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PACKUNGSBEILAGE DEUTSCH 
TECHNISCHE EIGENSCHAFTEN + EINSATZMÖGLICHKEITEN 
 
¨ Messung der gesamt-Leptin-Konzentration in Serum, Plasma  
¨ Kalibriert am Internationalen Standard der WHO: NIBSC Code 97/594 
¨ Hoch affine Antikörper keine Beeinträchtigungen durch Leptin-Bindungsproteine 
¨ Einzelkalibrators mit 0 - 64 ng/mL sind im Kit enthalten 
¨ Einfache Handhabung: gebrauchsfertiger Kalibrator/ weiter Kalibratorbereich 
¨ Einsatz kleiner Serumvolumina, Messungen von Kapillarblut  

EINFÜHRUNG 
1994 wurde das Proteohormon Leptin als das Produkt des ob-Gens identifiziert (1,2). Es besitzt 
ein Molekulargewicht von 16 kD und man nimmt an, daß es eine Schlüsselrolle bei der Regulierung 
des Körpergewichts spielt. Seine Aminosäurensequenz weist keine größeren Homologien zu 
anderen Proteinen auf (1). Leptin wird fast ausschließlich von differenzierten Fettzellen produziert 
(3-5). Es wirkt auf das zentrale Nervensystem ein, vor allem auf den Hypothalamus, wobei es die 
Nahrungsaufnahme unterdrückt und den Energieverbrauch steigert (2,6-9). Es existieren 
unterschiedlich gespleißte Formen des Leptin-Rezeptors, die sich in ihrer Länge unterscheiden. 
Sie gehören zu der Cytokin-Klasse-1-Rezeptor-Familie (10-12) und kommen ubiquitär im Körper 
vor (10,11,13,14). Dies läßt auf eine umfassende Funktion von Leptin schließen, die bis jetzt aber 
noch nicht völlig verstanden wird.  
 
Eines der vielen Leptin Bindungsproteine stellt eine zirkulierende Form eines Leptin-Rezeptors dar 
(15). 
Neben seinem Einfluß auf den Stoffwechsel besitzt Leptin auch einen starken Einfluß auf eine 
Anzahl endokriner Achsen. In männlichen Mäusen schwächte es die durch Hungern induzierte 
ausgeprägte Abnahme von LH, Testosteron und Thyroxin bzw. die Zunahme von ACTH und 
Corticosteron ab. In weiblichen Mäusen verhinderte Leptin die durch Hungern induzierte 
Verzögerung des Eisprungs (16). Ob/ob-Mäuse, die aufgrund einer ob-Genmutation einen Leptin-
Mangel aufweisen, sind unfruchtbar. Dieser Defekt konnte durch Leptinapplikation korrigiert 
werden, jedoch nicht durch Gewichtsverlust infolge von Nahrungskarenz (17). Dies läßt darauf 
schliessen, dass Leptin eine wichtige Rolle für die Reproduktion spielt. 
Die Wirkung von Leptin kann wenigstens teilweise auf den supprimierenden Effekt von Leptin auf 
die Bildung und Sekretion von Neuropeptid Y (NPY) durch Neuronen des Nucleus arcuatus erklärt 
werden (6,18,19). NPY ist ein starker Stimulator für den Appetit (20,21) und ist bekanntermaßen 
an der Regulation verschiedener Hypophysen-Hormone beteiligt. Dazu gehören z.B. die 
Suppression von Wachstumshormon durch Stimulierung von Somatostatin (22,23), die 
Suppression von Gonadotropinen (23) und die Stimulierung der Hypophysen-Nebennieren-Achse 
(21). 
Die wichtigste Variable, die die zirkulierende Leptinkonzentration bestimmt, ist die Körperfettmasse 
(24-26). Bei regelmäßiger Nahrungszufuhr reflektiert Leptin den Anteil von Fettgewebe (27). Die 
Leptinkonzentration steigt exponentiell mit der Fettmasse an. Diese konstitutive Synthese von 
Leptin wird durch eine Vielzahl von nicht-hormonellen und hormonellen Faktoren moduliert. 
Stimulatoren bei Nagern und Menschen sind Überernährung (28,29), Insulin (3,5,30-33) und 
Glucocorticoide (5,34-36). Hemmfaktoren sind Fasten (27), cAMP und ß3-Adrenozeptor-Agonisten 
(35).  
 
