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Lagerung
Den Kit bei 2 — 8 °C aufbewahren. Nicht einfrieren. Nicht verwendete Reagenzien bei 2 — 8 °C
aufbewahren.

Verwendungszweck

Der TECO® human Adiponektin ELISA ist ein ,two-site“ sandwich enzyme-linked-Immunosor-
bent In-vitro Test fir die quantitative Bestimmung von total Adiponektin in human Plasma und
Serum.

Klinische Bedeutung

¢ Adipositas

e Arteriosklerose

¢ Energiestoffwechsel

e Koronarkrankheiten

e Polyzystisches Ovarialsyndrom

Adiponektin ist ein 30kDa Protein dessen Anteil an Serumproteinen 0,01 % umfasst. Die Syn-
these des Proteins erfolgt hauptséchlich durch Adipozyten, aber auch Muskelzellen und Le-
berzellen sind in der Lage Adiponektin zu synthetisieren. Als einziger natirlicher Induktor der
Synthese ist bisher IGF-I bekannt. Es besteht aus einer Kollagen-&hnlichen N-terminalen und
einer globularen C-terminalen Domaéne [1]. In vivo tritt Adiponektin in unterschiedlichen Oligo-
meren auf. Neben dem Trimer und dem Ditrimer existieren hochmolekulare Multimere [1 - 3]. Zwei
verschiedene Rezeptoren sind bisher bekannt, beide Rezeptoren werden ubiquitér exprimiert,
die Verteilung in den Geweben differiert jedoch. So wird der Adiponektin Rezeptor 1 (AdipoR1)
besonders im Muskel- und AdipoR2 besonders im Lebergewebe synthetisiert [4].

Die Bedeutung fir den menschlichen Organismus ist noch nicht komplett geklart. Erste Stu-
dien zeigen, dass Adiponektin negativ mit dem BMI korreliert ist und somit Bedeutung flir den
Energiestoffwechsel bspw. Uber die Regulation der Fettsureoxidation besitzen kénnte. Neben
der Korrelation zum BMI besteht ein Zusammenhang zwischen der Adiponektinkonzentration
und der Insulin-Resistenz [5 - 7] und damit auch eine Verkniipfung zum Typ-II-Diabetes. Auch
stellt Adiponektin eine Verbindung zwischen Glucose- und Fettstoffwechsel dar [8, 9].

Eine besondere diagnostische Wertigkeit fiir die hochmolekularen Multimere, wie verschie-
dentlich beschrieben, konnte in einer vergleichenden Studie von drei Testsystemen nicht nach-
gewiesen werden [10].

Desweiteren ist Adiponektin an inflammatorischen Prozessen beteiligt [11 — 15] und damit von
Bedeutung fiir die Entstehung von Arteriosklerose [4, 5, 16] und koronaren Entziindungen [17,
18]. So kénnte die Bestimmung der Adiponektinkonzentration im Plasma dazu dienen, das
Risiko von Koronarerkrankungen abzuschétzen [19, 20]. Daneben beeinflusst Adiponektin wei-
tere physiologische Prozesse wie beispielsweise die Angiogenese [21, 22].
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Testprinzip

Der TECO® Human Adiponektin Test ist ein sogenannter Sandwich-Assay unter Verwendung
zweier spezifischer und hochaffiner Antikdrper. Der an die Mikrotiterplatte gekoppelte erste An-
tikorper bindet das Adiponektin aus der Probe. Im nachfolgenden Schritt bindet am so immo-
bilisierten Adiponektin der zweite spezifische anti-Adiponektin-Antikérper. Dieser ist biotinyliert
und wird in einer Mischung mit einem Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat inkubiert. In der
abschlieBenden Substratreaktion wird hochspezifisch der Farbumschlag katalysiert, quantita-
tiv abhéngig vom Adiponektin-Gehalt der Proben.

Nicht mitgelieferte, benétigte Materialien

e Pipetten fur 5 pl, 40 pl, 80 pL, 100 pl, 320 pl, 350 pl, 500 pl, 560 pl und 750 pl

¢ Messbehélter fir die Rekonstitution oder Verdiinnung von Reagenzien

e Absaugvorrichtung und Multi-Kanalpipette oder automatische Waschvorrichtung fiir ELISA
Platten

e Aqua dest

¢ Vortex Mischgeréat

e ELISA-Plattenlesegerat (geeignet fiir 96-Kavitdten-Formate und Messungen bei 450 und
405 nm, mit 590 — 650 nm als Referenzwellenléange)

e ELISA Plattenschuttler (=400 rpm) (Orbitalschuttler)

e Software fir die Auswertung der Ergebnisse




Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen

Dieser Kit ist nur fur die in-vitro-Diagnostik geeignet und sollte nur von Fachpersonal durchge-
fuhrt werden.

