  (anticorpi
monoclonali) marcato con HRP in
tampone TRIS-maleato con
albumina di siero bovino e timolo.

6 flaconi Giallo Aggiungere 1 ml di

CAL
- liofiliz. acqua distillata
Calibratore N= 0 - 5 (le q
concentrazioni esatte degli
calibratore  sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero umano
con benzamidina e timolo.
nero Aggiungere acqua
DIL | SPE 8 flacone distillata (vedi etichetta
liofiliz. X .
per volumi esatti)
Diluente del Campione: siero umano
con benzamidina e timolo.
INC BUF 1 flacone nero Pronte per I’uso
11 mi
Tampone di Incubazione: Tampone
fosfato con albumina di siero bovino
e timolo.
|WASH | SOLN |CONC | Lflacone | Bruno | Diluire 200 x con acqua
10ml distillata usando un

Tampone di lavaggio (TRIS HCI) agitatore magnetico).

“ 2flaconi | Argento | Aggiungere 1 ml di
acqua distillata

- — . liofiliz.
Controlli: N =102, insiero umano
con timolo

1 flacone Verde Diluire 0,2 mlin 1
flacone di tampone del

substrato

|CHROM| TMB |CONC|
1ml

Soluzione Cromogena TMB
(tetrametilbenzidina) in
Dimetilformammide

3 flaconi Bianco | Pronte per I'uso
suB BUF 21 ml

Tampone del Substrato: H,O, in
tampone acetato / citrato

Pronto per 'uso

stop | soLn 1 flacone nero

6 ml
Soluzione di arresto: H,SO4 1.8N

Note: 1. Usare Diluente del Campione per diluire i campioni.
2. 1 pg della preparazione standard & equivalente a 1 mU dell’NIBSC 1
RR 93/722

VI.  REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

2. Pipette per dispensare 50 ul, 100 pl 200 pl, 1 ml e 10 ml (Si raccomanda

di utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore orizzontale per micropiastre da 700 + 100 rpm.

Lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore di micropiastre per letture a 450, 490 e 650 nm (in caso di

lettura policromatica) o per letture a 450 e 650 nm (in caso di lettura

bicromatica).

8. Strumentazione aggiuntiva: I’ ELISA-AID™ necessario per la lettura
policromatica delle piastre (vedi paragrafo XI.A) & acquistabile presso
Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.
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VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1 ml di acqua distillata.
B. Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.
C

Diluente del Campione: Ricostituire il Diluente del Campione
aggiungendo acqua distillata fino al volume riportato sull’etichetta del
flacone.

D. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

E. Soluzione di Rivelazione: pipettare 0,2 ml di soluzione cromogena TMB in
uno dei flaconi del tampone del substrato (H,O, in tampone acetato/citrato).
Si raccomanda la preparazione estemporanea.

VIII. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

= | reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

. Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

Ll Dopo la ricostituzione, i calibratori, i controlli e il Diluente del Campione
sono stabili 4 giorni a 2-8°C. Per periodi di conservazione molto lunghi,
preparare e mantenere le aliquote a —20°C per un massimo di 2 mesi.
Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Ll La soluzione di lavaggio concentrata € stabile a temperatura ambiente fino
alla data di scadenza.

Ll La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

= Dopo apertura del flacone, il coniugato & stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

= Lasoluzione di rivelazione preparata di fresco rimane stabile prima dell’uso
per un massimo di 15 minuti a temperatura ambiente. Superato tale limite
dovra essere eliminata.

= Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

IX. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Ll Dopo la coagulazione e la centrifugazione, il siero va rimosso il prima
possibile dal coagulo di eritrociti e mantenuto alla temperatura di 4 °C. Sei
campioni non vengono usati subito, vanno conservati a -20 °C per un
periodo massimo di 2 mesi oppure a -70 °C per periodi pit lunghi (al
massimo 1 anno).

Ll Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento.

= Prima dell'uso, tutti i campioni devono essere portati a temperatura
ambiente. Si raccomanda inoltre di vortexarli prima dell'uso.

= Le condizioni in cui viene eseguita la raccolta dei campioni possono
influenzare i valori, pertanto durante le procedure di raccolta vanno prese
tutte le precauzioni necessarie per evitare la contaminazione con impurita
presenti nei materiali di raccolta dei campioni che potrebbero stimolare la
produzione di IL-10 da parte delle cellule ematiche e quindi portare a valori
sierici falsamente elevati di I1L-10.

®  Le provette di raccolta devono essere apirogene.
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XI.

METODO DEL DOSAGGIO

Avertenze generali

Non usare il kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della Soluzione di Rivelazione e la Soluzione di
arresto evitare pipette con parti metalliche.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, ’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I’ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione
XI1I, paagrafo E (Tempo Trascorso).

Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta analitica, in quanto
non é possibile utilizzare per un dosaggio curve di calibrazione di sedute
analitiche precedenti.

La Soluzione di Rivelazione deve essere incolore. L’eventuale sviluppo di
un colore blu entro pochi minuti dalla preparazione indica che il reagente
& inutilizzabile e deve essere eliminato.

Distribuzione della Soluzione di Rivelazione entro 15 minuti dopo il
lavaggio della piastra di microtitolazione.

Durante ’incubazione con la Soluzione di Rivelazione evitare la luce
diretta del sole sulla piastra di microtitolazione.

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel telaio di supporto.

Pipettare 100 pl di Tampone di Incubazione in ogni pozzetto

Pipettare 100 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

Incubare per 2 ore a temperatura ambiente su agitatore orizzontale
regolato a 700 + 100 rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

. aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 100 pl del cmaione diluente e poi 50 pl di conjugato anti-I1L-10-
HRP in tutti i pozzetti

Incubare la piastra di microtitolazione per 2 ores a temperatura ambiente
su un agitatore orizzontale a 700 + 100 rpm

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

=  aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 200 ul della soluzione di rivelazione appena preparata in ciascun
pozzetto entro 15 minuti dopo la fase di lavaggio Pipettare 50 pl di
soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente su un agitatore orizzontale a 700 + 100 rpm; evitare la luce
diretta del sole.