Generell läßt sich sagen, daß Leptin einen wesentlichen Bestandteil einer Vielzahl von 
metabolischen und endokrinen Feedback-Schleifen darstellt. 
Für die klinische Verwendung ist es wichtig zu wissen, daß die Leptinwerte eine moderate 
zirkadiane Variation zeigen, mit einem Maximum gegen 2 Uhr nachts (37). Die Leptinwerte zu 
dieser Zeit sind um etwa 30 - 100% höher als die Werte, die morgens oder am frühen Nachmittag 
gemessen werden. Zusammen mit der Nahrungsaufnahme müssen diese Schwankungen bei der 
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Entnahme von Blutproben berücksichtigt werden. Unter standardisierten Bedingungen, z.B. 
normaler Essensrhythmus und Blutabnahme am Morgen oder frühen Nachmittag, reicht eine 
Leptin-Messung für eine informative Aussage aus. 
Für eine aussagekräftige Interpretation der gemessenen Leptin-Werte werden Referenz-Bereiche 
benötigt. Da die Körperfettmasse die Werte am meisten beeinflußt, sollten Referenz-Bereiche auf 
Körperfettmasse bezogen sein (Body Mass Index, BMI, oder Prozent Körperfett, bestimmt durch 
Bioelektrische Impedanz-Schätzung, BIA). Es besteht eine Altersabhängigkeit (38) der 
Leptinwerte. Außerdem besitzen Frauen bei gleicher Fettmasse einen höheren Leptinspiegel als 
Männer (39,40). Daher sollten die Referenzbereiche zusätzlich noch das Geschlecht und die 
pubertäre Entwicklung berücksichtigen. 
Der bei fettleibigen Menschen vorliegende meist hohe Leptinspiegel läßt auf eine Leptin-
Unempfindlichkeit schließen (20, 26, 37, 38, 41, 42). Bei einer kleinen Anzahl von Patienten wurden 
jedoch unverhältnismäßig niedrige Leptinwerte, bezogen auf die Körperfettmasse, gefunden. 
Weitere Studien werden nötig sein, um zu beweisen, daß diese Patienten ein neues 
pathophysiologisches Krankheitsbild repräsentieren: Leptinmangel. Da Leptin von großer 
Wichtigkeit für reproduktive Funktionen ist, können möglicherweise neue pathophysiologische 
Mechanismen entdeckt werden, die Unfruchtbarkeit mit einer ungenügenden Leptin-Produktion 
verknüpfen. 

VERWENDUNGSZWECK 
Mit diesem Immunoassay Kit kann humanes Leptin in Serum oder Plasma (EDTA-/Heparin-
Plasma) bestimmt werden.  
 
Sofern ein normaler Essrhythmus vorliegt, reicht die Einzel-Messung einer Blutprobe, die morgens 
oder am frühen Nachmittag gewonnen wurde, völlig aus. 
 
Der Vergleich der Ergebnisse mit BMI-bezogenen Referenzwerten kann bei der Einschätzung 
eines relativen Leptinmangels als mögliche Ursache für Fettleibigkeit helfen bzw. Hinweise auf 
eine Leptin-Resistenz geben. 
 
Aufgrund seiner hohen Korrelation mit der Körperfettmasse kann die Leptin-Bestimmung unter 
standardisierten Bedingungen als einfacher und kostengünstiger Test für die Bestimmung des 
Körperfettes genutzt werden. 

METHODIK  
Der Radioimmunoassay für humanes Leptin verwendet einen polyklonalen Antikörper mit hoher 
spezifischer Affinität für Leptin. Leptin wird quantitativ erkannt, eventuell vorhandene 
Bindungsproteine von Leptin stören den Test nicht. Die Röhrchen wurden mit Streptavidin 
beschichtet. Die Separation erfolgt durch einen biotinylierten Sekundär-Antikörper mit 
Bindungsspezifität für den Primär-Antikörper. Die Kalibratoren und der 125I-Tracer wurden aus 
rekombinantem Leptin hergestellt. 
 
Kalibrierung des Assays: 
Der Assay ist am Internationalen Standard für human Leptin kalibriert. Der Standard der WHO wird 
unter Code 97/594 (43) vom NIBSC (44) vertrieben. Eine Ampulle der Präparation, in 1 mL 
Vedünnungspuffer des Kits rekonstituiert, wird mit dem Nominalgehalt von 5000 ng rekombinanten 
human Leptin bestimmt. 
 
Die Kalibratoren bestehen aus rekombinantem Leptin in Konzentrationen von 1, 2, 4, 8, 16, 32, 
64 ng/mL. 
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ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG 
Die analytische Sensitivität des R44 beträgt 0,1 ng/mL (zweifache Standardabweichung des Null-
Kalibrators).  
 
Der Mediagnost Leptin RIA R44 ist über einen sehr weiten Bereich verdünnungsecht. Die Linearität 
von Serenverdünnungen ist hervorragend (s. Abb 9) 
 
Die Wiederfindung von rekombinantem hLeptin in verschiedenen Humanseren betrug im Mittel 
97% der theoretisch zu erwartenden Menge. 
 
Die Inter- und Intra-Assay Variationskoeffizienten liegen beide deutlich unter 10 %. Beispielhafte 
Bestimmungen sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt. 
 
Tabelle 1:  Inter-Assay-Varianz  

 Mittelwert (ng/mL) Standardabweichung 
(ng/mL) 

VK  
(%) 

Probe 1  8.975 0.48 5.3 
Probe 2  6.3 0.32 5.1 
Probe 3 20.9 1.05 5.0 

 
Tabelle 2:  Intra-Assay-Varianz 

 Anzahl der 
Bestimmungen 

Mittelwert  
(ng/mL) 

Standardabweichung  
(ng/mL) 

VK  
(%) 

Probe 1  6 19,67 0,87 4,4 
Probe 2  6 6,95 0,33 4,8 

PROBEN: Eignung, Vorbereitung und Lagerung 
Geeignet sind Serum- und Heparin/EDTA-Plasmaproben (in korrespondierenden Serum- und 
EDTA-Plasma-Proben wurden keine signifikanten Abweichungen im hLeptin-Gehalt gefunden). 
Eine spezielle externe Probenvorbehandlung ist nicht nötig. 
 