Die Anweisungen sorgféltig befolgen.

Die Verfallsdaten auf den Etiketten und die spezifische Stabilitat der rekonstituierten Reagen-
zien beachten. Weitere ausfihrlichere Informationen zur Sicherheit finden sich im “Materials
Safety Data Sheet".

Material menschlichen Ursprungs, das flr die Herstellung des Kits verwendet wurde, wurde
getestet und zeigte keine Reaktion auf HIV1 und 2 sowie HCV-Antikdrper und HbsAg. Die
Kitbestandteile sollten dennoch so gehandhabt werden, als seien sie zur Ubertragung eines
Infektionserregers féhig.

TECOmedical AG kann nicht flr einen eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht wer-
den, der durch Nichtbeachtung der Testanleitung entsteht.

1. Verwendungszweck: Zur In-vitro Diagnostik

2. Alle Proben als potenziell geféhrliches biologisches Material behandeln. Beim Arbeiten mit
diesem Kit und den Proben allgemein guiltige VorsichtsmaBnahmen befolgen.

3. Behaélter und ungenutzte Inhaltsstoffe gemaB den Anforderungen bundesweit, landesweit
und 6rtlicher geltender Bestimmungen entsorgen.

4. Die mitgelieferten Reagenzien als eine zusammengehdrende Einheit vor dem auf der Ver-

packung angegebenen Verfallsdatum verwenden.

Die Reagenzien des Assays wie angegeben lagern.

Die beschichteten Teststreifen nicht verwenden, wenn der Beutel beschadigt ist.

Jede Probe als Duplikat testen.

Fur ein ztigiges und effizientes Dosieren von Flissigkeiten wird der Gebrauch von Mehrka-

nalpipetten empfohlen.

9. a) 0,2 M Schwefelséure ist atzend und kann zu schweren Verbrennungen fihren.
b) TMB vorsichtig handhaben. Nicht einnehmen. Beriihrung mit Haut, Augen und Kleidung

vermeiden. Bei Berihrung mit Wasser abwaschen. Bei Einnahme einen Arzt konsultieren.

10. Als Konservierungsstoff wird verwendet:
(0,01 %) 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one Solution und (0,01 %) 5-chloro-2-methyl 2H
isothiazol-3-one / 2-methyl-2H-isothiazol-3-one Solution, fiir den Antikdrper, Verdiinnungs-
puffer und Waschpuffer.
Nicht einnehmen. BerUhrung mit Haut, Augen und Kleidung vermeiden. Bei Bertihrung mit
Wasser abwaschen. Bei Einnahme einen Arzt konsultieren.

©Noo









Meistens (flir Serum oder Plasma Proben und wenn keine extremen Werte erwartet werden)
reicht eine Verdlinnung von 1:200 bis 1:1600 mit Verdliinnungs-Puffer aus. Je nach erwarteten
Adiponektin Werte kann die Verdiinnung hdher oder tiefer sein. Die Adiponektin Konzentration
kann total unterschiedlich sein in anderen Kérperflussigkeiten als Serum oder Zellkulturen.

Im Allgemeinen ist eine Serum- oder Plasma-Verdiinnung von 1:300 geeignet fiir die
klinische Diagnose.

Vorschlag fiir ein Verdiinnungsprotokoll:

¢ Ein-Schritt-Verdiinnung 1:300:
5 pl Probe in 1,5 ml Verdiinnungs Puffer

e Zwei-Schritt-Verdiinnung 1:300:
1. Verdiinnung 1:15
40 pl Serum oder Plasma und 560 pl Verdlinnungspuffer mischen
2. anschlieBend 20 pl der 1:15 Verdinnung und 380 pl Verdinnungspuffer mischen (ergibt
eine Verdunnung von 1:300)

Fir den Testansatz: 2 x 100 pl der Verdiinnung pipettieren
Empfohlene Verdiinnung:

e Serum/Plasma: 1:300 oder héher
e Muttermilch:  1:2 bis 1:10

e Urin: 1:2 bis 1:10
e Saliva: 1:2 bis 1:10
e Liquor: 1:2 bis 1:10

e Zellkultur: 1:5 bis 1:200










Typische Ergebnisse
(nur Beispieldaten, nicht fur die Berechnung der tatsachlichen Ergebnisse verwenden)

Absorption

Standard bei 450 nm ng/ml
A 0,06 2
B 0,33 10
C 0,89 30
D 1,77 70
E 2,50 100
L-Kontrolle 1 0,46 *4,21pg /ml
H-Kontrolle 2 1,01 *10,6 pg /ml
* korrigiert fir Verdinnungsfaktor 1:300
25 y =5E-07x? - 0,0002x? + 0,0346x - 0,0166
R?=0,9999

Extinktion

0 20 40 60 80 100 120

Adiponektin [ng/ml]

Bei jedem Testansatz miissen die Sollwertvorgaben der Kontrollen innerhalb der fiir jede Charge
angegebenen Toleranzen liegen. Das QC Protokoll mit den Sollwertvorgaben ist im Kit enthalten.
Wenn diese Anforderungen nicht erflllt sind, kdnnen die Testergebnisse ungenau sein und der
Test sollte wiederholt werden.



