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Materials Supplied, Storage and Stability

Components Cat.-No. | Content Preparation Storage at Shelf life
Cytostick IP-10: MCSP10 2x50 ready to use 2-8°C in the closed
membrane coated with cytosticks Make sure, | container until
monoclonal (mouse) anti- that the the expiration
hIP-10 antibodly; container is date
monoclonal (mouse) anti- always
hIP-10 antibody in gold closed
conjugate (prevention of
humidity)!

Certificate of Analysis CoA- 1

CP10

Material Safety Data Sheets are available on request (look as well www.milenia-biotec.de).

Materials Required

e Pipets for 100 uL

Specimen Collection and Preparation

For determination of IP-10 in culture supernatants, the sample should be immediately determined after
stimulation. The procedure calls for 100 uL sample volume per test.

Warnings and Precautions

All reagents should be stored at 2 — 8° C in their original container. Before use bring all required reagents to
room temperature (18 — 28 °C). Do not interchange kit components from different lots and assays. The
expiration dates stated on the labels of all components have to be regarded.

The recommendations for running this assay should be followed strictly.
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Method and Test Principle

Milenia® Cytostick IP-10 is a lateral flow immunoassay for the quantitative measurement of human IP-10 in
human cell culture supernatants.

The cell culture supernatant will be absorbed by the application pad of the cytostick. The IP-10 binds to a
monoclonal anti-IP-10 antibody conjugated to gold particles. The IP-10 loaded gold particles diffuse through
the membrane and overflow the test band (T). There, a monoclonal antibody specific for IP-10 is coated on
the membrane; so gold particles were specifically bound and become visible as a red-blue band. Colour
intensity is directly proportional to the concentration of IP-10 in the sample and band intensity increases
during incubation time. The surplus of gold particles continues to diffuse over the test device. The conjugate
specific antibodies printed as a line on the membrane (control band, C) capture the rest of gold conjugate
and a well visible line develops during the incubation time.

Interpretation of results is only possible with Milenia® POCScan Reader, which allows an objective
interpretation and documentation of the result.

The IP-10 concentration directly correlates with the color intensity of the test band (T). The Milenia®

POCScan Reader measures the color reflection of the test band. The result is calculated according a
programmed standard curve.
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Assay Performance

Important Notes:

- Only touch and mark the covered areas of the cytosticks (area for marks)
- Keep the vial containg the dipsticks closed (protection of moisture)

1. Take the required number of cytosticks from the container
and mark it. <4—— Area for remarks

2. For each sample to be analyzed pipet 100 pL culture
supernant into a reaction tube or a well of a microtiter
plate.

f

3. Place the cytosticks with the area for sample application P Place for sample application
into the supernatants of the tubes/wells and incubate it for -
20 minutes in an upright position. | ol

4. Directly afterwards remove the cytosticks from the
reaction tube/microtiter plate and interpret immediately
with the Milenia® POCScan Reader.
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Interpretation with Milenia® POCScan Reader

Important notes:

m Prior performing the test read this instruction and the Milenia® POCScan Reader manual carefully!
Follow the procedure step by step and notice the sequence!

m Before measurement, check the current lot of the used kit (see kit outerbox label!). If necessary
import the data by RFID reader from the kit outerbox-label or fill them in manually according the
certificate of analysis of the used kit (see Manual Milenia® POCScan Reader, Enter Calibration

coefficients).

Scan Mode

IP-10: 455 pg/ml

Next test || Delete | | Print ||

Step
1. 3 Put the cytostick together with the “plastic housing” in the
holder.
Pay attention to the position of test unit in the drawer!
2,
Close the drawer of the Milenia® POCScan Reader!
Start measurement immediately.
3. After scanning the result will show up in the display.

The result must not be interpreted later!

Only valid results are displayed.

If result is not valid, the test must be repeated.

For details see chapter “trouble shooting” in the manual of
the Milenia® POCScan Reader.