Pipettare 50 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Leggere le assorbanze a 450 nm a 490 nm (filtro di riferimento a 630 nm o
650 nm) entro 3 ore e calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.

CALCOLO DEI RISULTATI

Lettura policromatica:
In questo caso, I’elaborazione dati verra effettuata dal software ELISA-
AID™,
La piastra viene letta a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).
Verra quindi effettuata una seconda lettura a 490 nm rispetto allo stesso
filtro di riferimento.
Il Software ELISA-AID™ guidera automaticamente il lettore e integrera
le
due letture utilizzando un modello policromatico. Tale tecnica puo
generare valori fino a 10 OD.
11 principio dell’elaborazione policromatica dei dati ¢ la seguente:
*Xi=0Da450 nm
*Yi=0D at490 nm
* Utilizzando una regressione lineare standard non pesata, i
parametri A & B sono calcolati: Y = A*X + B
* Se Xi <3 unita OD, X calcolato = Xi
* Se Xi >3 unita OD, X calcolato = (Yi-B)/A

* Per tracciare la curva di calibrazione viene utilizzato un modello
di adattamento della curva logistica a 4 parametri.

* La concentrazione di IL-10 nel campione viene determinata per
interpolazione sulla curva di calibrazione.

B. Lettura bicromatica

1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o

lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di IL-10, collegando i punti tracciati
con linee rette.

4. Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

5. E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato.
Con un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati qui di seguito riportati sono esclusivamente indicativi e non dovranno
assolutamente essere utilizzati in sostituzione della curva di calibrazione
tracciata in tempo reale.

IL-10-EASIA Unita OD

Modello policromatico

Calibratore 0 pg/ml 0,047

20.5 pg/ml 0,119

60.0 pg/ml 0,265

204.0 pg/ml 0,726

691.0 pg/ml 2,077

1976.0 pg/ml 4,138

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO
A Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata esserel 1,6 pg/ml.

B. Specificita

Nessuna reazione crociata significativa é stata osservata in presenza di 50 ng di
IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a, TNF-B, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1f, LIF, MCP-1, G-CSF,
RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 e SCF. Tale test per il dosaggio della 1L-10 &
specifico per la IL-10 naturale e ricombinante umana ed & in grado di
riconoscere la IL-10 di 72 aa.

Un livello molto basso (<0.2%) di reazione crociata é stata osservata BRCF1
(viral 1L-10) alla concentrazione di 70000pg/ml. BCRF1 ha dato un segnale
corrispondente a 34 pg/ml di IL-10

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>*SD cv Siero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
1 24 86+2.4 2.8 1 12 90+25 2.8
2 24 324 £12 3,7 2 14 336+9 2.7

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO

IL-10 IL-10
Campione aggiunta recuperata ReC(l)JPero
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Siero 0 0 B
60 56 93
215 215 100
760 745 98




TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)

Siero 171 910 910
112 455 390
1/4 228 213
1/8 114 107
1/16 57 57

| campioni sono stati diluiti con Diluente del Campione.

E.  Tempo trascorso tra ’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO DI RITARDO

sample 0 min 15 min 30 min
1 91 90 88
2 341 330 341
3 202 194 208
4 47 50 51
5 1141 1196 1228
6 284 294 297
7 136 133 137
8 263 263 291

F. Effetto hook
Un campione ha cui ¢ stata aggiunta I1L-10 fino a 870 ng /ml ha OD superiori a
quello dello standard piu concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

= Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

. Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

L] | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

= Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

L] E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Come riferimento, i valori di 32 campioni di plasma EDTA appartenenti a
soggetti apparentemente sani con bassi livelli di PCR sono risultati compresi nel
range 0 — 3.3 pg/ml. Di questi, 32 hanno prodotto valori inferiori a 0.2 pg/ml.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti, la Soluzione di Arresto
contiene H,SO,, la soluzione cromogena contiene TMB in Dimetilformammide,

il tampone del substrato contiene  H,O,. In caso di contatto, lavare
abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.
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XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

CALIBRATORE CAMPIONI
(un CONTROLLI
(H)
Tampone di Incubazione 100 100
Calibratore (0 - 5) 100 -
Campioni, controlli - 100

Incubare per 2 ore a temperatura ambiente in agitazione continua a 700 rpm.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione di Rivelazione 100 100

Coniugato anti-1L-10-HRP 50 50

Incubare per 2 ore a temperatura ambiente in agitazione continua a 700 rpm.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione di Rivelazione 200 200

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente in agitazione continua a 700
rpm.

Soluzione di arresto 50 50

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare
I’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (e 490 nm) rispetto a 630 (o 650
nm)

Numero di catalogo di
DIAsource:
KAP1321

P.1. numero: Revisione numero:
1702102/it 110221/3

Data di revisione : 2015-07-06
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Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN XP1ION.

IL-10-EASIA

XPHXH I'IA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

AvoocogvQupopetpikdc  Tpoodlopilopdg ywo TNV in Vitro  mocotikny  pétpnon g avlpdmivng
wrephevkivng-10 (IL-10) og opd.

T'ENIKEY INHPODOPIEX
Epmopwun ovopoocia:  Kit IL-10-EASIA ¢ DIAsource

ApOpog katardyov:  KAP1321: 96 mpocdiopicpol

Koatackevaletor amo tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN Teyvikn PonOsro 1] TANPOPOPIES GYETIKA NE TOPAYYELIEG EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 Dag: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAOPO
Bioloyikn opaon

