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TNF-a-EASIA

I.  INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Tumor Necrosis Factor o
(TNF-a) in serum.

Il. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource TNF-a -EASIA Kit
B. Catalogue number : KAP1751 : 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

I11. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activities

Human Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) also named cachectin, is a 157 A.A. unglycosylated polypeptide
cytokine mainly produced by activated macrophages (monocytes). Lipopolysaccharide (LPS), the cell-wall
component of gram-negative bacteria (endotoxin), is a potent stimulus for TNF-a production by macrophages and
TNF-a is an important mediator of the well-known in vivo effects of LPS such as tumour hemorrhagic necrosis,
fever, shock and activation of neutrophils. The various biological activities of TNF-o may be classified as :

- Antitumoral and growth regulatory activities : TNF-a displays a selective toxicity for tumor and virus-infected
cells. Conversely, it is angiogenic and stimulates the growth of cultured fibroblasts.

- Immunomodulatory and proinflammatory activities : TNF-a activates macrophages, neutrophils and eosinophils,
as well as endothelial cells (which display procoagulant activity). It regulates the production of antibodies by B
cells and stimulates cytotoxic T cells. It induces the production of several other inflammatory mediators such as
IL-1, IL-6, colony stimulating factors, prostaglandins, platelet-activating factor (PAF), collagenases, etc.

- Metabolic activities : TNF-a strongly inhibits lipoprotein lipase and adipocyte gene expression.

B. Clinical application

TNF-o has a major pathogenic role : in cachexia associated with chronic infectious or cancerous diseases ; in septic
shock where the neutralization of TNF-o protects against the associated acute lethality ; in graft rejection and graft-
versus-host disease ; and in parasitic infections where TNF-o may provide some protection but also favours more
severe forms of the disease (e.g. the cerebral form of malaria). TNF-a often in combination with other cytokines,
has also been involved in several autoimmune diseases and even in the pathogenesis of arteriosclerosis. Abnormal
high levels of serum TNF-o have been described in septic shock, graft rejection, parasitic infections, cancer, post
hemofiltrations, during in vivo cytokine (IL-2) therapy, etc. Besides an insight into pathogenesis, these
determinations might provide an aid in diagnosis (e.g. in graft rejection) and have prognostic value (e.g. in
systemic infections).



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

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

A calibration curve is plotted and TNF-a 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 TNF-o (monoclonal

antibodies) coated wells

Ab HRP 1 vial red Add conjugate )
0.75 ml buffer (see section
VII)

Conjugate: HRP labelled anti-TNF-o
(monoclonal antibodies) in TRIS-Maleate
buffer with bovine serum albumin and
thymol

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 40 mlU of the
NIBSC IS 87/650.

V1. 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, 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 XIL.A.) can be
purchased from Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

No ok w

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators : Reconstitute the zero calibrator to the volume specified on
the vial label with distilled water and the other calibrators with 2 ml
distilled water.

B. Controls : Reconstitute the controls with 2 ml distilled water.

C. Conjugate Solution : following the number of wells to be used, dilute the
concentrated conjugate with the conjugate buffer in a clean glass vial : see
below table for the volumes to pipette. Extemporaneous preparation is
recommended. Diluted conjugate is stable for max. 1 week at 2-8°C.

TABLE CONJUGATE DILUTION

2 vials yellow | Add distilled water
- - lyophil. (see on the label for

Zero calibrator in human serum, the exact volume)
benzamidin and thymol

Number of wells Concentrated Conjugate buffer Working volume
conjugate
8 50 pl 500 pl 550 pl
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 ul 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 ul 3000 pl 3300 pl
96 600 pul 6000 pl 6600 pl

CAL Svials | yellow | Add 2 ml distilled
lyophil. water

Calibrator N=1to5
(see exact values on vial labels) in human
serum, benzamidin and thymol

CONJ BUE 1 vial red Ready for use

6 ml

Conjugate buffer: TRIS-Maleate buffer
with bovine serum albumin, EDTA and

thymol
INC BUF 1 vial black Ready for use
6 ml
Incubation buffer: TRIS-Maleate buffer
with bovine serum albumin, EDTA and
thymol
1 vial brown Dilute 200 x with
| WASH | SOLN |CONC | 10 mi distilled water (use

Wash Solution (Tris-HCI) a magnetic stirrer).

CONTROL N 2 vials silver Add 2 ml distilled
lyophil. water

Controls - N =1 or 2 in human serum and

thymol
|CHROM| T™B | CONC | 1 vial green | Dilute 0.2 ml into 1
1ml vial of substrate
Chromogen TMB buffer
(Tetramethylbenzydine) in
Dimethylformamide
SuB BUF 3 vials white Ready for use
21 ml
Substrate buffer: H,O, in acetate / citrate
buffer
STOP SOLN 16viall black Ready for use
m

Stopping solution: H,SO4 1.8N

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.

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

= After reconstitution, calibrators and controls 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.

= 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.

IX.  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.
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XI.

N

Sampling conditions can affect values, therefore, strict precautions have to
be taken during sampling to avoid impurities contained in sampling
materials that would stimulate TNF-a production by blood cells and thus
falsely increase serum TNF-o values.

Collection tubes must be pyrogen-free.

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.

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 XIII
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 50 pl of incubation buffer into all the wells

Pipette 200 pul of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
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 100 pl of zero calibrator into all the wells

Pipette 50 pl of anti- TNF-o. -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 30 minutes at room temperature on a
horizontal shaker set at 700 rpm + 100 rpm, avoid direct sunlight.

Pipette 50 ul 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 = OD at 450 nm

. Yi= 0D at 490 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

=

XII.

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

L] A 4 parameter logistic curve fitting is used to build up the calibration
curve.

= The TNF-a 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 TNF-a
(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.

TYPICAL DATA

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

TNF-0 -EASIA OD units Polychromatic

model

Calibrator 0 pg/ml 0.045
6.8 pg/ml 0.120

18 pg/ml 0.259

52 pg/ml 0.619

176 pg/ml 1.435

518 pg/ml 3.237

XML

A.

PERFORMANCE AND LIMITATIONS

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 0.7 pg/ml.

B.

Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 50 ng of IL-1a, IL-1B,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-p, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B,
GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF and RANTES. This
TNF-a assay is specific for human natural and recombinant TNF-a.

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD CV || Serum N <X>+SD cvVv
(pg/ml) (%) (pg/mi) (%)
A 20 91+6 6.6 A 24 122+5 45
B 20 526 + 33 6.3 B 24 431+ 14 33
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added TNF-a Recovered TNF-a Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1 0 6.2 -
38.4 43.3 97
83.9 90.0 100
188.3 192.5 99
408.2 376.2 91
Serum 2 0 3.8 -
38.4 455 108
83.9 91.2 104
188.3 162.2 84
408.2 379.2 92




DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 1 - 436.5
2 218.3 2124
4 109.1 104.8
8 54.6 59.5
16 27.3 317
Serum 2 1 - 420.2
2 210.1 211.2
4 105.0 98
8 52.5 58.3
16 26.3 30.7

Samples were diluted with zero calibrator.

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.

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565
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 30 serum samples from apparently healthy persons
with low CRP levels, ranged between 4.6 and 12.4 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.

XVII.
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Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(k) (1)
Incubation buffer 50 50
Calibrators (0-5) 200 -
Samples, Controls - 200
Incubate for 2 hours at room temperature with continuous shaking at 700 rpm.

Zero Calibrator 100 100
Anti-TNF-o -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

Inc

ubate for 30 min at room temperature with continuous shaking at 700 rpm.

Sto|

p Solution 50 50

(an

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm

d 490 nm) versus 630 (or 650 nm)
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TNF-a-EASIA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro du Facteur de Nécrose
Tumorale o humain (TNF-o) dans le sérum.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A.  Nom du produit : DIAsource TNF-a-EASIA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1751: 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

Le Facteur de Nécrose Tumorale Alpha (TNF-a), également appelé cachectine, est une cytokine polypeptidique
non glycosylée de 157 acides aminés produite principalement par les macrophages activés (monocytes). Le
lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi cellulaire des bactéries gram négatives (endotoxine), est un
puissant stimulus de la production du TNF-a par les macrophages et le TNF-a est un médiateur important des
effets in vivo bien connus du LPS: par exemple, nécrose tumorale hémorragique, fiévre, choc et activations des
neutrophiles. Les différentes activités biologiques du TNF-o peuvent se classifier de la maniére suivante :

. Activités antitumorales et de régulation de croissance : le TNF-o montre une toxicité sélective pour les tumeurs
et les cellules infectées par un virus. Inversement, il est angiogénique et stimule la croissance des fibroblastes mis
en culture.

. Activités immunorégulatrices et pro-inflammatoires : le TNF-a active les macrophages, les neutrophiles et les
éosinophiles, ainsi que les cellules endothéliales (qui montrent une activité procoagulante). 1l régule la production
des anticorps par les cellules B et stimule les cellules T cytotoxiques. Il induit la production de plusieurs autres
médiateurs de l'inflammation comme les IL-1, IL-6, facteurs stimulant de colonies, prostaglandines, facteur
d'activation des plaquettes (PAF), collagénases, etc.

. Activités métaboliques : le TNF-a inhibe fortement la lipoprotéine lipase et I'expression des génes des adipocytes.

B.  Applications cliniques

Le TNF-a a un rdle pathogénique majeur : dans les cachexies associées aux infections chroniques ou aux cancers ;
dans le choc septique ou la neutralisation du TNF-o. protége contre la létalité aigué qui y est associée ; dans le rejet
de greffe et la maladie greffon contre hdte ; et dans les infections parasitaires ot le TNF-a peut procurer une
certaine protection, mais favorise également des formes plus sévéeres de la maladie (par ex. la forme cérébrale de la
malaria). Le TNF-a, souvent en combinaison avec d'autres cytokines, a également été impliqué dans plusieurs
maladies auto-immunes et méme dans la pathogenése de l'artériosclérose. Des taux anormalement élevés du TNF-
o sérique ont été décrits dans le choc septique, le rejet de greffe, les infections parasitaires, le cancer, aprés une
hémofiltration, pendant un traitement in vivo par la cytokine (IL-2), etc. En plus de donner un apercu de la
pathogenese, ces déterminations peuvent procurer une aide au diagnostic (par ex. dans le rejet de greffe) et ont une
valeur pronostique (par ex. dans les infections systémiques).



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource TNF-a-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’TNF-
o. 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 — TNF-o. — 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 l’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 TNF-a.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en TNF-o 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 I’emploi
avec 96 puits recouvert
d’anti TNF-a. (anticorps

monoclonal)

2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 40 mU du IS
NIBSC 87/650.

VI.  MATERIELS NON FOURNIS

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

1. Eau distillée d’une haute qualité

2. 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)

8. 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.
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VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer le Calibrateur zéro avec le volume d’eau
distillée spécifié sur I’étiquette du flacon et les autres calibrateurs avec 2 ml
d’eau distillée.

B. Contrdles : Reconstituer les contrdles avec 2 ml d’eau distillée.

C. Solution du conjugué : en fonction du nombre de puits a utiliser, diluer le
conjugué concentré avec le tampon du conjugué dans un flacon en verre
propre : voir le tableau ci-dessous pour connaitre les volumes a pipeter. Il
est recommandé de réaliser la préparation au moment de l'utiliser. Le
conjugué dilué est stable au maximum une semaine entre 2 et 8°C.

TABLEAU DE DILUTION DU CONJUGUE

- 1 flacon Rouge | Ajouter le tampon du
Ah HRP P h
. _ 0,75 ml conjugué (voir section
Conjugué: anti-TNF-o marqué avec VIl
de I’HRP (anticorps monoclonal)
dans un tampon TRIS-maléate avec
de I'albumine bovine et du thymol
CAL n 2 flacons Jaune Ajouter de I’eau
lyophilisés distillée (voir le

Calibrateur zéro dans du sérum
humain avec de la benzamidine et du

volume exact sur
I’étiquette)

Nombre de puits Conjugué Tampon du Volume de travail
concentré conjugué

8 50 ul 500 ul 550 ul

16 100 pl 1000 pl 1100 pl

24 150 pl 1500 pl 1650 ul

32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 pl 3300 pl

9 600 pl 6000 pl 6600 ul

thymol
CAL 5 flacons Jaune Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée

Calibrateur N=1a5
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum humain avec
de la benzamidine et du thymol

CONJ BUF 1 flacon Rouge | Préta I’emploi

6 ml
Tampon conjugué: Tampon TRIS-
maléate avec de I'albumine bovine,
EDTA et du thymol
ING BUF 1 Q?ﬁ?n Noir Prét a ’emploi
Tampon d’incubation: Tampon TRIS-
maléate avec de I'albumine bovine,
EDTA et du thymol
1 flacon Brun Diluer 200 x avec de

|WASH SOLN |CONC|

Solution de Lavage
(Tris-HCI)

10 ml I’eau distillée (utiliser
un agitateur
magnétique).