Warnhinweis 
Biotin-Konzentrationen von >125 ng/mL in R44 zeigten signifikante Interferenzen mit dem Assay-
System und führten zu falsch hohen Werten. Daher können Proben von Patienten mit 
hochdosierter Biotintherapie (>10 mg/Tag) für die Leptinmessung mit diesem Test nicht verwendet 
werden. 
 
Generell sollten Proben so schnell wie möglich nach der Abnahme gekühlt werden. Falls zwischen 
Abnahme und Bestimmung ein längerer Zeitraum liegt, sollten die unverdünnten Proben bei -20°C 
oder kälter in fest verschließbaren Plastikgefäßen aufbewahrt werden. Wiederholtes Einfrieren und 
Auftauen von Serum/Plasma sollte prinzipiell vermieden werden (gegebenenfalls subaliquotieren) 
einige Zyklen (5x) haben in unseren Versuchen jedoch auf die messbare hLeptin Konzentration 
keine Auswirkungen gehabt.  
 
Die hohe Sensitivität des Assays erlaubt hLeptin Messungen in kleinen Probenvolumina. Im 
Allgemeinen ist durch den großen Messbereich des Kits eine vorbereitende Serum- oder Plasma-
Verdünnung nicht notwendig. Für die meisten Untersuchungen (Serum- oder Plasmaproben und 
keine Extremwerte zu erwarten) sollten unverdünnte Proben mit 25 µL pro Röhrchen eingesetzt, 
geeignet sein. Falls Werte von über 64 ng/mL erreicht werden können, sollte und kann  die Probe 
vorab in Testpuffer A verdünnt werden, z.B. bei stark adipösen Patienten (BMI>35kg/m2) wird eine 
Vorverdünnung von 1:10 empfohlen. 
Die hLeptin-Konzentrationen in anderen humanen Körperflüssigkeiten und in Kulturüberständen 
können stark von den Serumwerten abweichen. 
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MATERIALIEN 
Inhalt der Testpackung 
T Röhrchen, 125 Stück, beschichtet mit Streptavidin. 

F-L 
Kalibratoren, gebrauchsfertig, 750 µL, enthalten rekombinantes humanes Leptin Die Kalibrationskurve 
deckt einen Bereich von 1-64 ng/mL (1; 2; 4; 8;16 ;32 und 64 ng/mL) Leptin ab. Für den Assay werden 
jeweils 25 µL pro Röhrchen eingesetzt. 

A Testpuffer, gebrauchsfertig, 125 mL, zur Rekonstitution von R, S, C, N. 

S Spezifischer Antikörper, lyophillisiert, 7 mL, Rekonstituieren in 7 mL A. 

R Fang-Antikörper, lyophilisiert, 7 mL, biotinyliertes anti-Kaninchen-IgG. Rekonstituieren in 7 mL A. 

C Tracer, lyophilisiert, 13 mL, 2,85 µCi bzw. < 105 kBq in 13 mL A rekonstituieren, rot gefärbt. 
N Kontrolle, lyophilisert, 750 µL, in 750 µL A rekonstituieren. Soll-Konzentration auf dem Zertifikat +/- 2SD. 

 Packungsbeilage 
 Qualitätszertifikat 

ZUSÄTZLICH BENÖTIGTE MATERIALIEN 
Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen  
Vortex-Mischgerät 
Gamma-Zähler 
Schüttler 

TECHNISCHE HINWEISE 
Der Assay ist strikt nach dem Testprotokoll durchzuführen.  
Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Die Reagenzien 
sind ungeöffnet lichtgeschützt und bei 2° - 8°C gelagert mindestens haltbar bis zum Verfallsdatum 
(s. Etikett).  
 
Für die Rekonstitution der lyophilisierten Komponenten muss der im Kit erhaltene Testpuffer A 
verwendet werden. Es empfiehlt sich zum Rekonstituieren die Reagenzien 30 Minuten bei 
Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschließend kräftig mit einem Vortex-Mixer zu 
mischen. Schaumbildung sollte jedoch vermieden werden. Dies gilt insbesondere für die Kontrolle 
N! 
 
Die Haltbarkeit der geöffneten Reagenzien entspricht der Tracer C Haltbarkeit.  
Rekonstitutierte Komponenten sollten bei -20°C (oder kälter) aufbewahrt werden. Wiederholtes 
Einfrieren und Auftauen sollte vermieden werden.  
 
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. 
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WARNHINWEISE UND VORSICHTSMAßNAHMEN 
 
Der Mediagnost Kit ist nur zur In-vitro Diagnostik 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 seien.  
Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschädigten, mikrobiell kontaminierten oder ausgelaufenen 
Reagenzien. 
 
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. 
 