H avBpmmvn wrepievkivny 10 (IL-10) givar pio Aeppokivn peyébovg 19 kDA, 1 ool mapdystot
amd Pondntikd T-Aeppokdttapa, povokvTTopa, pokpo@dya kot B-Aeppoxvttapo. H IL-10 &iye
KaTapyv YOPaKTNPIoTEL OC VoG avaoTOATIKOG TTopdyovtag obvleong kuttapokivav (CSIF),
wavdg  va  avaoteilel TV mopaymyn  Kuttapokwvedv  ond  kiovovg THI1  xuttdpov,
EVEPYOMOMUEVOV OO TNV TOPOVCIO OVTIYOVOTOPOVGLOOTIKOV KVTTApwV . AV amovsialovv
povokvttopo, ®otéco, M IL-10 ovactédder amevBelag v avénon tov T-kuttdpov,
EVEPYOTOMUEVT OO OKIVITOTOUUEVO LOVOKA®VIKG avTic®dpoto (MoAb) avti-CD3. ddvnke mog
1 OVOGTOAN TOAALUTAAGIAGLOD NTAV OTOTEAECHO EWIKNG AVAGTOANG TG mapaymyns IL-2 and ta
amokpwopeva T-kottapa. In vitro, n I1-10 eivor €évag moAd 10YVPOG AVOGTOAENS LOVOKIVGAV
(ovumepropPfovopévov twv TNF-o, IL-1, IL-6 kot IL-8) mov mopdyetor amd gvepyomompéva
am6 LPS povoxvtrapo xor pokpoedyo. H mpooOnkn IL-10 oe B-Aepgpoxdttapa empépet
TEPOPICUO TOL KLTTOPIKOD TOAAATAOCIOCHOD KOl, OVTO €ivol OMUOVTIKOTEPO, TOAD LYNMAN
TOPOYWYY  OVOGOCOUPIVAYV, ®F OmOTEAECUN NG  HETApOpPwons B-kvttdpov o€
mhaopatokvTTapa. Télog, paivetal Tog ta kKottapa puoikoi poveig (NK) amotedoldv Evav akdun
oTHY0 TV AVTIPAEYHOVOdI®OV 1ot tewv g IL-10. Ipdyuatt, tpéceata dedopéva €xovv dei&et
g N IL-10 pmopel va avaoteidel exaydpevn ond avirydovo mapaywyn IFN-y and kdtrapa NK,
AvOoTEAAOVTOG Oxl  HOVO TNV Topoy®y ] oAAd Kot To dleyeptikd amoteAéopato tov 1L-12 kot
TNF oty napayoyn g IFN-y.

Kimwikés epapuoyés

"Emg onuepa, €govv avevpebel kuklopopovvta emineda IL-10 otov opd macyodviwv and Non-
Hodgkin Aéppopa, ToAomioby HOEA®LLE, EYKEPAAKT] EAOVOGIO KOl GNTTTIKO GOK.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpoodiopiopdg IL-10-EASIA g DIAsource eivor évag  evlupukdg
0VOGOTIPOGOLOPIGUOS  EVICYLLEVNG evalcOnciog, otepeng @daong o 0moiog
ektedeiton o mAdkeg pkpotithoddtong. O mpocdiopiopds  ypnoipomotel
povokimvikd aviioopate (MAbs) mov kotevbivovtar evavtiov SoKprtdv
emtomov ¢ IL-10. Ov Pabpovountés kot ta deiypota avidpodv pe Tto
HOVOKA®VIKO avticopo oVAAnyng (MAb 1) mov eivor emotpopévo otnv
VIOdOYN ™G TAGKOG HKPOTITAOSOTNONG Kot HE €ve LOVOKAMVIKO avticopo
(MAD 2) onpaocpévo pe pagavidikn vrepo&eddon (HRP). Metd amd po nepiodo
EMMACNG TOV EMTPEMEL TO GYNUOATIONO €VOG GAVTOLLTGC: EMOTPOUEVO MAb 1 —
avBpdmvn IL-10 — MAb 2 — HRP, n mhéka pkpotitAodotnong vroPdAietan og
TN Yo var amopokpuvlei to onpocpévo pe Eviopo adéopevto avticopa. To
onuacpévo pe EVODHO JECUEVHEVO QVTIOOUO LETPATOL LECH HLOG XPOUOYOVOL
avtidpaone. Ipootibeton kon enwaletar ypopoydvo ddivpe (TMB étowo yo
xpnon). H avtidpaon otapatd pe mv npochnkn ovocyetikod SAVHOTOG Kot
OTN GUVEXELD YIVETOL OVAYVOON TG TAGKOAG HKPOTITAOOOTNONG 6TO KOTUAANAO
wikog kopatos. H mocdmta petatpomng tov vmootpopatog kobopileton
YPOUOTOUETPIKG LETPOVTOG TNV amoppOONoN, 1 omoia givar avaAoyn mpog ™
ovykévtpwon g IL-10.

THoapotdvetor ypoewd po kapmdrn Pabuovounons kot mpoodiopiletar n
ovykévipoon ¢ IL-10 oto delypota pe ovayoyh omd ™V KOpmTOAn
Babuovounong. H yprion tov cuotipatog avayvoong EASIA (ypappukdnta £mg
3 povadeg OD) kon piog moAvmlokng peboddov avaymyng dedopévav (avayoyn
TOAVYPOUATIKAOV JESOUEVMV) £XOVV MG OTOTEAEGHO LYNAN evoucOncio oto
KOLNAS TTEDTO TIHDV KOl GTO EKTETAUEVO TTEGTO TIMV Pabpovopunong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 | Xpopa- Avacvotaon
TPOGOI0- |  TIKOG
PIOPAOV | KOdIKOG
ITAdko pkpoTITAOSOTNONG NE 96 umie | ‘Etowpo ywo xprion

96 VOd0YEG EMOTPWUEVEG HE VIOd0XEG
avtt IL-10 (povokheovikd
OVTIOOUOTO)

1 puadido| kokkwvo | ‘Etopo ya xpion
6 ml

Ab HRP

ZoCevypa: Avti-1L-10 (novokhovikd
avtioopata) onpocpévo pe HRP og
puOotkd didivpa Tris-unhkodv pe Boeto
oporevkmpotivny kot Bupdin

CAL 6 puoAidia| «itpvo | Mpocdéste 1 mi

Avo@ptho- OMECTAYUEVOD VEPOD
Babpovountg N = 0 émg 5 TOMUEVO.
(deite Tig axpIPeic TIHEG TAVE OTIG ETIKETEG
TV ELAMSioV) ot avOpOTIVO TAGCH HE
Beviopudivn ko Bupdin