N 2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisés distillée

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

| CHROM | ™B | CONC 1 flacon Vert Diluer 0,2 ml dans 1
1ml flacon de tampon
Chromogene TMB substrat
(Tetramethylbenzydine) dans
Dimethylformamide
SUB 3 flacons Blanc Prét a I’emploi
21 ml

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

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

Solution d’arrét: H,SO4 1.8N

Note: 1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.

D. 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.

E. Solution de Révélation: pipeter 0,2 ml du chromogene TMB dans un des
flacons avec du tampon substrat (H,O, dans tampon acétate/citrate). Une
préparation extemporanée est recommandée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION 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.

= Apres reconstitution, les calibrateurs et les contrdles 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.

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

. Aprés la premiére 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.

IX.  PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

. Le sérum doit étre débarrassé le plus rapidement possible du caillot de
globules rouges apres 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 -70°C, au maximum pendant 1 an.

L] Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.
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Avant I’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre & 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 prélévement ne stimulent la
production d’TNF-a par les cellules sanguines et ne fassent faussement
augmenter les taux sériques d’ TNF-a.

Les tubes de prélevement doivent étre pyrogen-free.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration.

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

Utiliser un récipient en plastic propre pour préparer la Solution de Lavage.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour ’addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de la Solution de Révélation et de la Solution d’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

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 a la lumiere du soleil lors de I’incubation avec la
Solution de Révélation.

série

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 50 pl du tampon d’incubation dans tous les puits.

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

Incuber pendant 2 heures a température ambiante dans un agitateur
horizontal mis & 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 100 pl du calibrateur zéro dans tous les puits.

Pipeter 50 pl du conjugué anti-TNF-a-HRP dans tous les puits.

Incuber pendant 2 heures & température ambiante dans un agitateur
horizontal mis & 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 30 minutes & température ambiante dans
un agitateur horizontal mis a 700 rpm + 100 rpm, éviter exposition a la
lumiére 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 & 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=DOa490 nm

X1

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 > 3 unités DO, X calculé = (Yi-B)/A

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

. La concentration en TNF-a des échantillons est déterminée par
interpolation sur la courbe de calibration.

Lecture bichromatique

Lire la plaque a 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 TNF-a (abscisses) et dessiner une courbe de calibration
a ’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.

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.

TNF-a-EASIA Unités DO modele
polychromatique

Calibrateur 0 pg/ml 0,045

6,8 pg/ml 0,120

18 pg/ml 0,259

52 pg/ml 0,619

176 pg/mi 1,435

518 pg/ml 3,237

X1

A.

PERFORMANCE ET LIMITES

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

fixati

B.

on zéro, était de 0,7 pg/ml.

Spécificité

On n’a pas constaté de réaction croisée significative en présence de 50
ng IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1,
G-CSF et RANTES. Ce dosage de 'TNF-a est spécifique de 'TNF-a
humaine naturelle et recombinante.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122+5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+14 33

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon TNF-a ajoutée TNF-a Récupération
(pg/ml) récupérée (%)
(pg/ml)
Sérum 1 0 6,2 -
38,4 433 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Sérum 2 0 3,8 -
38,4 455 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92




TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
Sérum 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Sérum 2 1 - 420,2
2 210,1 211,2
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Les échantillons ont été dilués avec le calibrateur zéro.

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 apres que le calibrateur a été ajouté aux tubes

avec [’anticorps.

DELAI
TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

= Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(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 1’azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

. Les critéres 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 routiniere 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, les résultats de 30 échantillons de sérum de personnes
apparemment saines avec de faibles niveaux de CRP se situaient entre 4,6 et 12,4
pg/ml.

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,SOs, le chromogéne contient de la TMB dans de la Diméthylformamide, le
Tampon Substrat contient de I’H,0,. 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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XVI1.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(ul) CONTROLES
(1)
Tampon d’incubation 50 50
Calibrateurs (0-5) 200 R
Echantillons, Contréles - 200

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.

Calibrateur zéro 100 100
Conjugué Anti-TNF-a-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 30 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)

DIAsource Catalogue Nr : P.1. Number : Revision nr :
KAP1751 1700571/fr 110221/3

Date de révision : 2015-07-06
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

TNF-a-EASIA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay flr die quantitative in vitro Bestimmung des humanen Tumor-
Nekrose-Faktors o (TNF-a) in Serum.

Il.  ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource TNF-a-EASIA Kit
B. Katalognummer : KAP1751 : 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

Der humane Tumor-Nekrose-Faktor Alpha (TNF-o) auch Cachectin genannt, ist ein 157 A.A. unglykosyliertes
Polypeptid-Zytokin was hauptséchlich von aktivierten Makrophagen (Monozyten) hergestellt wird.
Lipopolysaccharid (LPS), die Zellwand-Komponente gramnegativer Bakterien (Endotoxin), ist ein potenter
Stimulus fur die TNF-o Produktion durch Makrophagen und TNF-a stellt einen wichtigen Mediator des
wohlbekannten in vivo Effekts von LPS wie z.B. der Tumor h&morrhagischer Nekrose, Fieber, Schock und
Aktivierung der Neutrophile. Die verschiedenen biologischen Aktivitdten von TNF-a kdnnen folgendermalien
charakterisiert werden :

- Antitumoral und wachstumsregulierende Aktivitdten : TNF-a zeigt eine selektive Toxizitdt fir Tumore und
Virus-infizierte Zellen. Umgekehrt wirkt es angiogenisch und stimuliert das Wachstum geziichteter Fibroblasten

- Immunomodulatorische und proinflammatorische Aktivitaten : TNF-a aktiviert Makrophagen, Neutrophile und
Eosinophile genau so wie endotheliale Zellen (die die prokoagulative Aktivitat anzeigen). Es reguliert die
Produktion von Antikdrpern durch B-Zellen und stimuliert die zytotoxischen T-Zellen. Es induziert die Produktion
verschiedener anderer inflammatorischer Mediatoren wie [L-1, IL-6, Kolonie-stimulierende Faktoren,
Prostaglandine, Platelet-Activating Factor (PAF), Kollagenasen etc.

- MetabolscheAktivitdten : TNF-o hemmt stark die Lipoproteinlipase und die genetische Expression von
Adipozyten

B. Klinische Anwendungen

TNF-o spielt eine groRe pathogene Rolle : bei der Kachexie einhergehend mit chronischen Infektionen oder
karzinogenen Erkrankungen, beim septischen Schock, wobei die Neutralisation von TNF-a gegen eine drohende
akute Lethalitdt schiitzt, bei der AbstofRung von Tranplantaten sowie der GVH-Erkrankung und bei parasitéren
Erkrankungen, wobei TNF-a einen gewissen Schutz bietet, aber auch schwerere Formen der Krankheit fordern
kann (z.B. die zerebrale Form der Malaria). TNF-a, das oft in Kombination mit anderen Zytokinen auftritt, ist
ebenso in verschiedene Autoimmunerkrankungen und sogar in der Pathogenese der Arteriosklerose involviert.
Abnormal hohe Serumwerte von TNF-a wurden beim septischen Schock, bei der AbstoRung von Transplantaten,
Infektionen durch Parasiten, Krebs, nach Hamofiltration und wéhrend der in vivo Therapie mit Zytokinen (IL-2)
usw. beschrieben. Neben eines Verstandnisses fur die Pathogenese konnen diese Bestimmungen Hilfe bei der
Diagnose leisten (z.B. bei der AbstoBung von Transplantaten) und haben eine prognostische Bedeutung (z.B. bei
systemischen Infektionen).



IV.  GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource TNF-a-EASIA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat. Derr Assay benutzt
monoklonale Antikorper (MAbs), die gegen verschiedene Epitope von TNF-a
gerichtet ~ sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméren
monoklonalen Antikdrper (MAk 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: MAk 1 - TNF-a - 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 TNF-a -Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die TNF-o -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 TNF-o. -

beschichtete Wells
(monoklonale
Antikorper)

Ah HRP 1 Geféal Rot Konjugatpuffer

0,75 ml zugeben (beachten sie
Konjugat: MRP beschriftete Anti- Abschnitt VII)
TNF-a (monoklonale Antikdrper)
in TRIS-Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin und Thymol

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist dquivalent zu 40 mU des
NIBSC IS 87/650.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von

Prazisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Horizontaler Schittler fir Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm

Waschgerét fiir Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und 650

nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm

und 650 nm (monochromatische Auswertung)

8. Optional: ~ ELISA-AID™  zur  Auswertung der Platte nach
polychromatischer Methode (siehe Abschnitt XI1.A.), erhéltlich bei Robert
Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

No o kw

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator bis zu dem genau
auf dem Ettikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest. Wasser
und die anderen Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.

B.  Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.

C. Konjugatlésung der Anzahl der benutzten Vertiefungen folgend,
verdiinnen sie das konzentrierte Konjugat mit dem Konjugatpuffer in einem
sauberen Glasréhrchen: die zu pipettierenden Volumina entnehmen sie
unten stehender Tabelle. Frisch herstellen wird empfohlen Das verdiinnte
Konjugat ist maximal eine Woche bei 2-8°C stabil.

TABELLE KONJUGATVERDUNNUNG

CAL n 2 GefaRe Gelb Dest. Wasser zugeben
lyophilisiert (das exakte Volumen
Null-Kalibrator in Humanserum srl]ttt;zerc]irenr:nl)itlkett
mit Benzamidin und Thymol
CAL 5 GeféRe Gelb 2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kalibrator - N =1 bis 5
(genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Humanserum mit
Benzamidin und Thymol

Anzahl der Konzentriertes Konjugatpuffer Arbeitsvolumen
Vertiefungen Konjugat

8 50 ul 500 ul 550 ul

16 100 pl 1000 pl 1100 pl

24 150 pl 1500 ul 1650 ul

32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 pl 3300 ul

96 600 ul 6000 pl 6600 ul

CONJ BUF 1 GefaB Rot
6 ml

gebrauchsfertig

Konjugatpuffer: TRIS-
Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin, EDTA und

Thymol
ING BUF 1 GefaR Schwarz | gebrauchsfertig

6 ml

Inkubationspuffer: TRIS-

Maleatpuffer mit

Rinderserumalbumin, EDTA und

Thymol

|WASH| SOLN |00Nc| 1 GefalR Braun | 200 x mit dest. Wasser

10 ml verdinnen

Waschlsung (Tris-HCI) (Magnetrihrer

benutzen).

2 Gefale Silber | 2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanserum mit Thymol

| CHROM | ™B | CONC 1 Gefal Grin | 0,2 mlin 1 Flaschchen
1ml Substratpuffer
Chromogenes TMB verdunnen
(Tetramethylbenzydin) in
Dimethylformamid
SUB BUE 3 Gefale Weill | gebrauchsfertig
21 ml

Substratpuffer: H,O, in Azetat-
[Zitratpuffer

1 GefaR Schwarz | gebrauchsfertig
6 ml

Stoppldsung: H,SO4 1,8N

D. Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschlosung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichméaBigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschldsung am Ende des Tages weg.

E. Substratlosung: Pipettieren Sie 0,2 ml chromogenes TMB in eine der
Flaschchen Substratpuffer (H,O, in Azetat-/Zitratpuffer). Frisch herstellen.

VIIl. 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.

L] Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

L] Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 4 Tage stabil. Aliquots missen 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 bis zum
Verfallsdatum haltbar.

. Frisch zubereitete Waschlgsung sollte am selben Tag benutzt werden.

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

. Die frisch hergestellte Substratlésung 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.

IX.  PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

L] 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 -70°C fur
maximal 1 Jahr gelagert werden.

. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
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13.

14.

15.
16.

XI.

Vor Gebrauch mussen alle Proben Raumtemperatur erreichen.
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

Die Bedingungen der Probennahme kénnen Werte beeinflussen, weshalb
strenge Vorsichtsmanahmen wéhrend des Sammelns ergriffen werden
mussen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die TNF-o
Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Serum TNF-a Werte
falschlich steigerrn konnten, zu vermeiden.

Sammelrdhrchen dirfen kein Pyrogen enthalten.

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 Schitteln
oder Ruhren.

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

Verwenden Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehélter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der Substratldsung und der Stopplsung
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 XIII Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friheren Durchlaufen.

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

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

dessen Komponenten nicht nach

Waschlésung  reinen

Durchfiihrung

Wihlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fiir 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 50 pl Inkubationspuffer in alle Wells.

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

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur auf horizontalem Schttler
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 100 pl Null-Kalibrator in alle Wells.

Pipettieren Sie 50 pl Anti- TNF-a -MRP-Konjugat in alle Wells.
Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur auf horizontalem Schiittler
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 30 Minuten bei Raumtemperatur auf
horizontalem Schiittler bei 700 rpm + 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 50 pl der Stoppldsung 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 zunéchst bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650
nm (oder 630 nm) ausgewertet.

