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PACKUNGSBEILAGE DEUTSCH

Mediagnost Ratten Adiponektin ELISA E091R

- ist geeignet für Adiponektin Bestimmungen in Rattenserum und -plasma

- ist schnell: Inkubationszeit insgesamt nur 2 Stunden und 30 Minuten.

- Einzel-Standards mit 0,25, 0,75, 1,5, 3, 6,5, bzw. 10 ng/ml nativem Ratten-Adiponektin sind
im Kit enthalten.

- 2 Kontrollseren zur Qualitätssicherung

- verwendet hochaffine monoklonale Antikörper gegen Ratten-Adiponektin

- Testplatten enthalten einzeln abbrechbare Vertiefungen

Verwendungszweck

Messung von Adiponektin in Rattenserum und -plasma.

Einführung

Adiponektin wurde in den 90iger Jahren des letzten Jahrhunderts erstmalig als von Fettzellen
produziertes Hormon beschrieben. Adiponektin ist in die Regulation des Energie- und
Fettstoffwechsels involviert. So soll die Konzentration dieses Hormons in der Zirkulation das
Risiko an Atheriosklerose zu erkranken sowie den Grad der Insulin-Resistenz reflektieren.
Aufgrund der besonderen Bedeutung dieser Erkrankungen in den industrialisierten Staaten
wird der Wirkungsmechanismus dieses Adipokins sowie seine Bedeutung als Biomarker
intensiv beforscht. Neben unterschiedlichen Zellkulturmodellen sowie Studien am Menschen
stellen Maus und Ratte einen geeigneten Modellorganismus für präklinische Studien dar.

Aus diesem Grund wurde der vorliegende Testkit entwickelt und technisch validiert, er soll als
Werkzeug für die Messung von Adiponektin im Rattenmodell im Rahmen der
Grundlagenforschung und präklinischer Studien dienen.

Im Folgenden wird, auch wenn ein Vergleich von Mensch und Maus nur begrenzt möglich ist,
für Sie als Hintergrundinformation die Adiponektin-Physiologie beim Menschen kursorisch
dargestellt:

Adiponektin ist ein 30kDa Protein dessen Anteil an Serumproteinen 0.01% umfasst. Die
Synthese des Proteins erfolgt hauptsächlich durch Adipocyten, aber auch Muskelzellen und
Leberzellen sind in der Lage Adiponectin zu synthetisieren. Als einziger natürlicher Induktor
der Synthese ist bisher IGF-I bekannt. Es besteht aus einer Kollagen-ähnlichen N-terminalen
und einer globulären C-terminalen Domäne [1]. In vivo tritt Adiponektin in unterschiedlichen
Oligomeren auf. Neben dem Trimer und dem Ditrimer existieren hochmolekulare Multimere
[1-3]. Zwei verschiedene Rezeptoren sind bisher bekannt, beide Rezeptoren werden
ubiquitär 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 für den menschlichen Organismus ist noch nicht aufgeklärt. Erste Studien
zeigen, dass Adiponektin negativ mit dem BMI korreliert ist und somit Bedeutung für den
Energiestoffwechsel bspw. über die Regulation der Fettsäureoxidation besitzen könnte.
Neben der Korrelation zum BMI besteht ein Zusammenhang zwischen der
Adiponektinkonzentration und der Insulin-Resistenz [5-7] und damit auch eine Verknüpfung
zum Typ II Diabetes. Auch stellt Adiponektin eine Verbindung zwischen Glucose- und
Fettstoffwechsel dar [8, 9].
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Eine besondere diagnostische Wertigkeit für die hochmolekularen Multimere, wie
verschiedentlich beschrieben, konnte in einer vergleichenden Studie von drei kommerziellen
Testsystemen nicht nachgewiesen werden [10]. Hier konnte auch eine hervoragende
diagnostische Sensitivität und Spezifität des Mediagnost E09 für den Nachweis von
verminderter Glucose-Toleranz und Typ II Diabetes gezeigt werden [10].

Desweiteren ist Adiponektin an inflammatorischen Prozessen beteiligt [11-15] und damit von
Bedeutung für die Entstehung von Arteriosklerose [4, 5, 16] und Koronarenentzündungen
[17, 18], so könnte die Bestimmung der Adiponektinkonzentration im Plasma dazu dienen,
das Risiko von Koronarerkrankungen abzuschätzen [19, 20]. Daneben beeinflusst
Adiponektin weitere physiologische Prozesse wie beispielsweise die Angiogenese [21, 22].

Inhalt der Testverpackung

1) MTP

Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen, die
in 12 abnehmbare Streifen á 8 Vertiefungen (einzeln abbrechbar)
aufgeteilt ist. Die Platte ist mit einem Antikörper gegen Ratten-Adiponektin
beschichtet.

2) CAL

Standards A-F, lyophilisiert, enthalten natives Ratten-Adiponektin. Die
Verdünnungen der Standardkurve decken einen Bereich von 0,25 bis 10
ng/ml (0,25, 0,75, 1,5, 3, 6,5 und 10 ng/ml) Adiponektin ab und werden in
je 1 ml Verdünnungspuffer VP rekonstituiert. Für den Assay werden
jeweils 100 µl pro Vertiefung eingesetzt. Falls die Standards für mehr als
eine Assay-Durchführung benötigt werden sollten, empfehlen wir die
rekonstituierten Standards gefroren bei -20°C zu lagern. Achtung: die
Standards dürfen nur einmal aufgetaut werden – gegebenenfalls bitte in
geeigneten Volumina aliquotiert lagern !