Menschliches Serum: 
in folgenden Komponenten enthalten: N 
Das humane Material, das für die Präparation dieses Produktes verwendet wird, ist durch von der US-amerikanischen 
Arzneimittelzulassungsbehörde FDA empfohlene Nachweisverfahren auf die Präsenz von Antikörpern gegen human 
Immuninsuffizienz Virus (HIV I und II), gegen Hepatitis B-Oberflächenantigen und gegen Hepatitis C Virus geprüft und 
für negativ befunden worden. Da kein Test das Vorhandensein von infektiösen Erregern völlig ausschließen kann, 
sollten die Reagenzien gemäß der Vorgaben der Biosicherheitsstufe 2 gehandhabt werden. 
 
NaAzid 
< 0,02% Natriumazid 
Die Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr verdünnt (0,02%). Die Reagenzien 
enthalten als Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr stark verdünnt (0,02%). Ein Sicherheitsdatenblatt ist auf 
Anfrage erhältlich. 
 
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. 
Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspülen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen Arzt 
zuziehen. 
 
Beim Umgang mit radioaktivem und potentiell infektiösem Material müssen folgende Richtlinien befolgt 
werden: 
 
Das Material sollte in speziell ausgewiesenen Bereichen gelagert und verwendet werden. 
Essen, Trinken und Rauchen ist in diesem Bereich verboten! 
Niemals mit dem Mund pipettieren! 
Direkter Kontakt mit diesem Material muss vermieden werden! Deshalb Laborkleidung und Einmalhandschuhe tragen. 
Verschüttete Reagenzien müssen sofort aufgewischt und kontaminierte Flächen und Geräte mit einem geeigneten 
Detergenz gereinigt werden. 
Unbenutzte radioaktive Materialien und radioaktiver Abfall müssen entsprechend den Empfehlungen der nationalen 
Aufsichtsbehörden gelagert werden. 

Radioaktivität 
Vor der Bestellung oder dem Gebrauch radioaktiver Produkte ist es notwendig, die Einhaltung der nationalen 
Bestimmungen oder Gesetze die deren Anwendung regeln, sicherzustellen. Örtliche Vorschriften der jeweiligen 
Einrichtung, die Umgang und Verhalten im Radioaktiv-Arbeitsbereich regeln, müssen befolgt werden. Die hier 
gegebenen Ratschläge ersetzen nicht die lokalen Regeln, Anweisungen oder Ausbildungen der jeweiligen 
Einrichtung, ebenso wenig die Anordnungen des zuständigen Strahlenschutzbeauftragten. Es ist wichtig, die 
Richtlinien der guten Laborpraxis zu erfüllen, daneben gilt es die Besonderheiten im Umgang mit dem Radionuklid 
Jod-125 zu beachten. Jod-125 hat eine Halbwertszeit T1/2 von 60 Tagen und emittiert 35,5 keV Gamma-Strahlung, 
27 – 32 keV Röntgen-Strahlung und keine Beta-Strahlung. Effektive Abschirmung ist durch Blei möglich, die 
Halbwertschichtdicke beträgt 0,02 mm Blei, Reduktion auf 10% ist durch 0,2 mm zu bewerkstelligen.  
 
Zur Reduzierung der Strahlendosis sollte die Zeit des Umgangs mit Radioaktivität minimiert werden (Arbeitsschritte 
vorplanen), sowie die Entfernung zur Strahlenquelle maximiert werden (Verdopplung der Entfernung reduziert die 
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Strahlendosis auf ein Viertel). Unsachgemäßes Öffnen von Gefäßen oder Pipettieren von Lösungen kann zur Bildung 
von Aerosolen, also Freisetzung von Radioaktivität in Tröpfchenform, führen und muss vermieden werden. Der pH-
Wert von Lösungen, die Jod enthalten, sollte nicht im sauren Bereich sein, da dies zur Freisetzung von flüchtigem 
elementarem Jod führen kann. 
 
Einige Jod-Verbindungen können durch Gummihandschuhe diffundieren, deshalb sollten zwei Paar oder Polyethylen- 
und Gummihandschuhe getragen werden.  
Zur Reinigung von kontaminierten Flächen oder Gegenständen sollte, um das Jod-125 chemisch zu stabilisieren, 
alkalische Natriumthiosulfatlösung und Papier od. Zellstoff verwendet werden. 

Warnhinweis 
Biotin-Konzentrationen von >125 ng/mL in R44 zeigten signifikante Interferenzen mit dem Assay-System und führten 
zu falsch hohen Werten. Daher können Proben von Patienten mit hochdosierter Biotintherapie (>10 mg/Tag) für die 
Leptinmessung mit diesem Test nicht verwendet werden. 

TESTDURCHFÜHRUNG 

Nr. Röhrchen A, F – L, N, Proben R S C 

1,2 TC --- --- --- 100 
3,4 B0 A: 25 50 50 100 

5-18 Kalibratoren F-L: 25 50 50 100 
19,20 Kontrolle N: 25 50 50 100 
21,22 Probe 1 25 50 50 100 
23,24 Probe 2 25 50 50 100 
etc.      

 (Alle Volumina in µL) 
 
 

1 ) Beschriftung der Röhrchen: 
 1, 2 Gesamtaktivität (total counts, TC),  

3, 4  Nullkalibrator (B0),  
5 - 18 Kalibratoren F bis L als Doppelwerte, 
19, 20 Kontrolle N, 
ab 21  Proben als Doppelwerte. 