Eine zweite Auswertung erfolgt bei
Referenzfilter.

Die ELISA-AID™ Software steuert das Lesegerdt automatisch und
integriert beide Auswertungen in ein polychromatisches Modell. Diese
Technik kann ODs bis 10 erstellen.

490 nm gegen denselben

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie

folgt:

= Xi=0D bei 450 nm

= Yi=0D bei490 nm

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

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

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

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

. Die TNF-a -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 TNF-a (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 kénnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”-Kurvenfunktion.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fir die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

TNF-a -EASIA OD Einheiten
Polychromatisches Modell
Kalibrator 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/ml 1,435
518 pg/ml 3,237

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 iber dem gemessenen  Durchschnittswert  bei
Nullbindung, entsprach 0,7 pg/ml.

B. Spezifitat

Es wurde keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim

Vorhandensein von 50 ng von IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM ,
MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF und RANTES. Dieses TNF-a

Assay ist spezifisch fir humanes natirliches und rekombinantes TNF-a.

C. Prazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122+5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. TNF-a. | Wiedergef. TNF-a | Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91




Serum 2 0 3,8 -
38,4 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)

Serum 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Serum 2 1 - 420,2
2 210,1 211,2

4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdinnt.

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

ZEITDIFFERENCE

T0 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

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 stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

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

L] Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaBig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitdtskontrollkarten der Kontrollen uberpriift
werden.

. Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewahlte Kurvenanpassung
visuell zu Uberpriifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE

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

Zur Orientierung: Die Ergebnisse von 30 Serumproben augenscheinlich gesunder
Personen mit niedrigen CRP Werten, liegen innerhalb der Bandbreite von 4,6 und
12,4 pg/ml.

XI1. 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 HBSAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dartiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

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

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

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthélt H,SOs,
Farblésung enthalt TMB in Dimethylformamid, Substratpuffer enthélt H,O,. Bei
Kontakt grindlich mit Wasser splen.

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)
(ul) KONTROLLEN
()
Inkubationspuffer 50 50
Kalibratoren (0-5) 200 -
Proben, Kontrollen - 200

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

Null-Kalibrator 100 100
Anti- TNF-o -MRP Konjugat 50 50

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

Substratlésung 200 200

30 min. bei Raumtemperatur unter stdndigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.

Stopplésung 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.

DlAsource Katalognummer : Beipackzettelnummer: Or'i\lgl:rr:;rlr;irsgz[)e'
KAP1751 1700571/de 1102211

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

TNF-a-EASIA

l. USO DELKIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro del Fattore di Necrosi Tumorale a
umana (TNF-a) in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource TNF-a EASIA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1751: 96 tests
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

Il Fattore di Necrosi Tumorale Alfa (TNF-a), altrimenti detto cachectina, & una citochina costituita da un polipeptide non-
glicosilato di 157 aa, prodotto principalmente da macrofagi attivati (monociti). La componente lipopolisaccaridica (LPS)
della parete cellulare di batteri gram-negativi (endotossina) agisce come potente stimolo alla produzione di TNF-a da parte
dei macrofagi, inoltre il TNF-a & un importante mediatore dei ben noti effetti in vivo dell’LPS, quali necrosi emorragica dei
tumori, febbre, shock e attivazione dei neutrofili. Le varie attivita biologiche del TNF-a possono essere classificate come
segue:

* Attivita antitumorali e regolatorie della crescita: il TNF-a. mostra una tossicita selettiva per cellule tumorali o infettate da
virus. Per contro, ha effetto angiogenico e stimola la crescita di fibroblasti in coltura.

* Attivita immunomodulatorie e proinfiammatorie: 1l TNF-a attiva macrofagi, neutrofili ed eosinofili, nonché le cellule
entoteliali (con attivita procoagulante). Regola la produzione anticorpale dei linfociti B e stimola i linfociti T citotossici.
Induce la produzione di molti altri mediatori dell’infiammazione, quali IL-1, IL-6, fattori stimolanti le colonie,
prostaglandine, fattore attivante le piastrine (PAF), collagenasi ecc.

* Attivitd metaboliche: Il TNF-a inibisce fortemente la lipoproteina lipasi e 1’espressione genica in adipociti.

B. Applicazione clinica

Il TNF-a riveste un ruolo patogenetico importante nella cachessia associata a malattie infettive croniche o cancerose, nello
shock settico, dove la neutralizzazione del TNF-o. protegge contro la letalita acuta ad esso associata, nel rigetto del trapianto e
nella malattia del trapianto contro 1’ospite, e nelle infezioni parassitarie nelle quali il TNF-a puo fornire una protezione ma
favorire anche I’insorgenza di forme piu gravi della malattia (es. malaria cerebrale). Il TNF-a, spesso in associazione ad altre
citochine, ¢ coinvolto altresi in diverse malattie autoimmuni nonché nella patogenesi dell’arteriosclerosi. Un’anomala
elevazione dei livelli sierici di TNF-o € stata evidenziata in associazione a shock settico, rigetto del trapianto, infezioni
parassitarie, cancro, in fase post-emofiltrazione, durante terapia con citochine (IL-2) in vivo, ecc. Oltre a fornire informazioni
utili riguardo alla patogenesi, tale determinazione potrebbe costituire un supporto diagnostico (es. in caso di rigetto del
trapianto) ed avere un valore prognostico (es. nelle infezioni sistemiche).



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource TNF-a -EASIA & un immunosaggio a sensibilitd amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. Il dosaggio utilizza anticorpi
monoclonali (Mabs) diretti contro epitopi distinti del TNF-a . | 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 —TNF-a 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
l’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 TNF-a.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione TNF-a 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
Piastra di microtitolazione 9 Blu Pronte per I’uso

con 96 pozzetti, rivestiti | Pozzetti

anti TNF-a (anticorpi

monoclonali)

Ab HRP 1 flacone Rosso Aggiungere il tampone
del coniugato (vedi
0.75 mi paragrafo VII)

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

Note: 1. Usare lo Calibratore Zero per diluire i campioni.
2.1 pg della preparazione standard é equivalente a 40 miU del NIBSC IS
87/650.

VL.  REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

2. Pipette per dispensare 50 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: 1’ ELISA-AID™ necessario per la lettura
policromatica delle piastre (vedi paragrafo XI.A) & acquistabile presso
Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.

Nookrw

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire il calibratore zero con acqua distillata fino al
volume indicato sull’etichetta del flacone e gli altri calibratori con 2 ml di
acqua distillata.

B.  Controlli: Ricostituire i controlli con 2 ml di acqua distillata.

C. Coniugato Anti-TNF-a -HRP : Sulla base del numero di pozzetti da
utilizzare, diluire il coniugato concentrato con il tampone del comiugato in
un flacone di vetro pulito: vedi la tabella qui di seguito per i volumi da
pipettare. Si raccomanda la preparazione estemporanea. 1l coniugato diluito
mantiene la stabilita per un massimo di una settimana a 2-8°C.

TABELLA DI DILUIZIONE DEL CONIUGATO

CAL n . Giallo Aggiungere acqua
- 2 flaconi distillata (vedi etichetta

Numero di pozzetti Coniugato Tampone del Volume di lavoro
concentrato coniugato
8 50 pl 500 pl 550 pl
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 ul 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 ul
48 300 ul 3000 pl 3300 pl
96 600 pul 6000 pl 6600 pl

Calibratore Zero: siero umano con liofiliz per volume esatto)
benzamidina e timolo
CAL 5 flaconi Giallo Aggiungere 2 ml di
- liofiliz. istillat;

Calibratore  N=  1-5 (le © acqua distillata

concentrazioni esatte degli

calibratore  sono riportate  sulle

etichette dei flaconi) in siero umano

con benzamidina e timolo.

CONJ BUF 1 flacone Rosso Pronte per I’'uso

6 ml

Tampone del coniugato: tampone

TRIS-maleato con albumina di siero

bovino, EDTA e timolo.

INC BUE 1 flacone Nero Pronte per ’uso

6 ml

Tampone di incubazione: tampone

TRIS-maleato con albumina di siero

bovino, EDTA e timolo

| WASH | SOLN |CONC | 1flacone | Bruno | Diluire 200 x con acqua

10 ml distillata usando un

Tampone di lavaggio (TRIS HCI) agitatore magnetico).

2flaconi | Argento | Aggiungere 2 ml di
acqua distillata

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

1 flacone Verde Diluire 0,2 mlin un

|CHROM| TMB |CONC|

1ml flacone di tampone del
Soluzione Cromogena TMB substrato
(tetrametilbenzidina in
Dimetilformammide
sSuB BUF 3 flaconi Bianco | Pronte per I'uso
21 ml

Tampone del substrato: H,O; in
tampone acetato/citrato

stop | soLN 1 flacone Nero Pronto per I’uso

Soluzione di arresto: H,SO4 1.8N 6ml

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.

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

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

L] Dopo la ricostituzione, i calibratori, i controlli 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.

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

. 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 é stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

. La soluzione 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

= A coagulazione e centrifugazione avvenute, il siero dovra assere rimosso al
piu presto dal coagulo di eritrociti e conservato a 4°C. In caso di utilizzo
non immediato, povranno essere conservati a -20°C per 2 mesi al massimo e
a -70°C per un tempo maggiore (massimo un anno).

. Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.



Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a temperatura ambiente.
Si raccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.

Le condizioni di raccolta possono influenzare i valori. Adottare pertanto le
massime precauzioni durante la raccolta per evitare che eventuali impurita
contenute nei campioni possano stimolare la produzione di TNF-o da parte
delle cellule ematiche con conseguente aumento falsato dei livelli sierici di
TNF-a.

Le provette di raccolta devono essere apirogene.

METODO DEL DOSAGGIO

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

Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta analitica, in quanto non
& 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 I’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 50 pl di Tampone di Incubazione in ogni pozzetto

Pipettare 200 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 calibratore zero in tutti i pozzetti.

Pipettare 50 pl di coniugato anti- TNF-a —HRP in tutti i pozzetti.

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 200 pl della soluzione di rivelazione preparata di fresco in ogni
pozzetto entro 15 minuti dal termine della fase di lavaggio.

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:

=

X1

| dati

* Xi=0D a450 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 TNF-a nel campione viene determinata per
interpolazione sulla curva di calibrazione.

Lettura bicromatica

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

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

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 TNF-a, collegando i punti tracciati
con linee rette.

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

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

CARATTERISTICHE TIPICHE

qui di seguito riportati sono esclusivamente indicativi e non dovranno

assolutamente essere utilizzati in sostituzione della curva di calibrazione tracciata
in tempo reale.

TNF-o -EASIA Unita OD
Modello policromatico
Calibratore 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/mi 1,435
518 pg/ml 3,237

XIHI.
A S
Venti ri

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

ensibilita
eplicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,7 pg/ml.

B.

Specificita

Nessuna reazione crociata significativa é stata osservata in presenza di 50 ng di

IL-1a,

IL-1B8, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-

v, TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-18, LIF, MCP-1, G-CSF e RANTES.
Tale test per il dosaggio del TNF-a & specifico per il TNF-a naturale e
ricombinante umano.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CVv Siero N <X>+SD cv
(pg/mi) (%) (pg/mi) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122 +5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione TNF-a reIuN 't:a_r‘;ta Recupero
aggiunta Bml (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Siero 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Siero 2 0 3,8 -
38,4 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92




TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
Siero 1 1 - 436,5
2 218,3 2124
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Siero 2 1 - 420,2
2 210,1 211,2
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

E. Tempo trascorso tra I’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.

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

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.

. | 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 risultati di 30 campioni di siero appartenenti a soggetti
apparentemente sani con bassi livelli di PCR, hanno mostrato valori interni al
range 4,6 — 12,4 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
o0 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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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
) CONTROLLI
(1)
Tampone di Incubazione 50 50
Calibratore (0 - 5) 200 -
Campioni, controlli - 200

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.

Calibratore Zero 100 100
Coniugato Anti-TNF-o. - 50 50
HRP

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 P.1. numero: Revisione numero:
DIAsource: 1700571/it 110221/3
KAP1751

Data di revisione : 2015-07-06




Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN XP1ION.

TNF-a-EASIA

I XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

AvooogvQupopeTpikdc Tpoodloptoldg yio Ty in Vitro mocotikr pétpnon tov avlpdrivov mapdyovia
vékpwong oykov o (TNF-a) o 0po.