DIL SPE 3 puoAidwa| pavpo | IpocHicte
Avogiro- aneotaypévo vepd (BA.
Awihopa opaioong detypdtmv: og TOMHEVO ETIKETOL 6TO PLOAISI0
avOpdmvo mAdopa pe Beviopudivn kot Y1 Tov axpipn 6yKo)
Bopoin
1 gudkido| podpo | ‘Etowpo ya xpion

11ml
Pubiotikd Sidhvpa endoong: Pubuotikd
StdAvpa QOGEOPIKAV e Poeta
opoievkmpativny kot Gupdin

|WASH | SOLN |CONC| 1 puAido| «opé | Apardote 200 X pe

10 ml OmESTAYUEVO VEPD
Aéopa mhvong (Tris-HCI) (xpn(sluoqomms
UayVITIKO
avadeLTNPQ).
2 gwAidia| oonui | Mpocdiete 1 mi
Avogtho- OMEGTAYUEVOD VEPOL
Opoi ghéyyov -N =172 TOUHEVO.
oe avOpdmvo Thaopo pe Bupoin
|CHROM| T™B | CONC| 1 gwkido | mpdowo | Apomdete 0,2 mlie 1
1ml @roridio pOpoTikoy
Xpwpoyovo TMB (TetpapeborBeviudivn) Stoddpatog
oe dpeBuipoppapion VIOGTPDHATOG
SuB BUF 3 gukidio| mpdowo | "Etowpo yua yprion
21 ml
PuBpiotikd diddvpa vrootpdpatog: H,0;,
oe puOoTIK dtdAvpa 0&cod/KITPIKOV
o&éog
STOP SOLN 1 pukido| podpo | ‘Etowpo yia xpion
6 ml

Avaoyeticd dtdhopa: H,SO4 1,8N

XInpeioon: 1. Xpnowonowmorte dilvpo opainons delyudtov v apoinon tov
detypdtov.
2.1 pg tov TapacKELAGHATOS TOV BabpovounTh eivarl 1I6odHVapO e
5mlU tov NIBSC 1° RR 93/722.

V1. ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

To akdrovBa vAKG amortobvtot oAl dev TapEYOVTOL GTO KLT:

1. Amectaypévo vepd VYNNG ToOTNTOG

2. Thméteg ywa dwavoun: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml xoar 10 ml (cuvictdron n
¥PNON TIETOV aKPLBEiag [e avarldOLo TAUGTIKG pOYYT)

3. Avapeikmng otpofiiiopon

4. Moyvntikdg ovadevtnpag

5. Opudvtio cuokevn avadevong TAOK®OV HKPOTITAOSOTONG e duvatdTnTa
700 rpm % 100 rpm

6. Zvokevn TAVONG Yo TAGKESG LKPOTITAOOOTNONG

7. XZ00OKELN AVAYVOONG TAK®OV LKPOTITAOSOTNONG UE SLVATOTNTO OvAyVOGTG
oto. 450 nm, 490 nm kot 650 nm (cg TEPITTOON TOAVYPOUATIKNG
avayvoong) N pe dvvatotnto avayvoong oto 450 nm kot 650 nm
(dypopotikh avayvaon)

8. Ilpoapetikdg eEomhopos: O efomhiopdg ELISA-AID™  mov  givon
amapaitnTog Yo TNV ToAvypopatiky avayvoon (dgite tv tapdypapo XI1.A.)
unopel va ayopaotei and tmv Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174
USA.

VIl. IIAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BaBpovountic: Avacvotiote touvg Pabpovountég pe 1 ml angotaypévon
vEPOD.

B. Opoi gléyyov: Avoocvotiote tovg opovg eéyyov pe 1 ml amestaypévov
VEPOL.

C. Awlvpo apaioong dsiypdtomv: AvacuotNoTE TO SGALHO  OpaimOTS
detypdtov otov oyko mov kabopiletor oy gTikéto TOV ELEASioOL e
OTECTAYUEVO VEPO.

D. Awdhvpe mioong epyaciog: Tlpostoudote emapkr 0YKo SLoAdaTog TAHONG
epyaciag  pe mpoobikn 199 Oykwv omeoctaypévov vepod oe 1 dyko
Sroddpatog Toong (200X).  Xpnolponomote poyvnTikd avadeutipo yio
TNV OHOYEVOTOINOoN. ATTOpPiYTE TO U YPNOILOTOMUEVO  StdAvpe  TAHoNg
epyaciog 6To TEAOG TG NUEPAC.

E. Amoxelvmtikd Awdhvpe: Awveipete pe mméta 0,2 ml tov ypopoydvov
TMB og éva amd 100 QoA pLOGTIKOD SOAVUATOS VTOGTPMIATOG
(H202 oe pubuoticd didivpo  ofkod/kitpikod o0&€oc).  Zuviotdron
0VTOGYESLO TPOETOLUOGTAL.

VIl. ®YAAZEH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

= Jlpwv omd tO Avorypo M TV OvVAGVOTOOTN, OAOL TO. GUGTOTIKG TOL KIT
mapapévouy otafdepd Emg TV nuepopunvic ANENG, M oroio avaypaeeTaL TV
£TIKETA TOV PLoldion, epdcov drotnpovviar oe Beppokpacia 2 Emg 8°C.

= Ot un gpnoponompéveg tawvieg mpimet vo puidoocovial otovg 2-8° C, oe
GOPOYLOUEVT] GOKOVAO OV TEPLEXEL OmMOENPAVTIKO TTapdyovta, HEYPL TNV
npepopmvia Angng.

= Metd myv avacHotaon, ot Babpovountés, ot opoi eAEyyov kat To StdAvpo
apainong detypdtov tapapévouy otabepd ent 4 nuépeg otovg 2-8°C. T
peyoldtepeg  mepodovg  @OAaéng, Oo  mpémer  va  dnuovpynHodv
KAdopata/docelg piog xpriong kot vo dratnpnbovv oe Bgppokpacio -20°C
eni 2 pveg 10 pEYIOTO. ATMOQVYETE TOLG EMAVEIMNUUEVOLS KOKAOLG
amoYvénc-katayvéng.

= To ovumvkvepévo dtdAvpa TAvong eivan otabepd oe Beppokpacio dmpatiov
péypL TV npepopmvio AM&ng.