2 ) Zugabe von je 25 µL Reagenz A (Testpuffer) in Röhrchen 3, 4. 
Zugabe von je 25 µL der Reagenzien F- L (Kalibratoren) in Röhrchen 5-18: 
5, 6 Kalibrator F, 
7, 8 Kalibrator G; usw. bis 18. 

 
3 ) Zugabe von je 25 µL Kontrolle N in Röhrchen 19 und 20. 
 
4 ) Zugabe von je 25 µL Probe ab Röhrchen 21. 
 
5 ) Zugabe von 50 µL Reagenz R (Fang-Antikörper), ab Röhrchen 3. 
 
6 ) Zugabe von 50 µL Reagenz S (Spez. Antikörper), ab Röhrchen 3. 
 
7 ) Zugabe von 100 µL Reagenz C (Tracer) in alle Röhrchen.  

Röhrchen 1 und 2 (Gesamtaktivität) mit Stopfen verschließen und bis zum Schritt 12) beiseite stellen. 
8 ) Die restlichen Röhrchen über Nacht (mindestens 15 Stunden) bei Raumtemperatur auf einem Schüttler bei 350 

upm inkubieren. 
9 ) Flüssigkeit ab Röhrchen 3 dekantieren oder vollständig absaugen, dabei darf die Beschichtung der Röhrchen 

nicht beschädigt werden.  
10 ) Zugabe von je 500 µL Testpuffer A  
11 ) Flüssigkeit vollständig dekantieren oder absaugen, siehe Punkt 9). 
12) Alle Röhrchen im Gamma-Counter für 1 (bis 3) min zählen. 
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AUSWERTUNG 
Berechnung der Kalibrationskurve 
Die bereitgestellten Kalibratoren enthalten folgende Leptin-Konzentrationen: 
Kalibrator B0 F G H I J K L 
ng/mL 0 1 2 4 8 16 32 64 

 
1) Ermittlung des Mittelwerts (MW) der Doppelbestimmungen (entspricht der Bindung B). 
2) Der Mittelwert des Nullkalibrators (Röhrchen 3&4) entspricht B0. 
3) Berechnung der Prozentverhältnisse (%B/B0).  
4) Auftragen von %B/B0 gegen die Konzentrationen der Kalibratoren in halb-logarithmischem 

oder logit-log Maßstab auf Papier oder per Computerauswertung 
5) Qualitätskontrolle, Berechnung des Nullkalibrators in %: 

B0/Gesamtaktivität (MW Röhrchen 3&4 / MW Röhrchen 1&2) x100%. Soll: %B0/TC > 20% 
 
Ermittlung der Proben-Konzentrationen: 
Die Leptin-Konzentration (Abszisse, x-Achse) wird entsprechend dem %B/B0-Wert der Probe 
aus dem Schaubild abgelesen. 
Beispiel: 
Mittelwert der Röhrchen 3 und 4 (Nullkalibrator, B0): 8648 cpm 
Mittelwert der Röhrchen 21 und 22 (Probe 1): 4283 cpm 
%B/B0=  Probe x 100%   = 4283  x 100%   =   49,5% 

  B0   8648 
Ein Wert von 49,5% auf der Ordinate (y-Achse) entspricht in dem hier gewählten Beispiel einem 
Abszissen-Wert von 7,28 ng/mL. 
 
Bei vorausgegangener Verdünnung der Probe ergibt sich die Leptin-Konzentration der Probe 
durch Multiplikation des aus der Grafik (oder mit Hilfe eines Computer-Programms) ermittelten 
Werts mit dem Verdünnungsfaktor. 
 
Konzentration der Kontrolle: 
Der aus der Kalibrationskurve ermittelte Wert für die Kontrolle N sollte innerhalb des zertifizierten 
Bereichs liegen. Die ermittelten Leptin-Konzentrationen der Proben können nur als valide 
angesehen werden, wenn die Kontrolle mit einem Wert innerhalb des Sollbereichs gefunden wird. 
Andernfalls ist eine Fehleranalyse durchzuführen als deren Resultat die Ergebnisse des Testes 
akzeptiert oder verworfen werden. 

REFERENZWERTE 
Die Serum-Leptin-Konzentrationen spiegeln hauptsächlich die Körper-Fettmasse wider. Schlanke 
Personen besitzen niedrige, fettleibige Personen hohe Leptin-Werte. Außerdem besteht ein 
eindeutiger Geschlechtsunterschied zwischen Mann (niedrigere Werte) und Frau (höhere Werte) 
bei gegebenem Körperfett-Verhältnis. Die Entwicklung während der Pubertät besitzt ebenfalls 
einen Einfluss auf den Leptin-Wert. Diese Abhängigkeiten müssen mit in Betracht gezogen 
werden, bevor Erwartungsbereiche für Leptin-Werte aufgestellt werden können. 
 