1. T'ENIKEX INHPO®OPIEX

A Epmopucn ovoposia: Kut TNF-a-EASIA g DIAsource
B. ApOpog kotardyov: KAP1751: 96 mpocdiopiopol
T. Karaokevaleron omd v: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

T teyvikn Bofifsra 1| TAnpo@opics 6YETIKA pe TapPoyyELiEg EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tni.: 32 (0)10 84.99.11 Dok: +32 (0)10 84.99.91

I11.  KAINIKO YIIOBAOPO

A.  Buwoloyiki opaon

O avOpomivog mopdyovtag vékpoong oykmv dAga (TNF-a) 1 oAMdg koyektivn, sivar pio kottapokivn un
yhvkolohMmpévov moivmentidiov 157 apwvo&émv, mov mapdyetor Kuplodg OmO EVEPYOMOUUEVO LOKPOQAYQ
(povoxbtrapa). Ot Mmomolvoakyapiteg (LPS), 10 cvototikd Tng KLTTOPIKAG HEUPPEVIG apvnTIKGOV KOoTd gram
Baktmpdiov (evdoto&ivn), amotehov 1oyvpd epédiopo yia v nopaywyn TNF-a ord paxpoedya. O TNF-a givor
évag onpovtikdg pecolafntig Tov gvpéwg yvmotdv in ViVo emdpdoemv tav LPS, 6mwg apoppaykn vékpmon
OYK®V, TUPETOG, GOK Kol EVEPYOTOINGT TV 0V3eTEPOPIA@Y. Ot mokileg Proroyuég dpdoeig tov TNF-a pmopovv
VoL KaTatayoOv g €ENG -

- Avukaprivikés ko poQuiotikés e avartoéng dpdaoceig: O TNF-0 gppaviler exdextikny to&ucotnta kotd
VEOTAUGUATIKAOV KUTTAPOV 1] KVTTAP®V TPosPePANUEvVeV omd 1006 AvTioTpoa, EYEL 0YYEIOYEVETIKN dpdoT Ko
deyeipel v avanTuén woPAacTOV 68 KAAMEPYELES.

- AvooopvOuiotikés kor mpopleyuovarders dpacerg: O TNF-o evepyomotel poakpo@dya, ovdeTepOPIAL Kot
noowoéea, kabng kat evdodnitaxd kottopa (ta omoia epeaviCovy mpomnkriky dpdon). PuBuiler v mapaywyn
avTiIcopdTev ord B-kottapa kor dieyeipst kuttapotoéikd T-kOttapa. Emdyst v mapoymyn apketdv okoun
pecorofntodv @Aeypovng, m.y. IL-1, IL-6, mapdyovteg Siéyepong OmOIKIDY, TPOGTOYANVOIVEG, TOPAYOVTAG
gvepyomoinong tov aponetaiiov (PAF), koAayevaoeg KTA.

- Metofolixéc dpaoceig © O TNF-a givol 16xvpOG KOTOGTOAENG TNG MTOTPOTEIVIKAG MTACT|G KOl TNG YOVISIOKNG
£KQPOOTIG MTOKLTTAP®V.

B. Kiwvixég epapuoyés

O TNF-a éyel mpoe&dpyovta maboydévo poro oty Koyxe&io Ypovimv AOWOEEDV 1| VEOTAACIDV, GTO ONATIKO GOK
omov N e&ovdetépwon Tov TNF-0 mpoctatevel omd ™ oyetilopevn pe avtdv o&elo Bvnolpndtnta, oty andppyn
LOGYEVHATOG, OTN VOGO HOGYEVHOTOG £VOVTL TOV EEVIOTN KOl OTIS MAPUGCITIKEG Aodéels, omov o TNF-a
eviEOUEVMS TTAPEYEL KATOLOL TTPOCTOGIM, EVVOEL WGTOCO MO POPLEG LOPPEG TNG VOGOV (TL.). TNV EYKEQAAKT LOPOT
™mg ghovooiag). O TNF-o gumiéketar, cvyvé oe cvvdvaopd pe GAAES KLTTOPOKIVES, O GPKETES OVTOAVOCEG
vOGOULG, aKOLUN Kot oTny maboyéveon g aptnprookinpouveng. [aboroyucd vynid eninedo TNF-a otov opd Exovv
avopepbel oe ONTTIKO GOK, AMOPPLYN LOGKEVLATOS, TOPACITIKEG AOUMEELS, Kapkivo, HeTd amd owpokdbapon,
Kotd TN ddpkew in vivo Oepomeiog pe wvtrapokivi (IL-2) ktd. Ektég amd v KoADTEPN KoTOVONGN TNG
nofoyéveong, ol TPoodloptopoi avtol Propovv evdeyopévag va fondncovy oty dwdikacio didyvwong (T.y. oty
amdppLyn LOGYEVHOTOG) Kot £X0VV TPOYVOOTIKN a&ia (T.). 68 CLOTNUOTIKEG AOUDEELG).



IV. BAXIKEX APXEXY THX MEOOAOY

O mpocdopiopds TNF-a-EASIA g DIAsource eivar  évag  evlopikodg
0VOGOTIPOGOIOPIGUOS  EVIOYLUEVNG gvatoOnoiog, otepeng @dacng, o omoiog
ekteleiton og mAAKeG pkpoTithoddtnong. O mpoodlopiopods  ypnoLomotet
povoxkAmvikd avticopato (MAbs) mov kotevBvvovtar evavtiov Sakpltdv
emtonov tov TNF-o. Ot Pfobpovountés kot to deiypato oviidpovv pe To
povokAmvikd avticopo cvAyng (MAD 1) mov givol emotpmpévo oty vrodoxn
™G TAGKOG HKPOTITAOSOTNONG Kot HE €ve. HOVOKAMVIKO avticopa (MAb 2)
onpoacpévo pe papavidikn vrepo&eddon (HRP). Metd and pa nepiodo endoong
OV EMTPETEL TO CYNUOTIOUO EVOG GAVTOLTS: EMGTPOUEVO MAD 1 — avBpdmivog
TNF-a. — MAb 2 — HRP, 1 mhdxa pikpotithoddtnong vropdileton o€ mAdon yio
vo. amopakpuvlel To onpacpévo pe Eviopo adéopevto avticopa. To onpacuévo
pe évEDUO JEOUEVUEVO OVTIOMMO LETPATOL HECEH HLOG XPOUOYOVOL OVTISPAOoTC.
TIpootifeton kon enmwaletor ypopoydvo ddivpo (TMB étoo yur xpron). H
avtidpaomn otopatd pe v TpoctfiKn avacyeTkoD SWAVLOTOS KoL GTI GUVEXELL
yivetat avayvmon g TAGKG KPOTITAOGOTNGNG 6TO KATAAANAO UKOG KOUATOG.
H moocdémta petatpomic TOV VROGTPOMOTOS KoBOpIileTal YPOUOTOUETPUKE
UETPAOVTOG TNV OIOppOPNGN, 1| OO0 €ival AVAAOYN TPOG TH GLYKEVIP®GT] TOVL
TNF-o.

Topotavetonr ypopwd e kopmOAn PBabpovounong kot mpocdiopiletor m
ovykévtpoon tov TNF-a ota deiypato pe avayoyn omd v KopmOAn
Bobpovoumeng. H xpnon tov cuetiuatog avayvoong EASIA (ypoppuotnta éog
3 povadeg OD) kot pag ToAVTAOKNG HeBOdOL avaywyng dedopévav (avaywyn
TOAVYPOUATIKAOV SEGOUEVOV) £YOVV OG OMOTEAEGHO LYNAN gvaucbncio oto
YOUNAO TTEDI0 TIHMV KO 6TO EKTETOUEVO TEST0 TGV Padpovounonge.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 Xpopa- AvaovoTtaon
TPOGdI0- TIKOG
PIGUAY | KOIKOG
HAdka pkpotirhoddmmong pe 96 umke | "Etowpo yio xprion
96 VIOBOYEG EMOTPOUEVES HE | vmodoxé
avtt TNF-a (novokhovikd
OVTICOUOTO)

1 guoAido | kokkwo | IpocBiate pubpicTikod
Ab HRP 0,75 ml Stévpo culedypotog
(BA. evotnra VIIN)

Zolevypa: Avii-TNF-a (povokAmvikd
aviiopato) onpacpéva pe HRP oe
puOoticd didhopa TRIS-Maleate pe
Boelo oporevkmpativn kot Oupodin

2 puoAidwe | kitpwo | IIpocBiote
CAL n Avo@iro- OMESTAYUEVOL VEPOD

mompEvo (deite Tig axpiPeic Tiué

Mndevikog Babpovountig oe . © GRPIPELS T

. . ; MOV GTIG ETIKETEG TOV
avOpdmvo opd, Bevioudivn ko .
., Proddiov)
Bupoin
- 5 puaAidwe | kitpwo | IMpocOéste 2 ml
CAL . .

Avopiro- OTECTAYIEVOD VEPOD
TOMUEVO

Babpovounmg N = 1 éwog 5

(deite Tig axpiPeig TipéG TV oTIG
ETIKETEG TOV PLOAMSI®V) o8 ovOpdTIVO
op0, Peviopudivn kor Bupdin

1 goAidwo | kokkwvo | "Etowpo v yprion
CONJ BUF 6 ml

PuBpuoticod didhvpa cvledypatog:
PuBpuoticé diéropa TRIS-Maleate pe
Bosia oporevkmpativny, EDTA wot
Bopoin

1 goAido |  pavpo | "Etowpo yuo yprion
INC BUF 6 ml

Pubpioticd ddhopo endoong:
Pubuotiko didropa TRIS-Maleate pe
Boeia oporevkmpativy, EDTA kot
Bupoin

| WASH | SOLN |CONC | 1 groAido kapé | Apadorte 200 X pe

10 ml OmESTAYUEVO VEPO
(xpnoomomote
Adopa mvong (Tris-HCI) UOYVNTIKO OVOSEVTIPQL).
2 Qoidw aonpi ﬂpocﬂsm:'s 2ml )
Avopiro- OECTAYIEVOD VEPOD
TOMUEVO

Opoi eréyyov-N=112
oe avOpdmvo opd pe Bupdin

—|CHROM| T™B |CONC| 1 plodidio | mpéowo | Aparddete 0,2 ml oe 1

Xpopoyévoc TMB 1ml PLHAidI0 pLOGTIKOD
5 N . SoAvpatog
(tetpapebviPeviudivn) oe VTOGTpOpATOS

Spebvrpoppapidn

3 Qokidio Aevkd | "Etowpo yuo xprion
suB BUF 21 ml

PouBpiotikd didlvpa Voo TPOUATOS:
H,0, 6¢ puOpiotikd didivpo
O&IKOV/KLTPIKOV

1 purridro povpo | "Etowpo yio gpnon
6 ml

STOP SOLN

Avaoyeticd avrdpaotpto: H,SO,
1,8N

Inpeioon: 1.Xpnoyomnoteite To undevikod fabpovount yio apoidoelg SetyudToy.
2. 1 pg tov mopockevdopatog tov Badupovounty givol wwoddvapo pe 40 miu
tov NIBSC IS 87/650.

VI. ANAAQXIMA II0Y AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrovBo VAIKE omotovvTol oAAG dev TopEYOVTOL OTO KIT:

1.  Ameotaypévo vepod VYNNG To0TNTOG

2. Thméteg y Swovopn: 50 pl, 200 pl, 1 ml xou 10 ml (cvviotdrtor n ypron
TIETOV aKPIPELOG Pe aVOADGILO TAACTIKA pOYYN)

3. Avopeikmg otpofiiiopod

4. Moyvntikdg ovadeutnpog

5. Oplovtia GuokeLn avVAOELONG TAUKADY LKPOTITAOOOTNONG LE duvaTdTNTOL
700 rpm £ 100 rpm

6.  Xvokevn TAOGNG Yo TAAKES KPOTITAOSOTNONG

7. ZuoKevh avayvemong TAK®OV HIKPOTITA0SOTNONG HE duvatdTTa aviyvoong
oto. 450 nm, 490 nm kot 650 nm (ce TEPITT®ON TOAVYPMUATIKAG
avayvoong) 1 pe dvvatdomra avayvoons oto 450 nm kor 650 nm
(Sypopotikny avayvoon)

8. Ipoaipetikdg efomhopos: O  efomhopndg ELISA-AID™  gmov  eivon
amopoitnTog Yoo TV TOAVXPOUATIKY aviyvoon (dgite ™V mapdypapo
XIL.A.) umopet va ayopaotei and v Robert Maciels Associates, Inc. Mass.
0.2174 USA.

VIl. HAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A.  BaBpovountéc: Avacvotiote 10 undevikd Pabpovountn otov OyKo mov
kaBopiletor oy eTikéTa TOL ELOABIOV e AmESTAYUEVO VEPO Kot GANOVG
BaOpovountég pe 2 ml angotaypévou vepoo.

B.  Opoi gréyyov: Avacvotiote toug opovg eléyxov pe 2 ml aneotoypévon
VEPOL.

. Awlvope ooledypnatog: copeova pe Tov aptipd TV vTodoydv Tov o
XPNOLonom B0V, apUdOTE TO GUUTVKVOUEVO GVCEVYHO IE TO PLOIOTIKO
StbAvpa ovledypatog o éva koBapd yvdivo @loAidio: PA. mopakdTed
TVOKO Y100 TOUG OYKOLG OvOpNG HE TETO. LOVIOTATOL OUTOCYEOW
npogtowpacio. To doivpévo obdlevypo mapapével otabepd €mg kot 1
£fdopada otovg 2-8°C.