3) DILU

Verdünnungspuffer VP, 125 ml, gebrauchsfertig, bitte zum
Rekonstituieren der Standards A – F, der Kontrollseren KS1 & KS2 sowie
für die Verdünnung der Proben verwenden.

4) Control

Kontrollseren KS1 & KS2, je 100 µl, lyophilisiert, enthalten Rattenserum
und müssen in 100 µl Verdünnungspuffer VP rekonstituiert werden. Die
Ratten-Adiponektin Soll-Konzentration und der Schwankungsbereich ist
auf dem Etikett angegeben. Es sollte im Assay in der gleichen
Verdünnung wie die jeweiligen Proben bestimmt werden, die Soll-
Konzentration erhält man nach Multiplikation mit dem
Verdünnungsfaktor.

5) Ab CONJ

Antikörper-POD-Konjugat AK, 12 ml, gebrauchsfertig, enthält eine
Mischung von biotinyliertem anti-Adiponektin Antikörper und
POD(Meerettich-Peroxidase)-markiertem Streptavidin. Für den Assay
werden jeweils 100 µl pro Vertiefung eingesetzt.

6)
WASHBUF
20x

Waschpuffer WP, 50 ml, 20-fach konzentrierte Lösung, bitte vor
Gebrauch 1:20 mit A.dest. oder entmineralisiertem Wasser verdünnen
(z.B. den gesamten Flascheninhalt von 50 ml im Standzylinder auf 1000
ml auffüllen). Achtung: endverdünnt ist der Waschpuffer nur 4 Wochen
haltbar, bitte nur nach Bedarf ansetzen.

7)
SUBST Substrat S, 12 ml, gebrauchsfertig, Meerettich-Peroxidase-(POD)-

Substrat, stabilisiertes H2O2-Tetramethylbenzidin

8) H2SO4 Stopplösung SL, 12 ml, gebrauchsfertig, 0,2 M Schwefelsäure

9) Abdeckfolie für Mikrotiterplatten, 2 Stück, selbstklebend



Rat Adiponectin ELISA E091 7 E091R 300112 Version 5

Zusätzlich benötigtes Material

Destilliertes oder entmineralisiertes Wasser zum Verdünnen des Waschpuffers WP
Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen
Vortex-Mischgerät
Mikrotiterplattenschüttler (350 rpm)
Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)
Photometer für Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und 590 nm
Polyethylen PE/ Polypropylen PP Röhrchen zum Verdünnen der Proben

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMAßNAHMEN
Der Mediagnost E091R Kit ist nur zum In-vitro Gebrauch und nicht zur inneren Anwendung bei Mensch und Tier
geeignet. Dieses Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt werden.
Mediagnost GmbH kann nicht für einen eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch
Nichtbeachtung der Instruktionen entsteht, soweit keine gesetzliche Regelung anderes besagt.

VORSICHT: Dieser Kit enthält Material humanen und/oder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des
Kits sind so zu handhaben, als ob sie infektiös wären.

Angemessene Vorsichtsmaßnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis müssen bei Lagerung, Gebrauch
und Entsorgung der Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss
nach den örtlichen Vorschriften erfolgen.

Rattenserum
in folgenden Komponenten enthalten: KS1&KS2

Die Reagenzien A-F, AK, VP enthalten als Konservierungsmittel (0,01%)
2-Methyl-4-isothiazolin-3-one Solution
R34 Verursacht Verätzungen
R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung führen
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spülen und Arzt aufsuchen
S36/37 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und –handschuhe tragen.
S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen

Die Reagenzien A-F, AK, VP, WP enthalten als Konservierungsmittel (0,01%) (w/w)
5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-one und 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
R36/38 Reizend für Augen und Haut
R43 Kann bei Hautkontakt zur Sensibilisierung führen
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spülen und Arzt aufsuchen
S28.1 Im Falle von Hautkontakt sofort mit viel Wasser waschen

Substratlösung (S)
Das TMB-Substrat (S) enthält 3,3´,5,5´ Tetramethylbenzidin.

R20/21/R22 Gesundheitsschädlich bei Inhalation, Berührung mit der Haut und beim Verschlucken
R36/37/38 Reizend/Irritierend für Augen Haut undAtmungssystem
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spülen und Arzt aufsuchen
S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleindung tragen.

Stopplösung (SL)
Die Stopplösung enthält 0,2 M Schwefelsäure (H2SO4)
R36/38 Reizt die Augen und die Haut
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spülen und einen Arzt aufsuchen.
S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.

Erste-Hilfe Maßnahmen:

Nach Hautkontakt: Nach Berührung mit der Haut während mindestens 15 Minuten mit genügend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.
Nach Augenkontakt: Nach Berührung mit den Augen während mindestens 15 Minuten mit genügend Wasser
spülen. Ausreichende Spülung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.
Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspülen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen
Arzt zuziehen.
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Methode
Der Mediagnost ELISA für Ratten-Adiponektin E091R ist ein sogenannter Sandwich-Assay unter
Verwendung zweier spezifischer und hochaffiner Antikörper. Der an die Mikrotiterplatte
gekoppelte erste Antikörper bindet das Adiponektin aus der Probe. Im nachfolgenden Schritt
bindet am derart immobilisierten Adiponektin der zweite spezifische anti-Adiponektin-Antikörper.
Dieser ist biotinyliert und liegt als Mischung mit einem Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat
vor. In der anschließenden Substratreaktion führt eine spezifische enzymatische Reaktion zu eim
Farbumschlag. Die Intensität der daraus resultierenden Färbung ist proportional zum Adiponektin-
Gehalt der Proben.