= Dpéoko, TOPACKEVUCHEVO StdAvpo TAvong epyaciag Oa  mpémer va
Kpnopomoteitar v o nuépa.

=  Metd v mpd Ypron tov, 10 cdlevypo mapapével otabepd g TV
nuepopumvia. ANéENG, e@OcoV Slatnpeitol 6To  OPYIKO, EPUNTIKE KAEIGTO
ouAidio og Beppokpacio 2 £mg 8° C.

= To pOMG TPOETOWAGUEVO OTOKAALTTIKO StdAvpa eivar otabepd pv amd ™
¥pNon Tov, Y €og Ko 15 Aemtd oe Oeppokpacio dopatiov. Katomwv o
TPEMEL VOL ATOPPITTETAL.

= Tuxdv petaPorés TG QUOKNG EUPAVIONG TOV avTOPACTNPIOV TOV KIT
evdéyetol va VTOdNAGVOLY aeTAOE 1) dAAOI®ON).

IX.  XYAAOT'H KAI ITIPOETOIMAXIA AEITMAT2N

= O opdg Ba mpémer va. aparpebel 660 T0 duvatdv vopitepa omd To TYUO TOV
epLOpoKLTTAPOV peTd TV THEN Kol TN LYOKEVIPLON Kot va dwotnpnOsl
otovg 4°C. Edv ta deiypata dev ypnowomombovv apécws, 0o mpémetl va
LAayBovV oTovg -20°C Yo émg kot 2 piveg 1 otovg -70°C yio peyakotepng
Suapketag pOAAEN (mg éva £10G).

= Amnogebdyete ToVG En0KOAOVOOVS KOKAOVG KOTAWLENG-0mOWVENS.

= Oépete oMo ta delypota og Beppokpacio dwpatiov TP amd TN YPHoN.
ZOVIOTATOL 1 AVAREEN TOV JEYUATOV GE GLOKELY GTPOPIAMGHOD TPV amd

™m xpnon.
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Ot cuvOnkeg detypoTolnyiog Hmopovv vo exnpedcovy Tig Tés. o to Adyo
avtd Ba mpémer va AapPdvovior ovotnpd pEtpo mPoPHAAENG KoTd TN
Sdpkelo g derypatonyiog yoo ™V amnoguyn mpocpifemv oto delypota
AMyng, ta onoia Oa diéyepav v mapaymyn IL-10 and apoxdtTopa Kot Ho
av&avav espoipéve i Tipég g IL-10 otov opo.

Ta coAnvapia cuAkoyng Oa Tpémet va eivor eEAedBepa TUPOYEVAV.

AIAAIKAXIA

LHELACELS GYETIKA pPE TO YEPLOPO

Mn ¥pNOYLOTOLEITE TO KIT 1) TO GVUGTOTIKG HETA TNV Nuepopunvia AENG.

Mnyv avoperyvoeTe VAKG 0o S10pOPETIKES TOPTIOEG KIT.

Dépete OAa TaL ovTIOpaCTNPLO 08 DEPpoKPacio SWUATION TPV amd T

xpnon.

Avapei&te kaAdd OAo To avTIdpacTAPLO. KoL To SElypOTO e amain avakivion
N avédevon.

Extedéote €1g duthovv avainyn tov Babpovountdv, Tov opav eLEYYOL Kot
TV detypdtmv. Zvviotdtat Kafetn gvbuypappon.

Xpnoyonomote £va kKabapd, TAAGTIKO S0YELO Yo VoL ETOWACETE TO StdAvpa
TAvoNG.

Xpnowyonoteite éva kabapd avarldGo pOyYXog TMETOG Yo TV TPOGSHNKN
KGOe  SroPopeTIKOD  AVTVOPACTNPIOL Kot OEiyHOTOC  TPOKEWEVOL VoL
AmoPOYETE TNV EMUOAVVOT).

ATo@OyeTE MIMETEG e PETOANMKA HEPT] Y10l TN SLOVOUT TOV ATOKOAVTTIKOD
AADpHOTOG Kot TOL AVaGYETIKOU ALOADLATOC.

H okpifeion Perndvetor pe ypfiion mmetdv vyniig  oxpifeag M
OQVTOLATOTOMUEVOL EEOTAMGHOV SIOVOUNG LE TUTETEG.

Trnpeite ToVg XPOVOLS EXDACTC.

T va amo@iyete ™ petotomon, o xpovog petaé&d g dtavoung pe mréto
T0V TP®TOL Pabpovount Kot TOL TEAELTOIOL OEIYHOTOG TPEMEL Vo
neplopifetar oto Ypovikd Sdotnpo mov avaeépetar oty evotnto XIII,
napdypapog E (Mecodidotnpa).

TIpogtoydote o kopmOAn Pabpovounong yw ke avilvon kot un
APNOLOTOLEiTE dESOUEVA OO TPONYOVUEVES AVOADGELC.

To Anoxalvntikd Awdhvpo Oa mpémer va givan dypopo. H dnpovpyio pmke
APOUATIGHOV GE SIAGTNUO AV AETTOV OO TNV TPOETOLAGIO VITOSEIKVOEL
TOG TO AvTWPUoTAPLO dev pmopel va ypnoworombei kou Oo mpémer vo
amoppLedei.

Awaveipete 10 AToKOALTTIKO AtdAvpa evtog 15 Aemtdv, petd v Thvon g
TAGKOG PIKPOTITAOSOTNONG.

Katd ) didpkeln endaong pe 1o Amokaiontikd Atdlopo, omoevyete myv
£k0eom g TAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG 6TO GUEGO NAOKO QOG.