ITINAKAY APAIQYXHY ZYZEYITMATOX

Ap1Opég vrodoydv ZOPTUKVOREVO PvOmoTiké ‘Oyxog epyosiog
oVievypa ddiopa
oviedypartog
8 50 pl 500 ul 550 ul
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 ul 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 pl 3300 pl
96 600 pl 6000 pl 6600 ul

A, Awdvpa midong epyociog: Ipostoydote emapki] Oyko SoAdHOTOG
TAOoNg epyaciag e mpocbnkn 199 dykmv amestaypévov vepov oe 1 6yKko
SraAvpatog mAveng (200X). Xpnoylomomote HoyvTIKO ovadevTipo Yo TNV
opoyevomoinon. Amoppiyte TO un YPNOLOTOMUEVO StdAvpe TAVGNG
£pyociag 6To TELOG NG NUEPAS.

E. Amoxkalvrtiké Srdlvpa: Awveipete pe muéto 0,2 ml g ypopoydvov
TMB o¢ éva and 1o Praridio Tov puOUGTIKOD SLHAVLATOG VTOGTPADLUTOS
(H20; oe pubotikd dtdAvpo oEIK®OV/KIpKdV). ZuviotdTor antooyEdio
TPOETOLOGIOL.

VIIIl. ®YAAZH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

. Ipwv amd to Gvorypo M TNV avacOOTOON, OAC TO GUGTOTIKG TOVL KIT
Topapévouy otadepd g v nuepopnvio AENG, N omoia avorypapeToL GTNV
£TIKETOL TOV PLaldion, epdoov drotnpovvian og Oeppokpacio 2 Emg 8° C.

. Ot pn xpNoHOTOMUEVES TOVieg TPEMEL Vo, LAGGGovVTaL atovg 2-8° C, oe
GOPAYIGHEVT] GOKOVAN TTOV TEPLEXEL AMOENPAVTIIKO TTapdyovTa, UEXPL TNV
nuepounvio Angne.

. Metd v avacdotact, ot Bobpovountég kot ot opoi eEAEYYOL TapAUEVOLY
otafepd emi 4 nuépeg otovg 2-8°C. T peyodvtepeg mepdodong GOAUENG,
TpémeL v oxNUaTilovTon KAAGHATO/SOGELS G XPOoNG KoL VoL S10TpovVTOL
otovg —20° C yu 2 prveg 10 péEYIoTo. ATOPUYETE TOVG EMAVEIANUUEVOVG
KOKAOLG aTOYLENG-KOTAWVENG.

. To ovpmvkvopévo duwdvpo mAvong eivor otabepd oe  Ogppokpacio
dopatiov péxpt v nuepopnvia AENG.



=

10.

11.

Dpéoko, mapackevacpévo Sidlvpo TAVoNG epyaciag Ba mpémer va
ypnoponoteitar Ty idio nuéPa.

Metd v mpdT™ YpfHon tov, To ovlevypo Topapével otabepd Ewg TV
nuepounvia. Aéng, epdcov dotnpeitor 6To apyKd, EPUNTIKE KAEGTO
Quridio og Beppoxpacio 2 £mg 8° C.

To Ppéoko TaPACKEVAGEVO OTOKUAVTTIKO StéAvpa givar otabepd, Tpv
xpnon, v 15 Aentd 1o péyioto oe Oeppokpocio doUATION Kol TPETEL Vo
TOPPIMTETAL GTI) GUVEYELXL..

Toyov petoforés ™G QLOIKNG EUPAVIONG TOV OVTIOPUCTNPI®V TOL KIT
evdéyetal vo VodNA@VOLY actddeia 1| aAhoiwon.

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN
O opbg o Tpémer va apatpebel 060 To duvaTOV VOPITEPE OO TO THYHO TOV
gpuOporvTTapOV peTd TV THEN Kot TN QLYOKEVTPIoN Kot var dtatnpnOst
otoug 4°C. Av ta detypata dev ypnotpomombodv apéows, Ho mpimel va
Sampnbovv otovg -20°C eni 2 pnveg to péyoto Kot otovg -70°C yio
peyoAvTepng ddpretag OAasN (mg éva £10C).
ATopevyeTE TOVG EMAKOAOVOOVG KOKAOVG KATAYVENG-aTOWVENG.
Dépete Oha Ta deiypata og Oeppokpacio dopatiov mpwv and ™ ypHon.
ZUVIOTATOL 1] AVAUEEN TOV SELYUAT®V GE GLOKELT OTPOPIMGHOD TPV amd
m xpron.
Ot cuvONKeg detyaToAYing LTopovV va. EINPEAcoLY Tig TIHES. o to Adyo
avtd Bo mpémer va Aapfdvovtor avotnpd pétpa mTpoeOAagng Kotd TN
Sdpkelo g derypotonyiog yoo v amoeuyn mpocuiemv ota deiypoto
Mg, ta omoio Oa diéyepav v mapaymyn TNF-o and opokvtropa Kot
0o av&avay espaipéva Tig Tipég Tov TNF-a 6tov opd.
Ta coAnvapia cuAkoyng Ba Tpémet va givor eEAedBepa TVPOYEVAV.

AIAAIKAXTA

LNNELACELS CYETIKA PE TO YEPLOPO

Mn ¥pNOUYLOTOLEITE TO KIT 1) TO. GLGTOTIKG HETA TNV NHepounvio ARENG.

Mnv avoperyvoete DAKE oo SLopOpETIKES TUPTIOES KIT.

Dépete Oha to avtidpactpue o€ Oeppokpacio dmpatiov TP omd ™
xpfion.

Avopeife KoAd OA0 To aVTIOPOOTIPLOL KoL TO SETYLLOTOL LLE OTTOAT] ovokiviomn
1N avdédevon.

Extedéote g Suthohv avainym tov Babpovountdv, Tmv opmv EAEYYXOV Kot
oV delyudTev. Tuviotdror kaOetn evbuypdppuon.

Xpnowonomote éva kabopd, TAACTIKO O0Yei0 Yoo Vo ETOYACETE TO
StéAvpo TGS,

Xpnowonoteite £va kabapd avorldoo poYXOg TITETAS Y0, TNV TPOGONKN
KGOe  SopopeTkod  avTIdpooTnpiov Kot SelyHOTOG TPOKEWEVOL Vo
ATOPVYETE TNV EXLUOAVVOT).

To ™ Swvoun Tov ATOKOALTTIKOD SLHAVHOTOG KOl TOV OVOGYETIKOD
SADULOTOG OTOPVYETE TUMETEG UE PETOANUKE PEPT.

H oxpifelr Pertidveton pe ypnon mmetd@v vyning  okpifelag 1
OQVTOHATOTOMUEVOL EEOTAGHLOD SLOVOUNG LLE TUTETEG.

Tnpeite Tovg YPOVOLG ETDAONG.

T va amogbyete ™ petotomion, o xpdvog HeTadd ™G Stvopng He TuméTo
oV TpdTOL Pabpovount kot Tov TEAEvTOiov delypotog Tpémel va
meplopiletar 6to Ypovikd ddotnua mov avopépetor otny evotnta XllI,
nopdypapog E (Mesoddotpa).

Ipogtoydote o KopmdAn Pabpovounong yw ke avéivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd mponyodueves avoADCELS.

To amokoAvmticd dddvpa Oa mpémer vo givan dypopo. Edv evtdg Ayov
AETTAOV OO TNV TOPACKELT] CYNUATIOTEL UTAE YPAOUO, TO AVTIOPACTAPLO dEV
pmopel va ypnotpomomOel Kot Tpémet voL To anoppiyete.

Atoveipete 1o oamoKoALTTIKO StdAvpa evtog 15 Aemtdv petd v TAvon g
TAGKOG LIKPOTITAOSOTNONG.

Katd ) didpkela g endOoNG HE TO AMOKOAVTTIKO SGAVLM, OTOQOYETE
mv  Gupeon €kbeon TG TWAGKOG HUKPOTITAOSOTNONG  OTNV  MAOKN
axtvoPolio.

Awdikacio
EnéEte tov amartodpevo apOud tovidv ywo v avdivon. Ov pn
YPNOUOTOMUEVEG TaViEG TPEMEL VO EXVOCPPUYICTOOY UEGH GTI) GOKOVAO
pe Tov amo&npavTikd TapdyovTa Kot vo. puAoytovv o Beppokpacio 2-8° C.
Aocpalicte TG Tovieg péca 6To TAAIGL0 OTHPENGC.
Awwveipete pe mméta 50 pl puuiotikod Swekdpatog endoong oe OAEG TIG
VIOJOYES.
Awveipete pe muméto 200 pl amd kéOe Pabpovounti, opd eréyyov Kot
Setypa 6T KATAAANAES VTOSOYES.
Enodote eni 2 dpeg oe Oeppoxpacio dopotiov oe opldvrio avadevtipa
otig 700 rpm + 100 rpm.
Avappopiiote T0 VYPO and KAbe vVIOdOXN.
I ovete v mhdka 3 popéc:

. Swavépovtag 0,4 ml dwddpatog TAvong og KGBe VILOdOYY.

- AVOPPOPAOVTOG TO TEPIEYOUEVO KAOE VITOdOYNG
Auwwveipete pe muéto 100 pl pndevikod Babupovountn og 6heg i VILOdOYEG
Awoveipete pe muéta 50 pl ovledypatog avti-TNF-a péoa oe OAeg Tig
VIOJOYES.
Enodote eni 2 dpeg og Beppoxpacio dopatiov og oplovrio avadevtipa
otig 700 rpm + 100 rpm.
Avappopiote 10 VYPO and KABe vVIOdOXN.

12.

13.

14.

15.
16.

PP X
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ITAovete v mhdka 3 popéc:

. Savépovrog 0,4 ml Sraddpatog Thvong oe kdbe vrodoyn.

. AVOPPOPAOVTOG TO TEPIEXOUEVO KAOE VITOSOYNG
Awwveipete pe mméta 200 pl @péokov TaPACKEVACUEVOD OTOKUAVTTIKOD
SwaAvpatog péca o kKOs vodoyn 15 emtd petd to Pripa g TAVOG.
Enodote v mhdko pkpotitioddomong eni 30 Aemtd oe Oeppokpocio
dopoatiov og opllovtio avadevtipa otig 700 rpm = 100 rpm, arno@vyete v
apeon ékbeon oty nAokn aktvofolio.
Awoveipete pe munéto 50 pl avooyetikod dtoddpatog og kabe vrodoyn.
Kévte avayvoon tov anoppopriicemv ot 450 nm kot 490 nm (@iltpo
avoeopds 630 nm 7 650 nm) eviog 3 ©pOV Kol LTOAOYIoTE TOL
amoteléopoTa Onmg Teptypapetol oty evotnta X1

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZXMATQN

Molvypopatiki avayvoon:

Yy zepintoon ovth, v eneepyacia tov dedopévov Ba kdver to

Aoyiopucd tov ELISA-AID™,

H avdyvoon mg nAdkog yiveton tpota otor 450 nm évavtt gvog @idtpov

avopopdg mov puBuiletotl ota 650 nm (M ta 630 nm).

Exteheiton devtepn avayvoon ota 490 nm évavit tov idov @iltpov

aAvopOopaG.

To Xoywopkd tov ELISA-AID™ 6o, evepyomot|oeL QVTONOTO. T GUGKELN

avayvoons kot Qo evoopotdost Kol TG 000 PETPNOEG OE  €val

TOANYPOUATIKO HOVTELO. AVT 1 TEXVIKN UTOPEl Vo SNULOVPYHOEL OTTIKES

mokvotteg (OD) €mg ko 10.

Bootkn apyn ™G eneEePYIoIOg TMV TOAYPOUOTIKOV dESOUEVOV £xEL OEENG:

. Xi = 0D oto 450 nm

. Yi=0D ota 490 nm

. XpNoWOTOIdVTOG TUTIKY U1 GTOOMGUEVT YPOUUKY ToAvdpdunon,
vroAoyilovtar ot Tapdpetpor A & B: Y = A*X + B

. Av Xi < 3 povadeg OD, tdte vroroyisBév X = Xi

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

. Xpnoponoteitol TPocapproyn AOYIOTIKAG KOUTOANG 4 ToPAUETP®V Y10
™ dnpovpyia g KapmdAng Pabpovounonc.

. H ovykévtpoon TNF-a oto detypato kabopiletor péoo avaywmyng
otV kapumdin fabupovounongs.

Ay popotiki avayvoon

Kavte avayvoon mg mhdkog ota 450 Nnm évavtt evog eIATpov avapopag
nov puouiletor ota 650 NM (1 Ta 630 NM).