Geeignete Proben
Geeignet sind Rattenserum- und -plasmaproben.

Der Einfluß von Heparin (30IE/mL), EDTA (6,8mM) und NaCitrat (0,015M) auf die Messung
wurde bestimmt. PBS wurde mit entsprechenden Mengen der Substanzen sowie
recombinantem Ratten Adiponectin versetzt und die Wiederfindung bestimmt. Es konnten
keine siginifikanten Auswirkungen auf die Wiederfindung detektiert werden.

Hämolytische Reaktionen sind zu vermeiden. Das Blut koagulieren lassen und das Serum
durch Zentrifugation abtrennen.

Lagerung der Proben

Lagerung bei RT max. 2 Tage
Lagerung bei -20°C max. 2 Jahre

Die Proben dürfen nicht öfter als fünfmal eingefroren/aufgetaut werden.

Proben Vorbereitung

Die Proben müssen in Verdünnungspuffer VP verdünnt werden.

Wir empfehlen im Allgemeinen eine Serum- oder Plasma-Verdünnung von 1:1500.
Individuell können Werte aber stark variieren, es empfiehlt sich dies zu prüfen und eventuell
die Probenverdünnung anzupassen.

Technische Hinweise

Der Assay ist strikt nach dem Testprotokoll durchzuführen.

Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Die Testplatte
und alle Reagenzien sind ungeöffnet lichtgeschützt und bei 2° - 8°C gelagert mindestens haltbar
bis zum Verfallsdatum (s. Etikett).

Bei sachgemäßer Handhabung ist die Haltbarkeit der Reagenzien nach Öffnung nicht
beeinträchtigt.

Alle Komponenten des Kits müssen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden, die
evtl. in manchen Puffern vorhandenen Präzipitate müssen vor Gebrauch durch Mischen und
Erwärmen wieder gelöst werden.

Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C.

Die Inkubationen sollen geschüttelt bei mittlerer Umdrehungsfrequenz eines für Mikrotiterplatten
geeigneten Schüttlers erfolgen. Wir empfehlen 350 rpm. Bauartbedingt können individuell
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Abweichungen von diesem Wert möglich sein, dann muss die Umdrehungsfrequenz angepaßt
werden. Zu geringes Schütteln kann durch ungenügende Vermischung der Lösungen zu
verringerten optischen Dichten, hohen Streuungen und/oder falschen Werten führen, zu starkes
Schütteln dagegen zu erhöhten optischen Dichten und/oder falschen Werten.

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung für den sicheren, richtigen und
präzisen Ablauf des Testes. Ungenügendes Waschen ist eine häufige Ursache für nicht
valide Testdurchführungen. Mögliche Folgen sind unkontrollierte unspezifische Variationen
der gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen der Proben
führen können. Mögliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende
Messwerte.

Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdünnte Waschpuffer
verwendet werden. Das Waschvolumen pro Waschzyklus und Vertiefung muss mindestens 300
µl betragen.

Die mögliche Gefährdung durch den Umgang mit zumindest potentiell infektiösem Material muss
beachtet werden.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen
Gebrauchsanweisung zu befolgen. Die Geräteeinstellungen müssen u.a. der
Mikrotiterplattengeometrie und den Parametern der Waschspezifikation angepasst werden. Es ist
zu beachten, dass die Dispensier- und Absaugkapillaren des Gerätes nicht die Oberfläche der
Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschädigen. Die verbleibende Restflüssigkeit nach jedem
Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten Waschvorganges sollte die Menge
der verbleibenden Restflüssigkeit überprüft und ggfs. verringert werden durch mehrmaliges
Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternativoption. Die Waschflüssigkeit kann dabei per
Multistepper, Mehrkanalpipette oder auch mit einer Spritzflasche dispensiert werden. Die
Waschflüssigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken der Mikrotiterplatte über einem
Becken entfernt werden. Falls Absaugvorrichtungen eingesetzt werden, ist darauf zu achten, dass
die Oberflächen der Vertiefungen der Mikrotiterplatte nicht beschädigt werden. Nach jedem
einzelnen Waschzyklus sollte die verbleibende Restflüssigkeit durch Ausklopfen der
Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff gründlich entfernt werden.

Standards und Kontrollen
Für die Rekonstitution der lyophilisierten Komponenten (Standards A-F, KS1 & KS2) muss der im
Kit erhaltene Verdünnungspuffer VP verwendet werden. Es empfiehlt sich zum Rekonstituieren
die Reagenzien 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschließend kräftig
mit einem Vortex-Mixer zu mischen. Schaumbildung muss vermieden werden.

Die rekonstitutierten Standards und Kontrollen können bei –20°C für 2 Monate gelagert werden.
Wiederholte Gefrier-/Tauzyklen sind zu vermeiden.

Waschpuffer
Das benötigte Volumen des Waschpuffers wird vorbereitet, indem das 20fach Konzentrat im
Verhältnis 1:20 mit entionisiertem Wasser verdünnt wird. Der endverdünnte Waschpuffer kann 4
Wochen bei 4°C gelagert werden und ist vor Gebrauch auf Raumtemperatur zu bringen.

Testplatte
Nicht verwendete Streifen der Testplatte sind zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht bei 2° -
8°C zu lagern. Die Haltbarkeit ist bei sachgerechter Lagerung nicht eingeschränkt.

Substrat
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Die Substratlösung S, stabilisiertes H2O2-Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich –
Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschützt.