Awdwcacio
Emééte tov amoutovpevo opBud tavidv yu v avdivon. Ot un
APNOLOTOUUEVES TaViES TPETEL VO EXVOCPPAYIGTOVV HEGO GTN GUKOVAM [E
Tov ano&npavtikd mapdyovta Kot va euiaytovv og Beppokpacio 2-8°C.
Aocpaliote TG Tovieg péco 6To TAIo0 GTNPENG.
Awwveipete pe mméra 100 pl puBpicticod dwehdpatog endaong oe Oleg Tig
VTOSOYEC.
Awveipete pe mméto 100 pl omd kabe Babpovopnti, opd gréyyov kou deiypo
OTIG KOTAAANAEG VTOSOYES.
Enwdote eni 2 dpeg oe Oeppokpoaocio dopatiov emdve oe opldvtio
avadgvtnpa, pubuiouévo otig 700 rpm £ 100 rpm.
Avoppopnote 10 VYo amd kabe vTodoyn.
II\ovete v mhdka 3 popéc:

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

. AVOPPOPAOVTOG TO TEPIEYOUEVO KAOE VITOSOYNG
Awveipete 100 pl dwAdpotog opaiwong deiypotog kot kotomwy 50 pl
ovlevyparog avti-IL-10-HRP og 0)eg Tig vmodoyéc.
Enodote enl 2 dpeg oe Oeppokpocio dopatiov emdveo ce opildvtio
avadgvtnpa, pubuiopévo otig 700 rpm £ 100 rpm.

Avappognote To vYpd and kdOe vodoyn.

IIAovete v mhdka 3 popéc:

. Savépovtog 0,4 ml Srakdpatog Thdong og kGbe vrodoyn.

. AVOPPOPAOVTAS TO TEPLEXOUEVO KABE VTOSOYNG
Awoveipete pe mméto 200 pl tov pOMG TPOETOWUAGUEVOD OTOKOAVTTIKOD
SdrAdpatog o€ KaBe vITodoyn, vtog 15 Aemtdv amd To fripa TAVGNG.
Enodote v mhdxoa pikpotithoddtnong eni 30 Aemtd oe Oeppoxpacio
dopotiov og oplovrio avadevtipa otig 700 rpm = 100 rpm, amoevyete mv
apeon ékBeon oty Aokt aktivofolia.
Awoveipete pe mméto, 50 pl avaoyetucod dtodvpatog og kGO vodoyr.
Kavte avayvoon tov amoppoencemv ota 450 nm kot 490 nm (@iktpo
avaeopds 630 Nm 1 650 NM) evtdg 3 OPOV Kot VITOAOYIGTE TA ATOTEAEGULATOL
ommg meptypagetat oty gvotnta Xl.

YIIOAOTIZMOX TN AIIOTEAEZMATQN

Molvypopatiki avayvoon:

Xmv mepintoon avt, v enefepyacio v dedopévev Ba Kdvel To
Aoyopkd tov ELISA-AID™,

H avéyvoon g nAdkag yivetonw mpdto ot 450 nm évavtt evog @iktpov
avapopdg mov pubuiletat ota 650 nm (7 o 630 nm).

=

XIL

Exrteleiton devtepn avayvoon ota 490 nm €vavit tov idov @ikTpov
AVOQOPAC.
To loyiopkd tov ELISA-AID™ Qo gvepyomotioel onTOMOTO TN GLGKELN
avayvoong kot o evoopotdoer Kot TG 000 pETPNOE Of  €va
TOAVYPOUATIKO HOVTEAO. AVTH 1 TELVIKN UMOPEL VO SNHOVPYHGEL ONTIKEG
mokvotnteg (OD) éwg ko 10.
Baotkn apyn TG eneEepysiog TV TOMYPOUATIKOV dESOUEVAV ExeEL OEENG:
. Xi = OD ota 450 nm
*  Yi=0D ot 490 nm
. XPNOULOTOLOVTOAG TUTIKT 1] GTAOUGUEVT YPOUUKT ToASpoOUnon,
vroAoyilovtar o mapapetpot A & B: Y = A*X + B
*  Av Xi < 3 povadeg OD, tdte vroroyiobév X = Xi
*  Av Xi> 3 povadeg OD, tote vroroyiofév X = (Yi-B)/A
. Xpnoonoteitor TPOSUAPHOY AOYIGTIKNAG KOUTOANG 4 TapopéTpeov
Yo T dnpovpyia TG KopmoAng fabpovounong.
. H ovykévipoon IL-10 ota deiypoto kabopiletar pécm avaywmyng
oV KoumdAn fabpovounong.

Aypopotiki avayvoon

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

Ymohoyiote T péon T TOV SITADV TPOGIOPIGUMY.

Te NUAOYapOUKO 1 YPOUUIKO XOPTL YPOPNUATOV, TUPAUCTNOTE YPUPIKH TIG
Tpés OD (tretaypévn) vy kdbe Pabuovount) évavit g ovticToyng
ovykévipoong g IL-10 (tetunuévn) Kot oxedidoTe  puot  KOUTTOAN
Babpovounons péow tmv onpeimv Tov Pabpovount, cuvdéovtag pe evdeieg
YPOUUES TO OTOTLTOUEVO CNUELDL.

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

Avoyoyh dedopévav pe T Ponbeio niektpovikod vmoloywoth O
OmAOTOMGEL AVTOVG TOVG VIOAOYIoHOVS. Edv ypnoomoteiton avtopatn
enelepyncio AmOTEAEGUATOV, GUVIGTATOL TPOCAPLOYTN KOUTOANG AOYIGTIKNG
GUVAPTNONG 4 TAPAUETPMV.

TYIIIKA AEAOMENA

Ta axdlovBa dedopévo mpoopilovial HOVO MG TOPASELYIO KOl OEV TPETEL VO
APNOOTOLOVVTOL TOTE VT TNG KOUTOANG BabUOVOLUN GG TPOYLLOTIKOD YPOVOL

IL-10-EASIA Movadeg OD

MolvygpopoTucé povréro

Babpovountig 0 pg/ml 0,047

20,5 pg/ml 0,119

60,0 pg/ml 0,265

204,0 pg/ml 0,726

691,0 pg/ml 2,077

1976,0 pg/ml 4,138

X, AIIOAOZXH KAI ITIEPIOPIZMOI

A.

‘Opro aviyvevong

Metpnnkav eikoct pndevucoi Pobupovountés palli pe éva ovvolo GAA®V
Babpovountadv. To 6pro avigvevong, optlOHEVO MG M PAIVOLEVIKT) GUYKEVTPMOOT
800 tumkdV omokAicewv mave omd T péoeg petpnoelg OD oe pndevikn
déopevon, firav 1,6 pg/ml.