Es gibt verschiedene Methoden, den Körperfett-Anteil zu bestimmen, z.B. Berechnung des Body 
Mass Index (BMI, Gewicht (in kg) dividiert durch das Quadrat der Größe (in m)), Bioelektrische 
Impedanz-Schätzung (BIA) oder total body dual energy x-ray absorptiometry (DXA). Obwohl die 
Genauigkeit bei der Einschätzung der tatsächlichen Körperfettmasse durch den BMI schlechter ist 
als bei den höherentwickelten Methoden wie BIA oder DXA, besitzt die Angabe des BMI mehrere 
Vorteile: 
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1) Der BMI ist unabhängig von den angewandten Regressionsmodellen. 
2) Der BMI ist leicht zu bestimmen, da nur Größe und Gewicht  angegeben werden 

müssen. 
 3)  Der BMI ist meist auch nachträglich noch bestimmbar. 

4) Der BMI ist die präziseste Messung bei kurzfristigen Änderungen der Fettmasse, 
z.B. während des Fastens. 

 
Daher wurden die folgenden Erwartungsbereiche für Serum-Leptinkonzentrationen auf der Basis 
des BMI als die wichtigste einschränkende, unabhängige Variable, unter Einbeziehung des 
Geschlechts und der pubertären Entwicklung, erstellt (45; s. nachstehende Abbildungen 1 bis 8 
und Tabellen 4 bis 11). Ab einem Alter von 20 Jahren wurde keine signifikante Altersabhängigkeit 
der Werte mehr gefunden. Die aufgeführten und nach Geschlecht und Alter getrennten 
Erwartungswerte können bei gegebenem BMI des Patienten zum Vergleich mit gemessenen 
Leptin-Werten von normalen Patienten genutzt werden, um pathologische Abweichungen 
festzustellen. 
Die besten Regressionen für die verschiedenen Personengruppen (siehe Abbildungen 1 bis 8) 
ergeben sich mit folgender Exponentialfunktion: 
 Leptin = a . e(b . BMI) 

Die 5. und 95. Perzentile werden durch folgende Gleichungen wiedergegeben: 
  Leptin = a . e(b . BMI - c) 

bzw. Leptin = a . e(b . BMI + c) 
 
Bei halb-logarithmischer Auftragung (y-Achse = log Leptin) ergeben diese Funktionen Geraden. 
Die Werte für a, b und c sind in Tabelle 3 getrennt nach Geschlecht, pubertärer Entwicklung und 
für Erwachsene angegeben. Mit diesen Werten können die Erwartungsbereiche für Leptin im 
Bedarfsfall leicht auch auf höhere oder niedrigere BMI-Bereiche ausgeweitet werden. 
 
Beispiel: 
Die 50. Perzentile für Jungen im Tanner-Stadium 3 & 4 wird durch die folgende Kurve 
wiedergegeben:  Leptin = 0,0181.e(0,2067 . BMI) 

Die 5. Perzentile entspricht: Leptin = 0,0181 e(0,2067 . BMI - 1,1919) 

und die 95. Perzentile entspricht: Leptin = 0,0181 e(0,2067 .BMI + 1,1919) 
 
In einem halb-logarithmischen Diagramm entsprechen diese Funktionen parallelen Geraden mit 
gleichen Abständen zur 50. Perzentile. 
 
Berechnung der Standardabweichung (SA; Z-Werte): 
Eine geeignete Methode, die Abweichung einer gemessenen Leptin-Konzentration vom 
entsprechenden Referenzbereich festzustellen, ist die Berechnung der Standardabweichung. 
Hierbei wird der gemessene Leptin-Wert bei gegebenem BMI des Patienten zu dem Leptin-Wert 
der entsprechenden Geschlechts- und Altersgruppe in das Verhältnis gesetzt. Die berechnete 
Abweichung entspricht der x-fachen Standardabweichung. Auf diese Weise können die Leptin-
Werte nach BMI, Geschlecht und pubertäre/s Entwicklung/Alter eingestuft werden und für weitere 
Analysen gepoolt werden. Dadurch kann z.B. der Einfluss von BMI, Geschlecht und Alter für die 
weiteren Analysen eliminiert werden. 
  



 

13 

Aufgrund der logarithmischen Abhängigkeit der Leptin-Werte berechnet sich die Leptin-SA wie 
folgt: 

 Leptin SA = ln(Leptin) - ln(a) - b · BMI 
     d 
In dieser Gleichung steht "ln" für den natürlichen Logarithmus (bezogen auf die Basis e). Die 
Konstanten a, b und d sind in Tabelle 3 getrennt für Geschlecht und Alter angegeben. 
Beispiel:  
Ein Junge im Tanner-Stadium 3, BMI = 25 kg/m2, gemessene Leptin-Konzentration = 5 ng/mL: 

 Leptin SA = ln(5) - ln(0,0181) - 0,2067 · 25  = 0,66 
     0,6850 
 
Abschätzung der optimalen Probenverdünnung: 
Da die Serum-Leptin-Werte abhängig von der Körperfettmasse über mehrere Größenordnungen 
variieren, ist eine adäquate Verdünnung Voraussetzung für eine hohe Messgenauigkeit. Um die 
Messgenauigkeit optimal auszunutzen, können die Proben daher so verdünnt werden, dass die 
End-Konzentrationen nahe an diesen Wert herankommen. Die Erwartungsbereiche stellen eine 
nützliche Hilfe dar, um die erwarteten Leptin-Werte bezogen auf BMI, Geschlecht und Alter 
einzuschätzen. 
 