Referenzwerte

Die Serum Adiponektinwerte, wurden mit dem TECO® ELISA Kit in gesunden Probanden
gemessen.

Die Daten zeigen eine deutliche Abhangigkeit der Adiponektin-Serum-Werte vom Alter, sowie
vom Geschlecht der Probanden. Die Abhangigkeit vom jeweiligen BMI fallt dagegen weniger

signifikant aus. Bei Neugeborenen werden sehr hohe Werte gefunden.

Referenzwerte fiir Erwachsene, geschlechtsspezifisch

Ge- Mittelwert  Median 5. Perzentile 95. Perzentile
schlecht (ng/ml) (ng/ml) (ng/mil) (ng/ml)
Frauen 101 10,2 9,1 4,6 4,0 19,4
Manner 125 6,8 6,1 41 2,0 13,9
Gesamt 226 8,3 7,5 4,6 24 19,3

Referenzwerte fiir Kinder und Jugendliche, geschlechtsspezifisch

Ge- Mittelwert  Median SA 5. Perzentile 95. Perzentile
schlecht (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Madchen | 131 8,71 8,18 4,32 3,05 15,6

Jungen 134 8,97 8,12 5,13 3,36 18,6
Gesamt | 265 8,84 8,18 4,74 3,33 16,5

Referenzwerte Adiponektin, altersspezifisch

Altersgruppe Mittelwert Median 5. Perzentile 95. Perzentile
(in Jahren) (ng/mil) (ng/mil) (ng/ml) (ng/mil)
<8 46 12,82 11,70 2,33 26,50
8-10 40 8,00 8,09 3,96 14,90
10 -12 55 8,02 7,14 3,36 13,80
12 -14 26 8,21 7,54 4,50 13,20
14 - 16 59 8,12 8,09 3,67 13,70
16 - 20 41 7,97 7,79 2,74 13,30
alle 267 8,88 8,18 3,33 16,70
20 - 30 a7 6,72 6,38 2,50 12,25
30 - 40 38 7,38 6,69 1,98 19,29
40 - 50 55 8,42 8,20 2,41 17,85
50 - 60 a7 9,61 8,55 2,15 19,85
> 60 32 6,52 8,57 3,00 21,10
alle 226 8,33 7,50 2,41 19,29




Referenzwerte, altersspezifisch und geschlechtsspezifisch in Relation zu BMI

weiblich Adiponektin (ug/ml)
(in ﬁ:ﬁ:en) Mean = SD Median P2esr. z_er';cg-e Min. - Max.
Neugeborene

Nabelschnurblut| 19 29,80+12,49 26,1 19,5-352 | 16,9-61,4
<4 9 15,73+0,79 | 14,43+7,76 11,2 8,2-21,8 2,3-26,7
4-8 11 16,01+£1,94 | 8,46+4,73 9,3 29-12/1 1,4-15,6
8-10 22 17,58+3,84 | 7,92+3,00 8,2 5,2-10,0 3,6 -15,1
10 -12 33 |17,83+1,86 | 7,66+4,59 6,6 5,0-8,8 3,1-20,9
12 -14 11 19,85+2,31 | 8,22+5,64 7,5 6,5-9,2 4,9-13,2
14 -16 27 | 19,91+1,72 | 8,83+9,25 8,9 52-11,8 2,6-17,7
16 - 20 18 | 21,64+2,64 | 9,00+3,22 8,7 6,9-11,2 2,7-14,0
20 - 30 24 | 23,12+5,01 | 7,39+3,35 73 5,7-9,0 34-17,8
30 - 40 17 | 23,20+2,86 | 9,19+3,89 8,6 72-10,4 3,6-19.3
40 - 50 26 | 24,50+4,11 | 9,93+3,59 9,5 75-11,6 4,4-19,6
50 - 60 21 24,61+3,31 | 11,50+5,49 10,0 8,0-15,9 2,0-23,1
> 60 8 24,63+1,89 | 15,60+4,64 15,3 11,4-18,2 | 11,2-241