Testdurchführung

Die Messungen (Standards, Kontrollen und Proben) sollten stets in Doppelbestimmung
durchgeführt werden. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf genaues Pipettieren und strikte
Befolgung des Testprotokolls zu achten.

Bei der Testdurchführung müssen Standards, Kontrollseren und die jeweiligen Proben möglichst
in 15 Minuten pipettiert werden.

Alle Inkubationen müssen bei Raumtemperatur (20 – 25 °C) erfolgen

Das Antikörper-POD-Konjugat AK sowie nachfolgend die Substratlösung S sollten in der gleichen
Reihenfolge und in dem gleichen Zeitintervall auf die Platte zugegeben werden. Ebenso sollte die
Stopplösung SL in der gleichen Reihenfolge und im gleichen Zeitintervall wie die Substratlösung
auf die Testplatte gegeben werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung
durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

1) In die ersten Vertiefungen werden 100 µl Verdünnungspuffer VP pipettiert (Leerwert).
Im Anschluss daran werden jeweils 100 µl der Standardlösungen oder der verdünnten
Kontrollen oder Proben in die Vertiefungen gegeben.

2) Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie dicht abgedeckt und 1 Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert (unter Schütteln 350 rpm).

3) Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Lösungen abgesaugt und die Platte mit
300 µl Waschpuffer WP / Vertiefung dreimal gewaschen. Der Waschpuffer sollte vor
dem Absaugen mindestens 15 Sekunden in den Vertiefungen verbleiben.

4) Im Anschluss an den letzten Waschschritt werden 100 µl des Antikörper-POD-
Konjugates AK in jede Vertiefung pipettiert.

5) Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie dicht abgedeckt und 1h bei
Raumtemperatur inkubiert (unter Schütteln 350 rpm).

6) Nach Abschluss dieser Inkubation wird die Platte wie in Schritt 3) beschrieben
gewaschen

7) In jede Vertiefung werden 100 µl der Substratlösung S pipettiert.

8) Die Platte wird 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert

9) Nach Ablauf der Inkubationszeit wird in jede Vertiefung 100 µl Stopplösung SL
pipettiert.

10) Die Ausmessung der Farbreaktion erfolgt innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm
(Referenzfilter ≥590 nm).



Rat Adiponectin ELISA E091 11 E091R 300112 Version 5

Auswertung

Berechnung der Standardkurve
Zur Auswertung des Testes muss gewährleistet sein, dass die Extinktionen des Leerwertes
0,25 Einheiten nicht überschreiten, Standard F muss dagegen Extinktionen über 1,0
Einheiten erreichen.

Proben, die höhere Extinktionen als der Standard F erzielen, liegen außerhalb der
Standardkurve, zur sicheren Bestimmung müssen diese Proben in einer zweiten
Testdurchführung bei höherer Verdünnung nochmals bestimmt werden.

Die bereitgestellten Standards enthalten folgende Adiponektin-Konzentrationen:

Standard A B C D E F

ng/ml 0,25 0,75 1,5 3 6,5 10

1) Ermittlung des Mittelwerts der optischen Dichte des Leerwertes aus den
Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

2) Von den Mittelwerten der optischen Dichte der Standardkonzentrationen und der
Proben wird der mittlere Leerwert abgezogen.

3) Die Standardkonzentrationen (x-Achse) werden gegen die gemessene optische Dichte
(y-Achse) aufgetragen.

4) Die Berechnung der Standardkurve sollte durch ein statistisches Programm erfolgen,
da die Kurve i. Allg. nicht ideal durch eine lineare Regression beschrieben wird. Ein
höhergradiges Polynom, 4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare
Regression sind zur Auswertung geeignet, in manchen Fällen kann eine Spline oder
Punkt-zu-Punkt Anpassung angebracht sein.

5) Aus der Standardkurve erhält man derart die Adiponektin-Konzentration der
verdünnten Kontrollen KS1 & KS2 bzw. der verdünnten Proben (mit der individuellen
Verdünnung, allgemein für Serum- und Plasma empfohlen 1:1500). Die Multiplikation
des jeweiligen berechneten Adiponektin-Gehaltes mit dem entsprechenden
Verdünnungsfaktor ergibt dann die Adiponektin-Konzentration der unverdünnten
Ausgangslösungen (je nach gewählter Einheit der Konzentration der Standards !).
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Leistungsmerkmale

Standard

Die Standards des ELISA E091R bestehen aus nativem Adiponektin in Konzentrationen von
0,25, 0,75, 1,5, 3, 6,5, bzw. 10 ng/ml. Das native Adiponektin wurde mit rekombinantem Protein
kalibriert (Hersteller:R&D Systems, Wiesbaden)

Sensitivität

Die analytische Sensitivität des ELISA E091R beträgt < 0,081 ng/ml (entsprechend 0,0081 ng
pro Vertiefung; zweifache Standardabweichung des Null-Standards in 16facher Bestimmung).