Beispiel:  

Erwachsene Frau, BMI = 45 kg/m2 (130 kg,1,70 m Größe). Der durchschnittliche Leptin-Wert bei 
einem BMI von 45 kg/m2 liegt nach den Referenzbereichen für erwachsene Frauen bei ca. 224 
ng/mL. Die gut geeignete Verdünnung wäre hier also z.B. 1:30. 
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PACKAGE INSERT ENGLISH 
TECHNICAL FEATURES+APPLICATIONS 

 
¨ Measures total Leptin concentration in serum, EDTA/Heparin plasma 
¨ Calibrated against the WHO International Standard: NIBSC Code 97/594  
¨ High affinity antibodies, no influence of Leptin Bindingprotein 
¨  ready-to-use calibrators with 0-64 ng/mL are 
¨ Small serum volumina sufficient, measurement in capillar blood possible 
¨ Easy handling 

INTRODUCTION 
Leptin, the product of the ob gene (1,2), is a single-chain proteohormone, discovered 1994, with a 
molecular weight of 16 kD, which is thought to play a key role in the regulation of body weight. Its 
amino acid sequence exhibits no major homologies with other proteins (1). Leptin is almost exclusively 
produced by differentiated adipocytes (3-5). It acts on the central nervous system, in particular the 
hypothalamus, thereby suppressing food intake and stimulating energy expenditure (2,6-9). Leptin 
receptors - alternatively spliced forms exist that differ in length - belong to the cytokine class I receptor 
family (10-12). They are found ubiquitously in the body (10, 11, 13, 14) indicating a general role of 
leptin, which is currently not fully understood. A circulating form of the leptin receptor exists which 
acts as one of several leptin binding proteins (15). Besides its metabolic effects, leptin was shown to 
have a strong influence on a number of endocrine axes. In male mice, it blunted the starvation-induced 
marked decline of LH, testosterone, thyroxine and the increase of ACTH and corticosterone. In female 
mice, leptin prevented the starvation-induced delay in ovulation (16). Ob/ob mice, which are leptin 
deficient due to an ob gene mutation, are infertile. This defect could be corrected by administration of 
leptin, but not through weight loss due to fasting (17), suggesting that leptin is pivotal for reproductive 
functions. 
All these actions may, at least in part, be explained by the suppressive effect of leptin on neuropeptide 
Y (NPY) expression and secretion by neurons in the arcuate nucleus (6,18,19). NPY is a strong 
stimulator of appetite (20,21) and is known to be involved in the regulation of various pituitary 
hormones, e.g. suppression of GH through stimulation of somatostatin (22,23), suppression of 
gonadotropins (23) or stimulation of the pituitary-adrenal axis (21). 
The most important variable that determines circulating leptin levels is body fat mass (24-26). 
Obviously, under conditions of regular eating cycles, leptin reflects the proportion of adipose tissue 
(27) showing an exponential relationship (37). This constitutive synthesis of leptin is modulated by a 
number of non-hormonal and hormonal variables. Stimulators in both rodents and humans are 
overfeeding (28,29), insulin (3,5,30-33) and glucocorticoids (5,34-36). Suppression has been shown 
for fasting (27), cAMP and beta-3-adrenoceptor agonists (35). From these findings it becomes clear 
that leptin is an integral component of various metabolic and endocrine feedback loops (38). 
For clinical purposes, it is important to note that serum leptin levels show a moderate circadian 
variation with a peak during the night at about 2 a.m. (37). The leptin values at this time are about 30 
to 100 % higher than the levels measured in the morning or early afternoon. This variation together 
with the influence of food intake needs to be taken into account, when blood samples are collected.  
Under fairly standardized conditions, i.e. normal eating cycles and blood sampling in the morning or 
early afternoon, a single leptin measurement is informative. 
 
For the appropriate interpretation of measured leptin levels, reference ranges are required. Because 
body fat mass is the major confounding variable, these ranges should be referred to measures of the 
percentage body fat such as body mass index (BMI) or percent body fat determined by, e.g., 
bioelectric impedance assessment (BIA). Leptin levels are higher in females than in males (38,39) 
and an age dependence was shown in children and adolescents (40). Therefore, reference ranges 
referring to measures of body fat should be stratified according to gender and pubertal development. 
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Leptin levels are high in most obese patients suggesting the presence of leptin insensitivity 
(20,26,37,38,41,42). In a small percentage of patients, however, leptin levels have been found 
inappropriately low with respect to their fat mass. It remains for future studies to prove that these 
patients represent a new pathophysiologic entity: leptin deficiency. Since leptin has also been shown 
to be of great importance for reproductive functions, possible new pathophysiologic mechanisms may 
be discovered relating infertility to insufficient leptin production.  
 
The discovery of leptin has released an avalanche of research activities seeking to understand the 
regulation and actions of this new hormone. Most importantly, it has provided a key to better 
understand the physiology of body weight regulation and to unveil possible pathophysiologic 
mechanisms in both obesity and eating disorders. Further, it may provide new insights into certain 
causes of infertility.  
INTENDED USE 
This radio immunoassay kit is suited for measuring human leptin in serum or plasma EDTA-/Heparin-
Plasma). 
 