B.

Ewwétmro

Agev mapotnpnnke onpavtikn dtectavpoduevn ovtidpacn mapovsio S0 ng IL-
la, IL-1B, IL-1ra, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, TNF-a, TNF-B, IFN-a, IFN-
B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-la, MIP-1B3, LIF, MCP-1, G-CSF,
RANTES, PF-4, BTG, GRO, IP-10 kot SCF. O nopdv tposdiopiopdg I1L-10 givar
€181KOG Yo TV avOpAdTIVY, PLGTKY Kat avacsvvovacpévn IL-10.

‘Eva. moAd  yopnid  emimedo

(<0,2%) Swotovpoduevng avtidpoaong £xet

nopatnpndei pe mv BRCF1 (ukn 1L-10) oe ocvykévipoon 70000pg/ml. H
BCRF1 napsiye ofjpa mov avtiotoyei og 134 pg/ml g IL-10.

C. Axpifswn
TIA TON IAIO TIPOZAIOPIEMO METAEY AIAGOPETIKOQN ITPOZAIOPIEMON
Opog N <X>=*T.A. Z.A. Opog N <X>*T.A. A
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
Opog 1| 24 86 +2.4 2,8 Opég 1| 12 90+25 2,8
2| 24 324 +12 3,7 2| 14 335+9 2,7
T.A.: Tomkn amdxAon, X.A.: Zoviedeo g SLoKOUaveng
D. OpBoétnTo
AOKIMAZXZIA ANAKTHXZHZ
Agiypa Ipootedeioa AvaxtOcico Avaxtnon
IL-10 (pg/ml) IL-10 (pg/ml) (%)
Opog 0 0 -
60 56 93
215 215 100
760 745 98




AOKIMAXIA APAIQXHX
Agiypa Apaioon OzopnTikn MertpnOcica
GVYKEVTPOON GUYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml)
006 171 910 910
Pos 112 455 390
1/4 228 213
1/8 114 107
1/16 57 57
Ta detypoto apoiddnkav pe dtdAvpo apainong dSerypdtoy.
E. Meoodwdotnpo petald g dwavopns teievtaiov Padpovounti) kKo

dgiyparog

Onmg aivetal 6T GUVEYELD, TO OTOTEAEGLLOTO TOV TPOGOLOPIGUOD TAPULEVOLY
a&omota akopa Kot 6tav dwavépetor éva detypa 30 Aemtd petd v mpooHnkn
TV BaOLOVOLNTOV GTO EMGTPOUEVE COAVAPLA.

XPONIKH KAOYXTEPHXIH
Aeiypo 0 Aemtd 15 Aentd 30 Aentd
1 91 90 88
2 341 330 341
3 202 194 208
4 47 50 51
5 1141 1196 1228
6 284 294 297
7 136 133 137
8 263 263 291
F. ®awépevo aykiotpov (hook)

Agiypa mov gpfordotnke pe IL-10 émg 870 ng/ml diver vynidtepeg petprioeig
ontikig mukvotnrog (OD) omd To onpeio Tov tekevtaiov Paduovopnt.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAEIX0X

= Edv 1o omotedéopata mov Aappdvovtat yuo tov opo réyyov 1 f/kon tov opd
eléyyov 2 dg Ppiokovtor gvtog Tov mediov Tipmv mov kabopiletar oy
eTKETOL TOL  QuAwdiov, Ta omoteAfopato  dev  givar  duvatd  va
ypnoponomboly, ektdg €av €yl dobel wavomomTiky €€fynon yw v
AGVUP®VICL.

= Edv givor embounto, ke epyactiplo Hmopet var dovpynoet ta d1Kd Tov
petypato derypdtav gléyyov (pools), ta omoio mpémer vo drarnpodvrot
Koteyuypéva og kKhaopota/dooelg pag xprions. Opoi eAéyyov mov mepiEyovy
alido Oa emdpdcovv otnv evlopikn avtidpaon kot eV pmopodv va
xpnotponomBovv.

= Ta kprrfipre 0wodoyng Yo T Sopopd HETAED TV SITADV OMOTEAEGUATOV
Tov detypdtmv Oa tpénet va Bacilovtat oe 0pbEG EPYACTNPLOKESG TPOKTIKES.

= Tuviotdtor ot opoi eléyyxov va vToPAAlOVTIOL GE TPOGIOPICUO TAKTIKG MG
dyvoota deiypota yo vo petpdrat 1 petafintomra tov pocdiopiopov. H
600N TOV TPOCIOPIGHOD TPEMEL Vo TopakolovBeitol pe Stoypdppoto
TOLOTIKOD ELEYYOV TMV OPMV EAEYYOV.

= Eivor kakd 10 vo €AEYYETE OMTIKG TNV TPOGOPUOYN TNG KOUTOANG 7OV
emAEyONKe Amd TOV VITOAOYLOTY.

XV. TIMEX ANADPOPAX
Ot Tipég awtég mopéyoviar poévov oG odnyds. Kabe epyactipio Ba mpémet va
KkaOepdoeL To S1kO TOL TEFIO PUGLOAOYIKAOV TILAOV.

To mapokdto amoTeAécpaT TOPEYOVTOL HOVO G 0dNYOG: To amoteléopato 32
Setypdtmv opod epEAvAg VYOV atopov pe xounmid enineda CRP, kopdavOnkov
peta&d 0 ko 3,3 pg/ml pe péon i 0,2 pg/ml.

XVI. IPO®YAAZEIY KAI TIPOEIAOIIOIHEELY

Acpaleiag

Moévo o StoyvooTtikn xprion in vitro.

Ta ovotatikd avOpdmvov aipotog mov TePapPAvoviol 6To KIT ovTd £X0VV
eheyyBel pe pebodovg eykekpipéveg otnv Evpodnn f/kar and tov FDA kot €xet
Samotodel 6Tt glvon apvntikd og mpog v nopovsio HBSAG, avti-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar duvatd va mapéyet mAnpn
Scpdiion 0Tt Tapdywya Tov avOpdOTIVOL aipatog de Bo pHeTaddoovy Nratitda,
AIDS 1 dAreg howdEels. Emopévag, o yepiopds avidpaostnpiov, derypdtov
0po¥ N TAGoPaTOG Bar TPEMEL vaL YIVETOL GUUEOVA LLE TIG TOTKEG dladikaoieg mepl
AGQAAELOGC.