Interassay Variabilität

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6 Probe 7

Mittel
[µg/mL] 1,62 7,06 7,97 7,22 11,23 8,55 7,24

SD 0,03 0,40 0,27 0,28 1,25 0,42 0,35

VK% 2,16 5,70 3,39 3,82 11,16 4,93 4,85

n 6 6 6 6 6 6 6

Intraassay Variabilität

Probe 1 Probe 2

Mittel
[µg/mL] 12,702 5,709

SD 0,197 0,191

VK% 1,55 3,34

n 20 20

Linearität

Verdünnung Probe 1 Verdünnung Probe 2 Probe 3

µg/mL µg/mL µg/mL

1:600 5,2 1:1000 7,703 7,703

1:1200 5,091 1:2000 7,455 7,455

1:2400 5,286 1:4000 7,657 7,657

1:4800 5,117 1:8000 7,598 7,598

1:9600 5,008 1:160000 7,066 7,066
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PACKAGE INSERT ENGLISH

Mediagnost Rat Adiponectin ELISA E091R
- is suited for Adiponectin determination in Rat Serum and Plasma samples,

- is fast: incubation time a total of 2 hours and 30 minutes

- Single Standards with 0.25, 0.75, 1,5, 3, 6,5, and 10 ng/ml native Rat Adiponectin are
provided in the Kit

- 2 Control Sera are provided for quality control

- uses high affinity monoclonal antibodies against rat Adiponectin

- Microtiter plates are separately breakapart

Intended Use
Measurement of Adiponectin in Rat serum and plasma samples.

Introduction

Adiponectin was described for the first time in the early 90th of the last century as an
endocrine factor produced by adipocytes. Adiponectin is involved in regulation of energy- and
fat metabolism. So its concentration in the circulation is said to reflect the risk of
atherosclerosis and the degree of insulin resistance. Based on the high incidence of these
diseases, adiponectin was and still is object of intensive research regarding the underlying
biological mechanisms and regarding its value as biomarker. Beside different cell culture
models and studies with human patients, mice and rats are suitable model organisms for
basic research and pre-clinical studies.

Therefore we developed and validated this testsystem as a tool for adiponectin
measurements in rats usable in research and pre-clinical studies.

Even if the comparability of rats and humans is limited we offer some background information
on human adiponectin physiology in the following section:

Adiponectin is a 30kDa protein which percentage in serum proteins is 0.01%. It is mainly
synthesized by Adipocytes, but also muscle cells and hepatocytes have the ability to synthesize
Adiponectin. Until now, IGF-I is the only known natural inductor of the synthesis. It consists of a
Collagen-like N-terminal and a globular C-terminal domain [1]. In vivo Adiponectin appears with
different oligomers. Beside the trimer and ditrimer also high molecular multimers exist [1-3]. Up to
now two different receptors are known, both receptors are ubiquitary expressed, though the
distribution in the tissues varies. The Adiponectin Receptor 1 (AdipoR1) is especially in muscle-
and AdipoR2 in liver tissue synthesized [4].

The significance for the organism is not clear until now. First studies show, that adiponectin
correlates negatively with BMI and thus it could have relevance for the energy metabolism for
example through the regulation of fatty acid oxidation. Beside the correlation with BMI,
Adiponectin level is associated with the Insulin-Resistance [5-7] and so also linked with Type II
Diabetes. Adiponectin is associated also with glucose- und lipometabolism [8, 9].
The formerly proposed diagnostic value of the high molecular weight form of adiponectin was not
verified using a commercially available testsystem for the determination of HMW adiponectin [10].
Blueher et al. clearly demonstrate that regarding the diagnosis of insulin resistance, measured by
whole body glucose uptake below 40 µmol/kg*min, total adiponectin as determined with the
Mediagnost E091R, is with an area of 0.92 under the receiver-operating curve, of greater
diagnostic value [10].
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Furthermore it is involved in inflammatory processes [11-15] and therewith it is of importance
for appearance of arteriosclerosis [4, 5, 16] and coronaritis [17, 18], thus the determination of
Adiponectin level in plasma could serve to estimate the risk of coronary disease [19, 20].
Beside this Adiponectin influences further physiological processes as for example the
angiogenesis [21, 22].

Reagents Provided

1) MTP
Microtiter plate, ready for use: Microtiter plate with 96 wells, dived up in
12 stripes à 8 wells (separately breakapart), coated with anti-Rat
Adiponectin antibody.

2) CAL

Standards A-F, lyophilised, contain native Rat Adiponectin. Standard
values are between 0.25 - 10 ng/ml (0.25, 0.75, 1.5, 3, 6.5 und 10 ng/ml)
Adiponectin and have to be reconstituted in 1 ml (each) Dilution Buffer
VP. 100 µl per well are used in the assay. If the standards are required for
more than one assay process we recommend to store the reconstituted
Standards frozen at -20°C. Attention: Standards should be thawed only
once – where required please store aliquoted in adequate volumes.

3) DILU

Dilution buffer VP, 125 ml, ready for use, please use for the
reconstitution of Standards A-F, Control Sera KS1 & KS2 and for the
serum dilution.

4) Control

Control Serum KS1 & KS2, each 100 µl lyophilised: Contains rat Serum
and has to be reconstituted in 100 µl Dilution Buffer VP. The Adiponectin
target value concentration and the respective range is given the vial label.
The dilution of the Control Sera KS 1&2 should be according to the dilution
of the respective samples, the target value concentration should be
obtained by multiplication with the respective dilution factor.

5) Ab CONJ
Antibody-POD-Conjugate AK, 12 ml, ready for use, contains a mixture
of biotinylated anti-Adiponectin antibody and HRP (Horseradish
Peroxidase)-labelled Streptavidin. Use 100 µl/well in the assay.

6)
WASHBUF
20x

Washing Buffer (WP), 50 ml, 20 X concentrated solution. Washing
Buffer (WP) has to be diluted 1:20 with distilled or demineralised water
before use (e.g. add the complete contents of the flask (50 ml) into a
graduated flask and fill up with A.dest. to 1000 ml). Attention: After dilution
the Washing Buffer is only 4 weeks stable, dilute only according to
requirements.

7) SUBST Substrate (S), 12 ml, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP)-
substrate, stabilised H2O2 Tetramethylbencidine.