The manual can be downloaded from the website
www.milenia-biotec.de
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Internal Quality Control

In any case, the control band (C) has to appear!

It is used only as functional control and can not be used for the interpretation of the test band. If the control
line is not detectable after 20 minutes incubation time, the result is invalid! The analysis has to be repeated
with a new cytostick!

Valid results Not valid results
= == 4— Control Line —»
== 4— Test Line —

=

L=<
=

[

Milenia Biotec, Versailler Strale 1, D-35394 GieRen Milenia Cytostick IP-10 (MCP10)



Assay Characteristics

Sample material: Cell culture supernatant

Incubation time: 20 minutes at room temperature (18 - 28 °C)
Measurement range: 100 - 10,000 pg/mL

Lower detection limit: 100 pg/mL

Specificity: Highly specific for human IP-10
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Kitbestandteile, Lagerung und Stabilitat

Komponente Art.Nr. Inhalt Vorbereitung |Lagerung bei | Haltbarkeit
Cytostick IP-10: MCSP10 2x50 gebrauchsfertig 2-8°C Bis zum
Membran beschichtet mit Cytosticks Darauf achten, | Verfallsdatum
monoklonalem (Maus) anti- dass die Dose |in der
hIP-10 Antikérper; mono- immer geschlossenen
klonaler (Maus) anti-hIP-10 geschlossen ist | Dose
Antikorper im Goldkonjugat (Schutz vor

Feuchtigkeit)!
Analysenzertifikat CoA-
(Certificate of Analysis) CP10

Sicherheitsdatenblatter sind auf Anfrage erhaltlich (siehe auch unter www.milenia-biotec.de).

Erforderliche Laborgerate und Hilfsmittel

e Mikropipetten 100 pl

Probenentnahme und -vorbereitung

Zur Bestimmung von IP-10 in Zellkulturiberstdnden sollte die Probe unmittelbar nach der Stimulation
untersucht werden. Es werden 100 pl Probenvolumen pro Test bendtigt.

Hinweise und Vorsichtsmassnahmen

Die Lagerung der Reagenzien sollte bei 2 — 8 °C in den Originalverpackungen erfolgen. Einzelne
Komponenten verschiedener Lose und Testbestecke sollten nicht ausgetauscht werden. Vor der
Verwendung sind die erforderlichen Reagenzien auf Raumtemperatur (18 — 28 °C) zu bringen. Die
angegebenen Verfallsdaten aller Komponenten sind zu beachten.

Die Einhaltung des vorgeschriebenen Protokolls zur Durchfihrung des Tests ist unbedingt erforderlich.
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Methodik und Testprinzip

Der Milenia® Cytostick IP-10 ist ein Lateralfluss-Immunoassay zur quantitativen Bestimmung von humanem
IP-10 in Zellkulturiberstanden.

Der Zellkulturiberstand wird Uber den Probenauftrag des Cytosticks aufgesaugt. Das IP-10 bindet an einen
monoklonalen IP-10 spezifischen Antikoérper, der an Goldpartikel gekoppelt ist. Die mit IP-10 beladenen
Goldpartikel diffundieren in der analytischen Membran Uber die Testlinie (T). Dort liegt ein monoklonaler IP-
10 spezifischer Antikérper gebunden an die Membran vor; dadurch werden die Goldpartikel spezifisch
gebunden und es wird eine rot-blaue Bande sichtbar. Die Farbintensitat ist direkt zur IP-10-Konzentration der
Probe proportional und nimmt wahrend der Inkubationszeit zu. Die im Uberschul® vorhandenen Goldpartikel
diffundieren weiter Uber den Teststreifen. Die Konjugat-spezifischen Antikoérper, die als Linie auf die
Membran aufgebracht sind (Kontroll-Bande, C), fangen das restliche Gold-Konjugat ab und bilden innerhalb
der Inkubationszeit eine gut sichtbare Linie.

Die Auswertung der Ergebnisse ist nur mit dem Milenia® POCScan Reader mdglich, dieser erlaubt eine
objektive Interpretation und Dokumentation der Ergebnisse.