mannlich Adiponektin (ug/ml)
(in ﬁlat::en) MeaBnM-i_! SD LEEmE D el P2e£':.z-e rlltéle
Neugeborene
Nabelschnurblut| 10 27,80+7,68 26,7 22,2-31,0 | 15,6 -40,6
<4 14 16,17+1,81 | 16,57+6,55 14,3 116-212 | 58-403
4-8 12 15,69+1,05 | 11,24+5,43 9,7 8,9-15,9 3,5-18,6
8-10 18 16,45+1,76 | 8,11+2,93 7,6 6,2 -9,1 50-154
10-12 21 18,34+2,18 | 8,43+3,91 7,8 5,2-10,9 3,4-20,2
12-14 14 18,61+2,11 | 7,59+2,86 71 6,0-10,3 2,4-12.2
14-16 32 19,86+2,00 | 7,53+2,52 7,4 51-9,3 3,8-154
16 - 20 23 | 22,03+2,42 | 7,16+3,53 6,9 4,2-9,6 2,0-13,9
20-30 23 | 23,43+2,48 | 5,44+2,29 5,8 4,0-6,9 1,3-10,3
30-40 21 23,33+2,72 | 5,92+4,60 4,4 2,7-6,7 1,9-20,6
40 - 50 22 | 23,79+2,41 | 6,13+2,92 55 3,8-8,3 21-11,6
50 - 60 23 | 26,68+2,77 | 7,45+4,50 6,7 5,0-8,8 1,4-19,6
> 60 24 | 25,72+2,12 | 7,48+3,92 7,6 4,6-9,2 3,0-21,1

Mean = Mittelwert, BMI = Body Mass Index (kg/m?), SD = Standardabweichung




Leistungsmerkmale des Tests

Standardisierung
Die Standards beinhalten natives Adiponektin (human Serum). Das native Adiponektin wurde mit
rekombinantem Adiponektin quantifiziert.

Prazision
(Inter-assay)

Probe N M(':lt:/'m;” SA (ug/ml) CV (%)
Probe 1 | 22 4,76 0,28 5,88
Probe2 | 25 5,02 0,35 6,72
Probe 3 | 25 5,62 0,32 5,70
Probe4 | 25 11,57 0,68 5,90

(Intra-assay)

Probe N M(':t:/':'n"g"t SA (ug/mi) CV (%)
Probe1 | 16 5,87 0,138 2,35
Probe2 | 16 12,19 0,377 3,10
Probe3 | 6 14,36 0,668 4,66

Detektionslimit

Die Nullstandard wurde 16 mal getestet und daraus Mittelwert und Standardabweichung
berechnet.

Das untere Detektionslimit (2 SD vom Mittelwert) lag bei 0.6 ng/ml.

Wiederfindungstest
Die Wiederfindung von rekombinantem Adiponektin in verschiedenen Humanseren betrug im
Mittel 110% der theoretisch zu erwartenden Menge.

Adiponektin (ng/ml) 9,38 18,75 37,5 75
% Wiederfindung 109 116 101 113




Verdiinnungstest

- Probe 1 - Probe 2

Verdiinnung (ng/ml) Verdiinnung (Hg/ml)
1:200 12,49 1:200 11,58
1:400 11,92 1:400 11,74
1:600 10,80 1:600 11,41
1:800 11,17 1:800 11,35
1:1000 12,06 1:1000 10,58
1:1200 11,64 1:1200 10,96
1:1400 10,86 1:1400 11,18
1:1600 10,75 1:1600 10,61

Mittelwert/1 SD/CV % 11,46/0,66/5,8 Mittelwert/1 SD/CV % 11,18/0,43/3,8

Interferenzen

Serum Proben wurden mit verschiedenen Konzentrationen von eventuell interferierenden Sub-
stanzen versetzt. Die Menge Adiponektin wurde gemessen und verglichen mit der Adiponektin
Konzentration in der gleichen Probe ohne zusétzliche Substanz. Keine der getesteten Sub-
stanzen interferierte signifikant in der Adiponektin Messung.

% Triglyceride Bilirubin Hamoglobin
100 mg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Probe 1 95 97 90
Probe 2 90 93 97
Probe 3 95 94 93

Kreuzreaktionen

Keine Kreuzreaktion mit den folgenden Spezien:

Pferd, Rind, Huhn, Kaninchen, Hund, Meerschweinchen, Schaf, Maus, Ziege, Esel, Ratte,
Katze.

Bemerkung

Die Daten, die in dieser Anleitung aufgefuhrt sind, dienen nur zur lllustration. Es wird empfohlen,
dass jedes Labor eigene Kontrollproben im Assay bestimmt. Jedes Labor sollte eigene
Normal- und Pathologische-Bereiche fur Adiponektin Konzentrationen ermitteln und festlegen,
gemaB GLP-Richtlinien.