8) H2SO4 Stopping Solution (SL), 12 ml, ready for use, 0.2 M sulphuric acid,
Caution acid!

9) Sealing tape for covering of the microtiter plate, 2 x, adhesive.

Materials Required but not provided
Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips
Distilled or deionized water for dilution of the Washing Buffer (WP)
Vortex-mixer
Microtiter plate shaker (350 rpm)
Microtiter plate washer (recommended)
Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and 590 nm
Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in-vitro use only. For professional use only.
Before starting the assay, read the instructions completely and carefully. Use the valid
version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything is understood.

Before use, all kit components should be brought to room temperature at 20 - 25°C.
Precipitates in buffers should be dissolved before use by thorough mixing and warming.

Do not mix reagents of different lots. Do not use expired reagents.

The microplate contains snap-off strips. Unused wells must be stored at 2 - 8C in the sealed foil pouch and
used in the frame provided.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin.

No known test methods can offer total assurance of the absence of infectious agents; therefore all components
and specimens should be treated as potentially infectious.

Following components contain < 0.01% 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one solution as preservative : A-F, AK, VP

R34 Irritating to eyes and skin
R43 Sensibilisation through skin contact possible
S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves
S45 In case of accident or if you feel unwell seek medical advice

Following components contain < 0.01%(w/w) 5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-one and 2-methyl-2H-isothiazol-
3-one as preservative: A-F, AK, VP, WP

R36/38 Irritating to eyes and skin
R43 Sensibilisation through skin contact possible
S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water

Stop solution contains 0.2 M Sulfuric Acid (H2SO4)

R36/38 Irritating to eyes and skin
S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water
S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves.

Pipetting of samples and reagents must be done as quickly as possible and in the same sequence for each
step. Use separate pipette tips for each sample, control and reagent to avoid cross contamination. Use
reservoirs only for single reagents. This especially applies to the substrate reservoirs. Using a reservoir for
dispensing a substrate solution that had previously been used for the conjugate solution may turn solution
colored. Do not pour reagents back into vials as reagent contamination may occur. Mix the contents of the
microplate wells thoroughly to ensure good test results. Do not reuse microwells. Do not let wells dry during
assay; add reagents immediately after completing the rinsing steps.

TMB-Substrate (S) contains 3,3´,5,5´ Tetramethylbenzidine. Store and Incubate in the dark.

R20/21/R22 Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed
R36/37/38 Irritating to eyes, respiratory system and skin
S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water
S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves

General first aid procedures:
Skin contact: Wash affected area thoroughly with water. Discard contaminated cloths and shoes.
Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. In order to
assure an effectual rinsing spread the eyelids.
Ingestion: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water. Immediately see a physician.
Do not eat, drink or smoke in these areas.
Never pipette the materials with the mouth.
Spilled material must be wiped off immediately and should become disinfected. Clean contaminated areas and
equipment with a suitable detergent.
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Method
The Mediagnost ELISA for Adiponectin E091R is a so-called Sandwich-Assay using two specific
and high affinity antibodies. The Adiponectin in the samples binds to the first antibody coated on
the microtiter plate. In the following step the second specific anti-Adiponectin-Antibody binds in
turn to the immobilised Adiponectin. The second antibody is biotinylated and will be applied in a
mixture with a Streptavidin-Peroxidase-Enzyme Conjugate. In the closing substrate reaction the
turn of the colour will be catalysed quantitatively depending on the Adiponectin-level of the
samples.

Specimen
Serum and plasma samples of rats can be used in this assay.

Influence of Heparin (30IE/mL), EDTA (6,8mM) and NaCitrat (0,015M) on the measurement
of Adiponectin has been investigated by recovery experiments. PBS was enriched with
recombinant Rat Adiponectin and the above mentioned substances. No significant influence
on the recovery of adiponectin was detected.

Hemolytic reactions have to be avoided. The blood has to be allowed to clot and after
complete clotting, serum is separated by centrifugation.

Storage of the samples

Storage at RT max. 2 days

Storage at –20°C max. 2 years

More than five freeze/thaw cycles are not possible.

Sample Preparation

Samples have to be diluted in Dilution Buffer (VP).

A sample dilution of 1:1500 is in general suitable. However, the Adiponectin levels can vary
individually significant, we would therefore recommend to check this and adjust the dilution
respectively.

Technical Recommendations

The assay has to be conducted strictly according the test protocol herein.

Reagents with different lot numbers cannot be mixed. The microtiterplate and reagents are
stable until the indicated expiry if stored unopened and protected from sunlight at 2 – 8°C.

The shelf life of the components after opening is not affected, if used appropriately.

Bring all reagents to room temperature (20 - 25C) before use. Possible precipitations in the
buffers have to be resolved before usage by mixing and / or warming.

Incubation at room temperature means: Incubation at 20-25°C

The incubation steps should be performed at mean rotation frequency of a particularly
suitable microtitre plate shaker. We are recommending 350 rpm. Due to certain technical
differences deviations may occur, in case the rotation frequency must become adjusted.
Insufficient shaking may lead to inadequate mixing of the solutions and thereby to low optical
densities, high variations and/or false values, excessive shaking may result in high optical
densities and/or false values.
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Proper washing is of basic importance for a secure, reliable and precise performance of the
test. Incomplete washing is common and will adversely affect the test outcome. Possible
consequences may be uncontrolled unspecific variations of measured optical densities,
potentially leading to false results calculations of the examined samples. Effects like high
background values or high variations may indicate washing problems.