Ymoloyiote T péon T TOV STADGY TPOGIOPIGUADV.

e nuhoyapldpikod 1 ypoppd xopti ypaenuiTov, TepucTHoTE YPOPLKAE
T Tég OD (tetaypévn) yo kabe Babuovount) évavtt g avtiotoymg
ovykévipoong tov TNF-o (tetunupévn) kot oxedidote pio Kopmdin
Bobpovounong péom tov onueiov tov Pabupovounth, cvvdéoviag pe
gubeieg YPOUpES TO ATOTVIOUEVH GNUETD.

Awpdote ™ cvykévipmon Yo KaBe opd eAEyyov Kot detypo pe avaywyn
oTNV KaUTOAN Babpovopunong.

Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbeld miektpovikod vmoloyloth Oa
AMAOTOMGEL OTOVG TOVG VIOAOYIoHOVS. Edv ypnoytonoteital avtdpot
emefepyacion  OMOTEAEOUATOV, GUVICTATOL  TPOCOPUOYY  KOUTOANG
AOYIOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TAPUUETPOV.

TYIIIKA AEAOMENA

Ta axoérovBa dedopéva mpoopilovtar pHOVO O TOPASELYUO Kol Ogv TPEMEL VoL
XPMOUOTOLOVVTOL TOTE OVTL TNG KAUTOANG Pafpovounong apoypatikod xpovov.

TNF-a-EASIA Movadeg OD
Molvypopatiké povréro
Bofpovountrg 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/ml 1,435
518 pg/ml 3,237

XIHI.

A.

AIIOAOXH KAI TIEPIOPIZMOI
‘Opro aviygvevong

MetpnOnkav eikoct pndevikoi Poabpovountés pali pe éva cvvoro dGAAwV
Bobpovountdv. To 6plo aviyvevons, oplloLEVO G 1 POVOLEVIKT] GLYKEVIPMON
300 TumkdV anokdicewv mhve oamd Tig péosg petprioelg OD og pndeviky
déopevon, firav 0,7 pg/ml.

B.

Ewwomra

Aev napotnpiOnke onpavtikh Stectavpodpevn avtidpaon mapovsio 50 ng of IL-
lao, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-10, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF and RANTES.
O noapdv mpocdopiopds TNF-a eivar dkdg v T0v avOpdmivo, GuGIKS Kot
avacuvovacuévo TNF-a.



T. Axpipsra

T'IA TON IAIO TIPOSAIOPIEMO METAZY AIAGOPETIKON
MTPOXAIOPIEMON
Opég N <X>=TA. | ZA. | Opég N <X>*TA. | ZA.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122+5 4,5
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+14 33

T.A.: Tomucf} omdrdion, .A.: Zovtereotg Slokdpaveng

A. OpBétTO

AOKIMAZIA ANAKTHZHZ
Agiypa Ilpootebeic AvaktnOeig Avaktnon
TNF-a TNF-a (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Opog 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Opodg 2 0 3,8 -
38,4 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92
AOKIMAZXIA APAIQYXHY
Asiypo Apaioon OcopnTiki Metpn0sioa
GUYKEVTPOON GUYKEVTP®ON
(pg/ml) (pg/ml)
Opog 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Opdg 2 1 - 420,2
2 210,1 211,2
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Ta detypota apourddnkav pe pndevikd padpovopnty.

E. Mecodrdotnpo peta&d T otovopng terevtaiov Pabpovopnty ko
dsiyparog
Onmg @oivetar OTN CULVEYEWL, TO OTOTEAECUATO TOV TPOGOLOPIGLOV
mapapévouy agomota okopo Kot otav Swovépeton éva detypa 30 Aemtd
HeTA TNV TPpoctnkn TV BabrovounTtdv 6To ETCTPOUEVE COANVAPLOL.

TO 30 Aemtd 45 hentd
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. EXQTEPIKOZX IIOIOTIKOX EAETX0X

. Edv 1o amoteréopata mov Aoppdvoviot yio Tov opd gréyyov 1 ffkar tov
0po eXéyyov 2 de Ppiokovrat eviog Tov mediov TipdV mov kabopileTar oty
eTIKETA.  TOL  QuiAdiov, To oamoteléopato  dev  givor  duvatd  va
yxpnotponomBodyv, ektdg edv £yl dobel wcavomomtikny €&nfynon oo mv
ACVUO®VICL.

. Eav eivon embounto, kébe epyastipo pmopei vo dnpiovpynoet ta dikd tov
petypato detypdrov eléyyov (pools), to omoia mpémer va drotnpodvron
koteyoypévo o kAdopato/dooelg ag ypnong. Opol eléyyov mov
nepéyovv alido Ba emdpdcovv oty eV avTIdpAoT) Kot gV UTopodv
vo. ypnotponomboiv.

. Ta kprmprae amwodoyng yio ™ dopopd HETOED TOV SIMTAMV OTOTEAECUATOV
TV delyudTev 0o Tpémet va Bacilovtat oe 0pbEg £pYAOTNPLUKES TPOKTIKES.

. Yvvictdror ot 0poi EAEYXOV Vo VITOPAALOVTOL GE TPOGOIOPICUO TAKTIKE MG
AyveoTo OelyLoTa Yo VoL LETPATOL 1] HETOBANTOTNTO TOV TPosdtopiopod. H
O30 TOV TPOGIOPIGUOD TPEMEL VO TOPAKOAOVOEITOL e StarypapporTo.
TOLOTIKOD ELEYYXOV TMV OPDV EAEYYOV.

. Eivaw koo 10 va €AEYXETE OMTIKGL TNV TPOCOPHOYN NG KAUTOANG TOL
emALyONKe amd TOV VTOAOYIOTY.

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot Tég avtég mapéyoviar povov og odnyds. Kabe epyactipio Oa mpémer va
KaOEpdGEL TO S1KO TOV TEG IO PUGLOAOYIKAOV TILAOV.

Ta mopokdto aroteAécpato mapsxovial Lovo mg odnyos: to anoteréopato 30
derypdtov 0pol amd epEavag vym dtopa pe xounid exineda CRP, kopdvinkov
peta&o 4,6 kon 12,4 pg/ml.

XVI. ITPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHEELY

Acpalsios

Moévo Yo Stoyvootikn xprion in vitro.

To ovotatd avBpdmivov aipotog mov meptlapfdvovial 6To Kt avtd €xovv
eheyyOel pe pebodovg eykekpiuéveg otnv Evpdmn f/xar amd tov FDA ot €xet
Sramiotedel 0T givar apvnTikd @g mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 xor 2. Kopio yvooti pébodog dev givor duvotd vo mapéyst mAnpn
do@aiion 6Tt Tapdywyo. Tov avOpdTvoL aipatog 6 Ba petaddoovy nratitido,
AIDS 7 dieg Aowdéels. Emopévas, o yeptopog avtdpaoctnpiov, derypdtov
0pov N TAAGHATOG BoL TPETEL VoL YIVETOL GOLPOVOL LE TG TOTIKESG S1adIKaGies TePL
AGQAAELOG.

‘Ol to {owd mpoidvta kot mapdymyo £xovv culkeyBei amd vy (da. Ta Posia
GLGTOTIKA TPOEPYOVTOL amd Ydpeg Omov dev €xel avapepbei BSE. IMap' OA' avtd,
GLOTOTIKA OV TePLEYovV (mkég ovoieg Ba mpémel vo avtipetomilovioar ©g
SUVNTIKOG LOAVGUOTUCEL.

Amopiyete KOOe emopn pe 10 dépua pe Oho To avtidpactiple. To avooyeTIKO
Swwvpo  mepigxer  HpSOs, m ypopoydévog ovoio  mepiéyst TMB  oe
SueBvipoppopidn, o pubuotikd ddlvpa vrootpdpatog mepiExet HoOp  Xe
TEPIMTOON EXOPNG, TAVVETE CYOAUCTIKA LLE VEPD.

Mnv kanvilete, unv mveTe, PNV TPOTE KoL (U1 YPTOYOTOLEITE KOAAVVTIKA GTO
XOpo epyacioc. Mnv Swuvépete pe TTETO YPNOLLOTOLOVTOG TO GTOUN GOG.
XPNOYLOTOLEITE TPOOTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL [0S ¥PNONG.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
BAOGMONOMHTEZX AEITMA(TA)
) OPOI EAETXOY

(1)

PuBpiotiko didiopa 50 50

EMOUONG

BoOpovountég (0-5) 200 -

Aeiypota, opoi eréyyov - 200

Enodote eni 2 dpeg o Beppokpacio dopatiov pe cvveyn avadevon otig 700 rpm).
AvoppoenoTe 10 TEPLEXOEVO KGOE VITOSOYNG.

TThovete 3 gopéc pe 400 pl Srohdpatog Thhong Kot avoppoProTE.

Mndevikdg Badpovopntig 100 100
2olevypa avti-TNF-a-HRP 50 50
Enwaote eni 2 dpeg og Oeppokpacio dopatiov pe ocvveyn avadevon otig 700 rpm).
Avappopiiote 10 mepleydpLevo kabe vtodoyng.

ITAvvete 3 @opég pe 400 pl droddpatog TAMDGNG KoL AvVapPOPHGTE.

Amnokoivmtikd dtdivpa ‘ 200 ‘ 200

Enodote eni 30 Aentd oe Oeppokpasio dopatiov pe suveyn avadevon otig 700 rpm).
Avooyetikd Siiivpa ‘ 50 ’

AwPdote o€ GLoKEV AVAYVOONG TAAKAOV UKPOTITAOSOTNONG KAl KOTOypayTe TNV
amoppoenon kade vrodoyng ota 450 nm (kar 490 nm) Evavtt 630 (1] 650 nm)

Ap. katardyov DIAsource: ApOpog P.1.: Ap. avabedpnong:
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Olvassa el a teljes protokollt hasznalat el6tt!

TNF-a-EASIA

I.  FELHASZNALASI JAVASLAT
Huméan Tumor Nekrézis Faktor alfa (TNF-a) in vitro mennyiségi meghatirozasa Immun-enzimatikus
mddszerrel humén szérumbol.

Il.  ALTALANOS INFORMACIO

A.  Védett név: DIAsource TNF-o -EASIA Kit
B. Katalégusszam: KAP1751; 96 teszt
C. Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Technikai segitséget vagy rendeléssel kapcsolatos informaciot a kovetkezé elérhetéségeken kaphat.
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. KLINIKAI HATTER

A. Bioldgiai szerepe

Humén Tumor Nekrdzis Faktor alfa (TNF-o) mésnéven kahektin, 157 aminosavbol épil fel, és ezt a nem
glikozilalt polipeptid citokint az aktivalt magrofagok (monocitak) allitjak els. Lipopoliszacharid (LPS), mely
féleg Gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhatd (endotoxin), potencialis stimulusa a makrofagok altal termelt
TNF-a-nak, tovabba a TNF-o fontos mediatora a jol ismert LPS in vivo hatasnak, mint példaul tumor vérzéses
nekrozis, 1az, sokk és neutrofil aktivalodas. A TNF-a kiilonféle biologiai hatésait a kovetkezék szerint lehet
osztalyozni:

- Tumor ellenes és novekedés szabalyozo tevékenységek: TNF-a szelektiv toxicitast mutat tumor és virus fertézott
sejtekkel szemben. Ennek megfeleléen ez egy angiogén, mely serkenti a tenyésztett fibroblasztok novekedését.

- Immunmodulélé és gyulladaskeltd hatasok: TNF-o aktivalja a makrofagokat, neutrofileket és az eozinofileket,
valamint endotél sejteket (melyek prokoagulans aktivitdst mutatnak). Szabalyozza a B sejtek altal termelt
ellenanyag termelését és a stimuldlja a citotoxikus T sejteket. Indukal szamos mas gyulladaskelté mediatort, mint
példaul  IL-1, IL-6, kolénia stimulalo faktorokat, prosztaglandinokat, vérlemezke-aktivalo faktort (PAF),
kollagéneket, stb.

- Metabolikus hatas: TNF-a erdsen gatolja a lipoprotein lipazt és zsirsejt génexpressziot.

B. Klinikai alkalmazas

TNF-a-nak jelents patogén szerepe van: a cachexiaban, mely kronikus fert6zésekhez és daganatos betegségekhez
tarsul; a szeptikus sokkban, ahol a TNF-a semlegesitése véd a tarsult akut letalitastol; a graft kilokédésben és a
graft-versus-host betegségben; és a parazitas fertézéseknél, ahol TNF-a nydjthat némi védelmet, de eléidézhet
egyéb sulyosabb betegségeket is (pl. malaria agyi formaja). TNF-a gyakran kombinalédik mas citokinekkel, részt
vesz szamos autoimmun betegségben és még az érelmeszesedés patogenézisében is. Abnormalisan magas a szérum
TNF-a szint jellemzi a szeptikus sokkot, graft kilokédést, parazitafertdzést, rakot, post hemofiltraciot, in vivo
citokin (IL-2) terapia alatt, stb. Miutdn betekintettink a patogenezisbe lathatjuk, hogy ezen meghatarozas
segitséget nyQjthat a diagnosztizalasban (pl. graft kilok6édés) és prognosztikai értéke van (pl. szisztémas
fert6zéseknél).