‘O ta Lowd mpoidvta kot Tapdywyo £xovv cuihexdet amd vyu| (da. Ta Bosio
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OO XMPEG Omov dev €xel avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepExovy (owés ovoieg Ba mpémer va avtipetoniloviar og
SUVNTIKOG LOAGHATIKA.

Amopiyete kGO emapn pe to dépua pe Gl Ta ovtdpactiplr, To Avacyetikd
Addopo mepiéyel H,SO4, 10 popoyovo nepiéxet TMB og Aypuebvipoppapion, to

puOuiotikd ddvpa vrootpopatog mepExel HpO,.. Xe mepimtoon emoagng,
TAOVETE GYOMACTIKG HE VEPO.

Mnyv konvilete, unv mivete, v TpAOTE KoL UN YPNCLULOTOLEITE KOAADVTIKG GTO
Kdpo epyacioc. Mnv SwavéleTe pe TUTETO YPNCLLOTOLOVTOS TO GTOUO GOGC.
XPNGUOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO Kot YOVTIO PG XPTIONG.

XVII. BIBAIOI'PA®IA

1. MOORE K.W., O'GARRA A., DE WAAL-MALEFYT R., VIEIRA P.,
MOSMANN T.R. (1993). Interleukin-10 Annu. Rev. Immunol., 11:165-
190.

2. BLAY J.Y., BURDIN N., ROUSSET F., LENOIR G., BIRON P., PHILIP
T., BANCHEREAU J., FAVROT M.C. (1993). Serum Interleukin-10 in
Non-Hodgkin's Lymphoma : a prognostic factor. Blood, 82:2169-2174.

3. BOGDAN C., BODOVOTZ Y., NATHAN C., (1991). Macrophage
deactivation by Interleukin-10. J. Exp. Med., 174:1549-1555.

4. MELVILLE P., ROUSSET F., BANCHEREAU J., KLEIN B,
BATAILLE R., (1992). Serum Interleukin-10 in early stage multiple
myeloma. Lancet, 340:1544-1545.

5. PEYRON F., BURDIN N., RINGWALD P., VUILLEZ J.P., ROUSSET
F., BANCHEREAU J., (1994). High levels of circulating IL-10 in
human malaria. Clin. Exp. Immunol., 95:300-303.

6. MARCHANT A., DEVIERE J,, BYL B., DE GROOTE D., VINCENT
JL., GOLDMAN M., (1994). Interleukin-10 production during
septicaemia. Lancet, 343:707-708.

7. DE GROOTE D., MARCHANT A., FAUCHET F., JADOUL M,
DEHART I., GERARD C., GEVAERT Y. et al. (1994). Characterisation
of monoclonal antibodies against human interleukin-10 and their use
in an ELISA for the measurement of this cytokine. J. of Immunol.
Methods, 177:225-234.

XVIII. IIEPINAHYH TOY ITPQTOKOAAOY

AEITMA(TA)
BAOMONOMHTEZ OPOI EAEFXOY
() ()
PuBiotikd dtdivpa 100 100
EMOOONG
Bobpovopntég (0-5) 100 -
Agiypato, opoi eréyyov - 100

Enwdorte eni 2 dpeg o€ Oeppokpascio dopotiov pe cvveyn avadevon otig 700 rpm.
Avappo@nioTe 10 TEPLEXOHEVO KGOE VTOJOYNG.
[Movete 3 popég pe 400 pl Stoddpatog mADONG Kot avappoPoTE.

Awihopo Apaimong 100 100
Agtypdtov
Tolevypa avti-1L-10-HRP 50 50

Enwdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopatiov pe cvvexn avadevon otig 700 rpm.
AvoppopnoTe To TEPLEXOEVO KGOE VITOdOYNG.
IIovete 3 popés pe 400 pl drardpatog Thdong Kot avoppoeroTe.

AmokoAvnTikd Atdivpo 200 200

Enwdote eni 15 hentd o€ Oeppokposio dopatiov pe cuveyn avadevon otig 700 rpm

Avaoyetikd dtdhvpo 50 50

AwBdote 6€ GLOKEVLY AVAYVMOONG TAAKAV [IKPOTITAOSOTNONG KO KATAYPAYTE TNV
anoppoenon kGbe vrodoyng ota 450 nm (kar 490 nm) évavt 630 () 650 nm)

Ap. katardyov DIAsource: ApBuog P.1: Ap. avabedpnong:
KAP1321 1702102/el 110221/1

Hpepopnvia avabedpnong: 2011-02-21
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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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Simboli utilizzati

Consultare le istruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

SH | SOl
L
ONTROL

Controllo #

Ab 1251 Marcato

Marcato concentrato

1251 | CONC

Marcato concentrato

Provette

7

IN

BUF

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

DI
DI

Tampone diluizione

ANTISERUM

Antisiero

L
L

Immunoassorbente

E
IMMUNOADSORBENT

Diluente calibratore

OLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzione di pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

HRP Coniugato concentrato

Ag HRP
N
g N

HRP Coniugato concentrato

b
g
2
[ Lo |

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

U
TMB

o |

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

[~ ]

Incubazione con siero

3
M
M
L
TOP | SOLN
R
P

Buffer
AP Coniugato
Substrato PNPP

N
N

BIOT NI

Concentrato coniugato con biotina

Agente precipitante

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2nd Ab 2° Anticorpo

Tampone Acidificante

Ditributore

TRAY

Vassoi di incubazione

Soluzione di PMSF

Proteggere dalla luce

:

STRIP

Dot strip

Substrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrato del tampone di estrazione

|CART | Cartuccia
SAV ‘ HRP ‘ HRP coniugata a streptavidina
PIPETTE | Pipetta

WASH | SOLN

Tampone di lavaggio
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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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