All washing must be performed with the provided washing buffer diluted to usage
concentration. Washing volume per washing cycle and well must be 300 µl at least.

The danger of handling with potentially infectious material must be taken into account.

When using an automatic microtitre plate washer, the respective instructions fur use must be
carefully followed. Device adjustments, e.g. for plate geometry and the provided washing
parameters, must be performed. Dispensing and aspirating manifold must not scratch the
inside well surface. Provisions must be made that the remaining fluid volume of every
aspiration step is minimized. Following the last aspiration step of each washing cycle, this
could be controlled, and possible remaining fluid could then be removed, by inverting the
plate and repeatedly tapping it dry on non fuzzy absorbent tissue.

Manual washing is an adequate alternative option. Washing Buffer may be dispensed via a
multistepper device, a multichannel pipette, or a squirt bottle. The fluid may be removed by
dynamically swinging out the microtitre plate over a basin. If aspirating devices are used,
care has to be taken that the inside well surface is not scratched. Subsequent to every single
washing step, the remaining fluid should be removed by inverting the plate and repeatedly
tapping it dry on non fuzzy absorbent tissue.

Standards and Controls

For the reconstitution of the lyophilised components (Standards A - F and Control Sera KS1
&KS2) the kit Dilution Buffer VP has to be used. It is recommended to keep reconstituted
reagents at room temperature for 15 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no
foam!) with a Vortex mixer.

The reconstituted standard and controls can be stored for 2 months at –20°C. Repeated
freeze/thaw cycles have to be avoided.

Washing Buffer

The required volume of washing buffer is prepared by 1:20 dilution of the provided 20fold
concentrate with deionised water. The diluted Washing Buffer is stable for 4 weeks at 2-8°C.
It has to be at room temperature for usage!

Microtiter plate

Unused microtiter plate stripes have to be stored airtight together with the desiccant bag at 2-
8°C. The labelled expiry is not influenced in case of proper storage.
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Assay Procedure
All determinations (Standards, Control Sera KS1 & KS2 and samples) should be assayed in
duplicate. For optimal results, accurate pipetting and adherence to the protocol are
recommended.

When performing the assay, the Standards, Control Sera and the samples should be pipetted
as fast as possible (e.g., <15 minutes).

All incubations have to conducted at room temperature (20-25°C)

To avoid distortions due to differences in incubation times, Antibody-POD-Conjugate AK as well
as the following Substrate Solution S should be added to the plate in the same order and in the
same time interval as the samples. Stop Solution SL should be added to the plate in the same
order as the Substrate Solution.

1) Add 100 µl Dilution Buffer VP in the first wells. Subsequently add 100 µl Standard or 100
µl of diluted Control Sera or diluted samples.

2) Cover the wells with sealing tape and incubate the plate for 1 hour at room temperature
(shake at 350 rpm )

3) After incubation aspirate the contents of the wells and wash the wells 3 times 300 µl
Washing Buffer WP / well. The washing buffer should incubate for at least for 15
seconds/cycle.

4) Following the last washing step pipette 100 µl of the Antibody-POD-Conjugate AK in
each well.

5) Cover the wells with sealing tape and incubate the plate for 1 hour at room temperature
(shake at 350 rpm).

6) After incubation wash the wells 3 times with Washing Buffer as described in step 3

7) Pipette 100 µl of the TMB Substrate Solution in each well.

8) Incubate the plate for 30 minutes in the dark at room temperature (20 - 25C).

9) Stop the reaction by adding 100 µl of Stopping Solution.

10) Measure the colour reaction within 30 minutes at 450nm (reference filter ≥590 nm).
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Calculation of Results

Establishing the Standard Curve

For the evaluation of the assay it is preconditioned that the absorbance values of the blank
should be below 0.25, these of standard F should be above 1.0.

Samples, which yield higher absorbance values than Standard F are beyond the standard
curve, for reliable determinations these samples should be tested anew with a higher dilution.

Standards are provided in the following concentrations (use the concentration unit as
preferred):

Standard A B C D E F

ng/ml 0.25 0.75 1.5 3 6.5 10

1) Calculate the mean absorbance value for the blank from the duplicated determination
(well A1/A2).

2) Subtract the mean absorbance of the blank from the mean absorbances of all other
values.

3) Plot the standard concentrations on the x-axis versus the mean value of the
absorbance of the standards on the y-axis.

4) Recommendation: Calculation of the standard curve should be done by using a
computer program. A higher-grade polynomial, or four parametric logistic (4-PL)
curve fit or non-linear regression are usually suitable for the evaluation (as might be
spline or point-to-point alignment in individual cases).

6) The Adiponectin concentration of the diluted sample or the diluted control sera KS1&2
in ng/ml (or µg/ml according the chosen unit for the standards) is calculated in this
way, the Adiponectin concentration of the undiluted sample and of KS1 & KS2 is
calculated by multiplication with the respective dilution factor.

Performance Characteristics

Standards

The Standards of the ELISA E091R are prepared from native Adiponectin in concentrations
of 0.25, 0.75, 1.5, 3, 6.5 and 10 ng/ml. The native Adiponectin was calibrated against the
recombinant Protein (Manufacturer: R&D Systems, Wiesbaden).