IV.  AVIZSGALAT ELVE

A DIAsource TNF-a —EASIA (Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay)
szilard fazisra amplifikalt enzim érzékeny immunmaodszer mikrotiter lemezen. A
modszer monoklonalis antitesteket (MAbs) hasznal TNF-o kiilonbozd epitopjai
ellen. Kalibratorok és minték reakcioba Iépnek a mikrotiter lemezen megkétott

Note

VI.

: 1. Hasznélja a nulla kalibratort a minta higitasahoz.

2. 1 pg elkészitett kalibrator megfelel 40 mlU NIBSC 1S 87/650-nek.

SZUKSEGES ANYAGOK ES ESZKOZOK

Tovabbi sziikséges anyagok a készlethez:

monoklonalis antitestekkel (MAb 1) és a tormaperoxidazzal (HRP) jelzett 1. nagy tisztasagu desztillalt viz
monoklonalis antitestekkel (MAb 2). Inkubacios id§ eltelte utan kialakul a 2. Pipettak 50 ul, 200 pl, 1 ml és 10 ml folyadék bemérésére alkalmasak
szendvics formatum: (megkététt monoklonalis antitest) MAb 1 — huméan TNF-o — (ajanlott eldobhato, miianyag hegyeket alkalmazni a pipettakhoz)
MADb 2 (monoklonélis antitest) — HRP (tormaperoxidazzal jel6lt), a lemezt le kell 3. Vortex mixer
mosni, hogy eltavolitsuk a nem kotédott enzimmel jelolt antitesteket. A 4. Magneses keverd
megkotddott enzimmel jeldlt antitesteket egy kromogén reakcioval mérjik. 5 Horizontélis microtiter lemezrazo késziilék, mely képes 700 rpm + 100
Kromogén oldatot (TMB) hozzaadjuk, majd inkubaljuk. A reakciot ledllitjuk a rpm fordulatszamra.
Leallité oldat hozzaadasaval, majd ezutan a megadott hulldamhosszon leolvassuk 6. Microtiter lemezmoso.
a mikrotiter lemezt. A szubsztradt mennyiségét kolorimetridsan hatarozzuk meg 7. Microtiter lemezolvasé, mely képes 450 nm, 490 nm és 650 nm-en
azaltal, hogy mérjuk az abszorbanciat, mely aranyos a TNF-a koncentracidjaval. (polikromatikus olvasasra) vagy képes 450 nm és 650 nm-en
Felvessziilk a kalibracids gorbét, majd a mintaban 1évé TNF-o koncentraciot (bikromatikus olvasasra)
interpolacidval kapjuk a kalibracios gorbe alapjan. EASIA olvasé hasznélataval 8. Ajénlott  felszerelés: ELISA-AID™  szoftver a polikromatikus
(linearités legfeljebb 3 OD optikai denzitas egység) és a kifinomult adatredukcios lemezolvaséashoz (lasd XI.A. pontban), beszerezhet$ a kovetkezd cégtédl:
mddszerrel  (polikromatikus adat redukcié) kapott eredmények nagy Robert Maciels Associates, Inc. Mass. 0.2174 USA.
érzékenységliek alacsony és kiterjesztett kalibracios tartomanyban is.
VIl. REAGENSEK ELOKESZITESE
V. REAGENSKESZLET TARTALMA
A. Kalibratorok: Oldja fel a nulla kalibratort az ampulla cimkéjén feltiintetett
o N i mennyiségii desztillalt vizben, a tobbi kalibratort 2 ml desztillalt vizben
Reagensek 96/teszt Szink6d Osszetétel oldja.
Keszlet B. Kontrollok: Oldja fel a kontrollokat 2 ml desztilllt vizben.
. ] ] i i C. Konjugald oldat: a kovetkezd szamu tesztlyukakat hasznalja, higitsa meg a
Microtiter lemez 96 anti 96 lyuk kék | Hasznalatra kész. koncentralt konjugatumot a konjugalé pufferrel egy tiszta tiveg fiolaba, a
TNF-a (monoklonalis . . P - . PR, . . "
antitestekkel) bevont pl_pettazando mepnylseggket a qut lathat6 tab_lazatban taldlja. Célszerti
frissen elkésziteni, de a higitott konjugatum 1 hétig elall 2-8°C-on.
Ab HRP 1 ampulla piros Adjon hozza
0.75ml Zonéugelltl l)wffert TABLAZAT KONJUGALT HIGITASAHOZ
as .
Konjugat: HRP jelzett anti-TNF-« Lyukak szama Koncentralt Konjugalé puffer Osszmennyiség
(mongklonalls ellenanyagok) TRI$— konjugalt
maleat pufferben szarvasmarha szérum
albuminnal és timol festékanyaggal 3 50 ul 500 pl 550 pl
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
CAL n 2ampulla | sarga | Adjon hozzd 24 150 ﬁl 1500 El 1650 El
— i liofilizalt desztillalt vizet (lasd 32 200 pl 2000 pl 2200 pl
Nulla kalibrator human szérumban, a cimkén a pontos
benzamidin és timol festékanyaggal et 48 300 ul 3000 ut 3300 ut
vagg mennyiséget). 9% 600 pl 6000 il 6600 il
CAL 5 ampulla sarga Adjon hozza 2 ml
liofilizalt desztillalt vizet. D. Felhasznélasra kész mosdfolyadék: Készitsen megfelelé mennyiségi
Kalibrator N = 1-t8] 5-ig elkészitett mosooldatot, igy hogy egy egységnyi mosoéoldathoz 199 egység
(lasd az ampulla cimkéjén a pontos desztillalt vizet ad, vagyis 200 szorosara higitja. A homogenizalasahoz
mennyiséget) human szérumban, hasznaljon magneses kever6t. A nap végén ontse ki a megmaradt elkészitett
benzamidin és timol festékanyaggal mosofolyadékot.
: - ] E. El6hivo oldat: mérjen 0.2 ml kromogén TMB oldatot egy szubsztrat
CoNJ | BUF 1 aé”pLI'”a piros | Hasznalatra kész. pufferes ampullaba (H,0,-0s acetat/citrat puffer).  Célszerli frissen
m elkésziteni.
Konjugat puffer: TRIS-maleat pufferben
szarvasmarha szérum, EDTA és timol
festékanyaggal VIIl. REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA
INC BUF Lampulla | fekete | Hasznalatra kész. . A készlet reagensei (kinyitds és feloldas elott) felhasznalhatok a
6 ml s o PP . o
csomagolason feltlintetett szavatossdgi ideig, amennyiben 2-8°C-on
Inkubald puffer: TRIS-maleat pufferben taroljak.
szarvasmarha szérum, EDTA and timol . A fel nem hasznalt tesztcsikokat 2-8°C-on tarolja, visszazarhato,
festékanyaggal nedvességmegkodtd anyagot tartalmazo tasakban szavatossagi idejukig.
,, Ll A feloldas utéan a kalibratorok és kontrollok 2-8°C-on 4 napig stabilak. A
|WASH| SOLN |CONC| Lampulla | barna | Higitsa meg 200 hosszabb eltarthatésag érdekében (maximum 2 hénap) tartsa -20°C-on a
10ml szorosara desztillalt maradékot. Keriilje az ismételt fagyasztast/kiolvasztast
Koncentralt moséfolyadék (Tris-HCI) vizzel (hasznaljon - ; ) N . ) o
magneses keverot). - Ad _koncentralt mosofolyadék szoba homérsékleten tarolhatd a lejarati
ideig.
2 ampulla ezist | Adjon hozza 2 ml - A frissen elkészitett hasznalatra kész mosdfolyadékot csak aznap
liofilizalt. desztillalt vizet. hasznélja fel.
Kontroll - N = 1 vagy 2 human . Az els6 hasznalat utan, a konjugat sajat jol zarodé ivegében stabil marad
szérumban, timol festékanyaggal 2-8°C-on a szavatossagi idejéig.
" ” . A frissen elkészitend6 el6hivo oldatot maximum 15 perccel a felhasznalas
|CHROM| T™B | CONC | 1 a{nr;:]LIJIIa zold g:gtltlszrrllntjel?aaz eltt készitse el, és tartsa szoba héfokon, majd ontse ki a maradékot.
Kromogén TMB (tetra-metil benzidin) szubsztrétppufferben . A készlet reagenseinek fizikai tulajdonsagaiban tortént elvaltozas arra
dimetilformamidban utal, hogy megromlottak.
SUB BUF 3 ampulla fehér Hasznalatra kész.
21 ml IX. MINTAVETEL ES ELOKESZITES
slf:fl;srztrat puffer: H,O, acetét / citrat . A lehet6 leghamarabb vélasszuk el a szérumot az alvadt vorosvértestektol,
majd az alvadas és centrifugalas utan 4°C-on taroljuk. Ha a mintakat nem
sToP SOLN lampulla | fekete | Hasznalatra kész. hasznéljuk fel azonnal, akkor -20°C-on tarolhatjuk maximum 2 hénapig,
6 ml és -70°C-on hosszabb ideig (maximum egy évig).

Leallito oldat: H,SO4 1.8N

Kerliljik a tobbszori lefagyasztas/ kiolvasztast.



13.

14.

15.
16.

XL

Hasznalat el6tt, minden minta legyen szobah&foktl. Ajanlott a mintakat
Vortex késziilékkel homogenizalni felhasznalas elétt.

A mintavételi korilmények befolyasolhatjak a kapott eredményeket, ezért
fontos, hogy koriiltekintéen végezzilk a mintavételt, hogy elkeriiljik a
lehetséges  szennyezddést, mely stimuldlhatia TNF-o  terméket
vérsejtekben, ezaltal hamisan ndveli a szérum TNF-o értékét.

Hasznéljon pirogénmentes gyiijtécsoveket.

A VIZSGALAT MENETE

Tudnivalok

Ne hasznaljuk a lejart szavatossagu reagenseket.

Ne keverjiik 0ssze egymassal tobb kiilonboz6 gyartasi sorozatba tartozo
reagenseket.

Hasznalat el6tt varjuk meg, hogy a reagensek szobahémérsékletiick
legyenek.

Keverjiik 6ssze az Osszes reagenst és mintat hasznalat el6tt.

Célszerli minden mérést 2 parhuzamossal végezni (kontrollokat,
kalibratorokat és mintékat is beleértve). Fiiggélegesen egy vonalba
legyenek.

Tiszta milanyag edényben készitse el a mosofolyadékot.

A keresztszennyez0dés elkeriilése érdekében hasznaljon (j eldobhatd
pipetta hegyeket a mintak és reagensek kimérésénél.

Az elbhivo oldat és a leallitd oldat adagolasanal vigyazzon, hogy ne
érintkezzen a pipetta fém alkatrészével, mert fémmel reakcidba lépnek.
Nagy precizitasi vagy automata pipettdk hasznélata noveli a mérés
precizitasat.

Tartsa be az inkubalasi idoket.

Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a nagy iddeltérést az elsd kalibrator és
az utolsd minta pipettazasa kozott korlatozni kell az emlitett id6t lasd a
XI11. paragrafus E pontjaban (Eltelt id6).

Mindig vegyen fel kalibraciés gorbét a mérés soran, ne hasznélja a
korabbiakat.

Az el6hivo oldatnak szintelennek kell lennie. Ha az 8sszefntés utani
percekben megkékill az oldat, akkor ne hasznéljuk a reagenst, ki kell
dobni.

15 percen beliil ossza szét az el6hivo oldatot, a lemezmosast kovetden.

Az el6hivé oldattal vald inkubalast direkt napfénytSl védett helyen
végezze.

A vizsgalat menete

Vegye ki a megfeleld szamu tesztcsikot a védécsomagolasbol. A fel nem
hasznélt tesztcsikokat helyezze vissza a nedvességmegkotd anyagot
tartalmazd zacskoba és tarolja 2-8°C-on.

Tegye a tesztcsikokat a tartokeretbe.

Pipettazzon 50 pl inkubalé puffert minden tesztlyukba.

Pipettdzzon 200 pl-t mind a Kalibrald, Kontroll és minta oldatokbdl a
megfeleld teszthelyekre.

Inkubalja 2 6ran at szobahémérsékleten, kdzben razassa sikrazon 700 rpm
+ 100 rpm fordulatszammal.

Szivja le a folyadékot a tesztlyukakhol.

Mossa a lemezt 3-szor egymas utén:

= Toltson 0.4 ml moséfolyadékot minden lyukba

= Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalméat

Pipettdzzon 100 pl-t a nulla kalibratorbol minden csébe.

Meérjen 50 pl anti- TNF-a -HRP konjugaltat minden tesztlyukba.