Die Konzentration an IP-10 korreliert direkt mit der Farbintensitat der Testbande (T). Der Milenia® POCScan
Reader misst die Farbreflexion der Testbande. Das Ergebnis wird anhand einer gespeicherten
Standardkurve berechnet.
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Testdurchfiihrung

Wichtige Hinweise:

- Nur die mit Folie bedeckten Bereiche des Cytosticks (Schriftfeld) berGhren und beschriften.
- Das Vorratsgefal® mit den Cytosticks mufd immer verschlossen sein (Feuchtigkeitsschutz).

1. Die erforderliche Anzahl Cytosticks aus dem Ro6hrchen

nehmen und beschriften. —
2. Fir jede zu untersuchende Probe 100 pl Kulturiiberstand in Feld fir Beschriftungen
einzelne Reaktionsgefdlle oder in die Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte vorlegen.

3. Cytosticks mit dem Probenauftrag in den Uberstand stellen
und 20 Minuten aufrecht stehend inkubieren.

—»
—>

<4—— Ort des Probenauftrags

4. Unmittelbar danach die Cytosticks aus dem
Reaktionsgefald/Mikrotiterplatte entnehmen und sofort
mittels Milenia® POCScan Reader auswerten.
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Auswertung mit dem Milenia® POCScan Reader

Wichtige Hinweise

m Vor der Testdurchfilhrung diese Gebrauchsanweisung sowie das Milenia® POCScan Reader
Handbuch sorgfiltig lesen. Den Test Schritt fiir Schritt abarbeiten und die Reihenfolge beachten!

m Vor der Messung die aktuelle Lot des verwendeten Kits (siehe AuBenetikett der Kitschachtel!)
tiberpriifen. Wenn nétig die Daten mit dem RFID-Lesegerat vom Kit-AuBenetikett einlesen oder
manuell anhand des Analyse-Zertifikats des verwendeten Kits eingeben (siehe Handbuch Milenia®
POCScan Reader, Eingabe der ,,Calibration- Coefficients“).

Schritt

1. Den Cytostick zusammen mit dem ,Plastikgehause-Boden® in
die Schublade legen.
Die Ausrichtung der Testeinheit in der Schublade beachten!

2,
Die Schublade des Milenia® POCScan Reader schliessen!
Messung sofort starten.

3. Scan Mode Nach dem Messen wird das Ergebnis am Bildschirm
angezeigt.

IP-10: 455 pg/ml Die Ergebnisse diirfen nicht spéter beurteilt werden!
Nur giiltige Ergebnisse werden angezeigt.
Wenn das Ergebnis nicht gultig ist, muss der Test wiederholt
werden. Details dem Kapitel ,Trouble shooting“ dem Handbuch
Nexttest || Delete | [ Print || des Milenia® POCScan Readers entnehmen.

Das Handbuch kann von der Website www.milenia-biotec.de
heruntergeladen werden.
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Interne Qualitatskontrolle

Die Kontroll-Bande (C) muBl immer sichtbar werden!

Sie dient nur als Funktionskontrolle und kann nicht zur Beurteilung der Farbintensitat der Testbande
herangezogen werden. Wenn die Kontroll-Bande nach 20 Minuten Inkubationszeit nicht sichtbar ist, ist das
Ergebnis unglltig! Der Test mul mit einem neuem Cytostick wiederholt werden!

Glltige Ergebnisse Nicht glltige Ergebnisse

| == <4— Kontroll-Linie —»

== «— Testline —>

L=<
=
LT 1
b =1
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Testcharakteristika

Probenmaterial: Zellkulturuberstand

Inkubationszeit: 20 Minuten bei Raumtemperatur (18 — 28 °C)
Messbereich: 100 - 10.000 pg/ml

Sensitivitat: 100 pg/ml

Spezifitat: Hochspezifische Reaktion mit humanem IP-10
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