Sensitivity

The analytical sensitivity of the ELISA E091R yields < 0,081 ng/ml (equal to 0,0081ng per well;
as 2xSD of zero standard in 16fold determination).
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Interassay Variability

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 Sample 5 Sample 6 Sample 7

Mean
[µg/mL] 1.62 7.06 7.97 7.22 11.23 8.55 7.24

SD 0.03 0.40 0.27 0.28 1.25 0.42 0.35

VC% 2.16 5.70 3.39 3.82 11.16 4.93 4.85

n 6 6 6 6 6 6 6

Intraassay Variability

Sample 1 Sample 2

Mean
[µg/mL] 12.702 5.709

SD 0.197 0.191

VC% 1.55 3.34

n 20 20

Linearity

Dilution Sample 1 Dilution Sample 2 Sample 3

µg/mL ng/mL µg/mL

1:600 5.2 1:1000 7.703 7.703

1:1200 5.091 1:2000 7.455 7.455

1:2400 5.286 1:4000 7.657 7.657

1:4800 5.117 1:8000 7.598 7.598

1:9600 5.008 1:160000 7.066 7.066
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KURZANLEITUNG–MEDIAGNOST Ratten-Adiponektin ELISA E091R

Reagenz: Rekonstitution: Verdünnung:

Standards A-F in 1 ml Verdünnungspuffer VP

Kontrollseren

KS1 & KS2

in 100 µl Verdünnungspuffer VP 1:1500 mit
Verdünnungspuffer VP

Waschpuffer WP 1:20 mit Aqua. dest. (z.B. den
gesamten Flascheninhalt von (50 ml) im
Standzylinder auf 1000 ml auffüllen)

Probenverdünnung: z.B. 1:1500

Testdurchführung in Doppelbestimmungen:

Pipetieren Reagenzien Position

100 µl Verdünnungspuffer VP A1/2
100 µl Standard A ( 0,25 ng/ml) B1/2
100 µl Standard B (0,75 ng/ml) C1/2
100 µl Standard C (1,5 ng/ml) D1/2
100 µl Standard D (3 ng/ml) E1/2
100 µl Standard E (6,5 ng/ml) F1/2
100 µl Standard F (10 ng/ml) G1/2
100 µl Kontrollserum KS1 H1/2
100 µl Kontrollserum KS2 A3/4
100 µl Probenverdünnung nachfolgende

Vertiefungen
Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei RT, 350 rpm

3x 300 µl Absaugen und die Platte 3x mit je 300 µl Waschpuffer
WP / Vertiefung waschen.

In jede Vertiefung

100 µl Antikörper-POD-Konjugat AK In jede Vertiefung

Inkubation: 1 h bei RT, 350 rpm

3x 300 µl Absaugen und die Platte 3x mit je 300 µl Waschpuffer
WP / Vertiefung waschen.

In jede Vertiefung

100 µl Substratlösung S In jede Vertiefung

Inkubation: 30 min im Dunklen bei RT

100 µl Stopplösung SL In jede Vertiefung
Ausmessung innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzfilter ≥590 nm).
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SUMMARY – MEDIAGNOST RAT Adiponectin ELISA E091R
Reagent preparation: Reconstitution: Dilution

Standards A-F in 1 ml Dilution Buffer VP
Control Sera
KS1 & KS2

in 100 µl Dilution Buffer VP 1:1500 with Dilution Buffer VP

Washing Buffer WP 1:20 with Aqua. dest. (e.g., add
the complete contents of the flask
(50 ml) into a graduated flask and
fill with A.dest. to 1000 ml).

Sample Dilution: e.g. 1 :1500

Assay Procedure for Double Determination:

Pipette Reagents Position

100 µl Dilution Buffer VP A1/2
100 µl Standard A ( 0.25 ng/ml) B1/2
100 µl Standard B (0.75 ng/ml) C1/2
100 µl Standard C (1.5 ng/ml) D1/2
100 µl Standard D (3 ng/ml) E1/2
100 µl Standard E (6.5 ng/ml) F1/2
100 µl Standard F (10 ng/ml) G1/2
100 µl Control Serum KS1 H1/2
100 µl Control Serum KS2 A3/4
100 µl Sample dilution following wells

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 1 h at RT, 350 rpm

3x 300 µl Aspirate the contents of the wells and wash 3x with
300 µl Wash Buffer WP

each well

100 µl Antibody-POD-Conjugate AK each well

Incubation: 1 h at RT, 350 rpm

3x 300 µl Aspirate the contents of the wells and wash 3x with
300 µl Wash Buffer WP

each well

100 µl Substrate Solution S each well

Incubation: 30 min in the Dark at RT

100 µl Stopping Solution SL each well
Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with ≥590 nm as reference wavelength.
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REF E091R International Test description

CAL A-F A -F Rec in 1 ml VP

Control KS1 & KS2 Rec in 100 µl VP 1:1500 DILU VP

WASHBUF 20x WP 1:20 DILU A. dest.

SPE 1:1500 DILU VP

C 20-25 C

100 µl VP A1/2

100 µl CAL A (0.25 ng/ml) B1/2

100 µl CAL B (0.75 ng/ml) C1/2

100 µl CAL C (1.5 ng/ml) D1/2

100 µl CAL D (3 ng/ml) E1/2

100 µl CAL E (6.5 ng/ml) F1/2

100 µl CAL F (10 ng/ml) G1/2

100 µl CONTROL KS1 1:1500 DILU VP H1/2

100 µl CONTROL KS2 1:1500 DILU VP A3/4

100 µl SPE 1:1500 DILU VP

TAPE

 1 h C 20-25 350 rpm

3x 300 µl 3x WASHBUF WP

100 µl AbCONJ AK

TAPE

 1 h C 20-25 350 rpm

3x 300 µl 3x WASHBUF WP

100 µl SUBST TMB S

 0.5 h C 20-25

100 µl H2SO4 SL

MEASURE

↔

↔