Inkubdlja 2 6rén at szobah6mérsékleten, kozben razassa sikrazon 700 rpm
+ 100 rpm fordulatszammal.

Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalmat.

Mossa a lemezt 3-szor egymas utan:

= Toltson 0.4 ml moséfolyadékot minden lyukba

= Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalmat

Pipettdzzon minden egyes csébe 200 pl frissen készitett el6hivo oldatot
lehetdleg 15 percen belil a lemezmosast kévetéen.

Inkubalja 2 6ran at szobahémérsékleten, kozben razassa sikrazon 700 rpm
+ 100 rpm fordulatszammal, védje a direkt napfénytél.

Pipettdzzon 50 pl ledllito oldatot minden csébe.

Olvassa le az abszorbancidkat 450 nm és 490 nm (referenssziir6 630 nm
vagy 650 nm) 3 6ran beliil és szamitsa ki az eredményeket a XI. pontban
leirtak alapjan.

EREDMENYSZAMITAS

Polikromatikus leolvasas:

Ebben az esetben ELISA-AID™  szoftverrel
adatfeldolgozast.
A lemezt el8sz0r 450 nm-es hullamhosszon olvassa le a referens filterrel
szemben, melyet 650 nm (vagy 630 nm) allit.
A masodik leolvasasnal 490 nm hulldmhosszra allitsa a késziiléket és
ugyanazzal a referens filterrel szemben olvassa le.

Az ELISA-AID™ szoftver automatikusan vezérli az olvasot és integralja
mindkét hullimhosszon kapott eredményt polikromatikus modell szerint.
Ezzel a technikaval optikai denzitas (abszorbancia, OD) értékeket kapunk,
melyek értéke 10 alatt van.

készitse el az

5. A polikromatikus adat feldolgozasa a kovetkezd elv alapjan torténik:

= Xi= optikai denzitas 450 nm hullamhosszon

* Yi=optikai denzitds 490 nm hulldmhosszon

. Hasznaljunk nem sulyozott lineéris regressziot A és B paraméterek
kiszamitasahoz: Y = A*X + B

L] Ha Xi < 3 OD egység, akkor X = Xi

. Ha Xi >3 OD egység, akkor X = (Yi-B)/A

= 4 paraméteres logisztikus gorbeillesztést hasznéljon a kalibracios
gorbe felvételéhez.

= A mintdk TNF-o koncentrécioit interpolalassal kapja a kalibracios
gorbe alapjan.

B. Bikromatikus leolvasas

1. A lemezt 450 nm-es hulldmhosszon olvassa le a referens filterrel szemben,
melyet 650 nm (vagy 630 nm) allit.

2. Szamitsa ki az atlagat a parhuzamos mérések eredményeinek.

3. Egy fél-logaritmus vagy linearis gérbén abrazoljuk a kalibratorok optikai
denzitasat az ordintan (fiiggbleges tengely) a TNF-o. koncentraciok
fuggvényében (abcisszan, vizszintes tengely). Rajzoljuk meg a kalibréacios
gorbét, agy hogy Osszekétjik a kapott mérési eredmények értékeit egy

egyenessel.

4. Olvassuk le a minden kontroll és minta koncentréaciojat interpolacidval a
kalibracios gorbérol.

5. Szamitogép vezérelt rendszereknél joval egyszeriibb ez a kalkulacio. Ha

automatikus eredményszadmitast hasznalunk 4 paraméteres logisztikus
gorbeillesztést allitsunk be.

XIl. JELLEMZO ADATOK

A kovetkez6 mérési eredmények csak példa értékiiek, ne hasznaljak a kalibracios
gorbeként a méréseknél.

TNF-a -EASIA Optikai denzitasi értékek
polikromatikus sugarzasnal

Kalibrator 0 pg/ml 0.045

6.8 pg/ml 0.120

18 pg/ml 0.259

52 pg/mi 0.619

176 pg/ml 1.435

518 pg/ml 3.237

XIl. MINGSEGI JELLEMZOK

A. Kimutatasi hatar

20 nulla kalibratort (vakoldatot) vizsgaltak egy masik sorozat kalibratorral
szemben. A kimutatési hatar definicié szerint egy latszélagos koncentrécio,
melyet a nulla kotést tartalmazo oldatok atlagos optikai denzitasa felett 2
szérasnyira kapott eredménybdl szamithat ki, jelen esetben 0.7 pg/ml.

B. Specificitas

Keresztreakcio nem volt megfigyelhet6 a kovetkezo anyagok jelenlétében IL-1a,
IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF és RANTES. Ez
a TNF-a mddszer specifikusnak tekintheté a human természetes és rekonbinans
TNF-a meghatarozasara.

C. Pontossag (Precision)

VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI

szérum N <X>+*SD CcVv szérum N <X>+*SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)

A 20 91+6 6.6 A 24 122+5 4.5

B 20 526 + 33 6.3 B 24 431+ 14 3.3

SD : szérés; CV: relativ széras

D. Visszanyerhetéség (Accuracy)
VISSZANYERHETOSEGI TESZT

Minta hozzaadott visszanyert TNF-a Visszanyerhe-
TNF-a (pg/ml) toség
(pg/mi) (%)
Szérum 1 0 6.2 -
38.4 433 97
83.9 90.0 100
188.3 192.5 99
408.2 376.2 91
Szérum 2 0 3.8 -
38.4 455 108
83.9 91.2 104
188.3 162.2 84
408.2 379.2 92




HIGITASI TESZT

Minta Higitas Elméleti koncentracid Mért koncentracio
(pg/ml) (pg/ml)

Szérum 1 1 - 436.5
2 218.3 2124

4 109.1 104.8

8 54.6 59.5

16 27.3 317

Szérum 2 1 - 420.2
2 210.1 211.2

4 105.0 98

8 525 58.3

16 26.3 30.7

A mintékat a nulla kalibratorral higitsa.

E. Eltelt id6 az utolsé kalibrator és a minta bemérése kozott
A kovetkezd tablazatban lathatd, hogy mérési eredmények pontosak maradtnak,
ha a mintakat 30 perccel késébb adjak a lezart csovekhez, mint kalibratort.

TO 30 perc 45 perc
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565
XIV. BELSO MINGSEGELLENORZES
. Ha a Kontroll 1 és 2-re kapott eredmények nem esnek bele az (iveg

cimkéjén megadott tartomanyba, akkor a kapott eredményeket ne
hasznélja, kivéve, ha van valami elfogadhaté magyarazata az eltérésnek.

L] Igény szerint minden laboratérium készithet sajat kontroll mintakat
maganak, melyet részekre osztva fagyasztva taroljanak. Ne hasznaljon
olyan kontrollt, mely azidot tartalmaz, mert zavarja az enzim reakciot.

L] Az elfogadhatéségi kritériumot a parhuzamos mintak eredményei kozott a
J6 Laboratdriumi Gyakorlatban kell szabalyozni.
L] Javasoljuk, hogy kontrollokat hasznéljak, mint ismeretlen mintakat a

mérések sordn, hogy ellendrizzék a modszer variabilitasat. Fel kell venni
a kontrollok mindség ellenérzési diagramjat.

L] Nem &rt ranézésre ellendrizni a szamitdgép altal illesztett gorbe, mennyire
illeszkedik a mérési pontokhoz.

XV. REFERENCIA INTERVALLUMOK

Ezek az értékek csak tajékoztatd jelleglieck, minden laboratériumnak el kell
késziteni a sajat normal értéktartomanyat.

Téjékoztatasul, az eredmény 30 szérum mintabdl (mely latszolag egészséges
emberekbdl szarmazod, alacsony CRP szintli) szarmazik, és 4.6 és 12.4 pg/ml
kdzott mozog.

XVI. BIZTONSAGI ELOIRASOK

Biztonsag

Kizarélag in vitro diagnosztikai célokra.

A készletben 1év6 human vér komponenseket tesztelték eurdpai szabvanyok és
vagy FDA éaltal jévahagyott modszerekkel, és negativ eredményt adtak HBsAg,
anti-HCV, anti-HIV-1 és 2 virusokra. Mivel egyetlen ismert modszer sem
garantalja tokéletesen, hogy nincs hepatitis, AIDS virus vagy egyéb mas
koérokoz6 a reagensekben, ezért azokat és minden szérum mintat is fertéz6
betegséget terjesztésére képes anyagnak kell tekinteni, s helyi biztonsagi
szabalyozasoknak megfelelden kell kezelni.

Minden Allati terméket és szarmazékot egészséges allatokbdl gytijtottek.
Szarvasmarha szarmazék olyan orszagh6l szarmazik, ahol nincs BSE jarvany.
Ennek ellenére, az 4llati eredetli komponenseket tartalmazo reagenseket
potencialisan fert6zoként kell kezelni.

Keriilje az Osszes reagens bdrrel vald érintkezését, ledllito oldat kénsavat
tartalmaz, a kromogén TMB dimetilformamidban van oldva, szubsztrat puffer
peroxidot tartalmaz. Ha mégis érintkezne, a bdriinkkel mossuk le alaposan
vizzel.

Ne dohéanyozzon, igyon, egyen és ne hasznaljon semmilyen kozmetikumot a
labor terliletén. Ne pipettazzon szajjal. Hasznaljon véddkopenyt és egyszer
hasznalatos gumikesztytit.

XVII.
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XVIIl.  APROTOKOLL OSSZEFOGLALOJA

. MINTA(K)
KALIBRATOROK KONTROLLOK
(k) (1)
Inkubalé puffer 50 50
Kalibratorok (0-5) 200 -
Mintak, Kontrollok - 200

Inkubalja 2 oran at szobahOmérsékleten, kozben razassa sikrazén 700 rpm

fordulatszdmmal.

Szivja le a folyadékot a tesztlyukakbol.
Mossa 3-szor 400 pl moséfolyadékkal és szivja le.

Nulla Kalibrétor
Anti-TNF-o -HRP konjugalt

100
50

100
50

Inkubalja 2 oran 4t szobahdmérsékleten, kozben razassa sikrazon 700 rpm

fordulatszammal.

Szivja le a folyadékot a tesztlyukakbdl.
Mossa 3-szor 400 pl moso6folyadékkal és szivja le.

El6hivo oldat

200

200

Inkubaélja 30 percen 4t szobahSmérsékleten, kozben razassa sikrazén 700 rpm

fordulatszammal.

Leallité oldat

50

50

Olvassa le mikrotiter lemezleolvasdval és mérje meg az abszorbanciat minden
tesztlyukban 450 nm (és 490 nm-en) hulldamhosszon 630 (vagy 650 nm) hullamhosszal

szemben.

DIAsource katalégusszam:
KAP1751

P.I. szam:
1700571/en

Felulvizsgalati szam:
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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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P.I. Number : 1701000

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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P.I. Number : 1701000

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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Hasznalt szimb6lumok

Olvassa el a hasznélati utmutatot

Térolasi hdmérséklet

Lejarati id6

Gyartasi kod

Katalogus szam

Kontrol

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyartd

Tartalma <n> teszt elvégzésére elegendd

Moso folyadék koncentratum

Zero kalibrator

Kalibrator #

CONTROL

Kontrol #

Nyomjelzé izotop

Ab 1251

Nyomjelzé izotop

Nyomjelzé izotop koncentratum

Nyomjelzé izotop koncentratum

Csovek

Inkubalé puffer
Acetonitril

Szérum
Mintahigit6
Higité puffer
Antiszérum
Immunadszorbens
Kalibrator higité

LI

Mintaelékészitd oldat

Polietilén glikol

Extrakcios oldat

Elualé oldat

Bond Elut Silica szilikagél patronok

E
L]
L]

L
RI N
El N

Elokezeld oldat

NEUTR | SOLN

Semlegesit6 oldat

TRACEUR

Nyomjelzd izotop higitod puffer

Mikrotiter lemez
HRP konjugatum
[a ] HRP konjugatum

Ab HRP | CONC

HRP konjugatum koncentratum

Ag HRP

HRP konjugatum koncentratum

Konjugatum puffer

CHROM CONC

Kromogén TMB koncentratum

Kromogén TMB oldat

Szubsztrat puffer

Stop oldat

Inkubacids szérum

Puffer

AP konjugatum

Szubsztrat PNPP

Biotin konjugatum koncentratum

Kicsapato reagens

AVID HRP | CONC

Avidin HRP koncentratum

Vizsgalati puffer

ASS BUF
Ab BIOT

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

SAV | HRP | CONC

Sztreptavidin HRP koncentratum

NSB

Nem-specifikus kotédés

2nd Ab

Masodlagos ellenanyag

Savas puffer

Eloszto

TRAY

Inkubacios talcak

PMSF-oldat

Fényt6l védendo

STRIP

:

Pontcsik

Szubsztrat

EXTR | SOLN |CONC

Extrakciospuffer-koncentratum

|CART | Kazetta

sawv | e | Sztreptavidin torma peroxidaz (HRP)
PIPETTE | Pipetta

Mosépuffer
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