Under conditions of normal eating cycles, measurement in a single blood sample collected in the 
morning or early afternoon is sufficient.  
 
The comparison with BMI-related reference ranges may be useful to detect conditions of relative 
leptin deficiency as a possible cause of obesity or provide an indication for leptin resistance 
respectively.  
 
Due to its high correlation with body fat mass leptin measurements under standardized conditions 
may be used as a simple and inexpensive test for determination of body fat.  

PRINCIPLE 
For the Radioimmunoassay for the determination of human Leptin a polyclonal rabbit-antibody of high 
specificity is used. Leptin is measured quantitatively and binding protein does not influence the test 
results. Tubes were coated with streptavidin and separation is facilitated by biotinylated anti-rabbit-
antibody. 
 
Calibrators are prepared of recombinant human leptin in concentrations between 1, 2, 4, 8, 16, 32 
and 64 ng/mL. 
 
Calibration of the Assay 
The Assay is calibrated against the International Standard for human leptin. The standard 
preparation of the WHO with code 97/594 (y) is available from the NIBSC (z). One ampoule of the 
preparation, reconstituted in 1 mL Assay Buffer, will be quantified with the nominal content of 5000 
ng human leptin. 
 
 
 
  



 

17 

PERFORMANCE CHARACTERISTICS 
 
Sensitivity 
The analytical sensitivity of the assay yields 0.1 ng/mL (2x SD of zero calibrator)  
 
Intra-Assay-Variation 

 Number of 
determinations  

Mean value [ng/mL] 
 

Standard Deviation 
[ng/mL] VC%  

Sample 1  6 19.67 0.87 4.4 
Sample 2  6 6.95 0.33 4.8 

 
Inter-Assay-Variation  

 Mean value 
(ng/mL) 

Standard deviation 
(ng/mL) 

VC% 
(%) 

Sample 1 8.975 0.48 5.3 
Sample 2 6.3 0.32 5.1 
Sample 3 20.9 1.05 5.0 

 
Linearity  
The Leptin RIA Lep R44 can be used for diluted samples. The linearity of serum dilutions is 
excellent (Fig.9). 
 
Recovery 
Serum spiking experiments with recombinant human leptin yielded a recovery of 97% (± 2%). 

SPECIMEN COLLECTION, PREPARATION AND STORAGE 
Serum as well as EDTA/Heparin plasma samples are suitable (significant deviation of hLeptin levels 
in corresponding Serum or -Plasma samples were not found). An external sample preparation prior 
to assay is not required. 
 
Warning statement 
Biotin concentrations of >125 ng/mL in R44 showed significant interference with the assay system 
and result in false high values. Therefore samples from patients under high dose biotin therapy (>10 
mg/day) cannot be used for Leptin measurement by this test. 
 
Samples should be handled as recommended in general: as fast as possible and chilled as soon as 
possible. In case there will be a longer period between the sample withdrawal and determination store 
the undiluted samples frozen at –20°C or below in tightly closable plastic tubes. Avoid on principal 
repeated freeze-thaw cycles of serum/plasma (if required, please subaliquote) although Leptin levels 
were found to be unaffected by few cycles (5x) in our experiments.  
 
The high sensitivity of the assay allows measurement of hLeptin in small sample volumes. Because 
of the wide effective range of this RIA kit a preparative sample dilution is generally not necessary. For 
most of the determinations (serum or plasma samples, and no extreme values expected) the use of 
undiluted samples 25 µL per tube, should be appropriate. In case Leptin levels of more than 64 
ng/mL are expected, e.g. obese patients (BMI>35), the sample should and can be diluted, e.g. 1:10. 
The hLeptin concentrations may be completely different in body fluids of human origin other than 
serum or cell culture supernatants. 
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REAGENTS PROVIDED 
T Tubes, ready for use: coated with Streptavidin, 125 Tubes. 

F-L Calibrators, ready for use: 750 µL, contain recombinant Leptin. Calibrator values are between 1 – 64 ng/mL  
(1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 ng/mL) recombinant human leptin. Use 25 µL / tube. 

A Assay Buffer, ready for use, 125 mL.  

N Control Serum, lyophilized, 750 µL, contains human serum, reconstitute with 750 µL Assay Buffer A.  
Exact human leptin concentration and the acceptable range are given on the certificate.  

S Specific Antibody, lyophilized, 7 mL, contains anti-human leptin antibody.  
Reconstitute in 7 mL Assay Buffer A. 

R Capture-Antibody, lyophilized, 7 mL, biotinylated ant-rabbit-IgG, resconstitute in 7 mL Assay Buffer A. 
C Tracer, lyophilized, 13 mL, < 2.85 µCi or < 105 kBq, reconstitute in 13 mL Assay Buffer A, red coloured. 

 

Instructions for use 
 Quality Certificate 

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED 
Precision pipettes (100 and 200 µL) Micropipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips 
Vortex-mixer 
Shaking Device 
Gamma Counter 

REAGENT PREPARATION 
In conducting the assay, follow strictly the test protocol. Room temperature incubation means: Incubation at 20 - 25°C. 
Reagents with different lot numbers should not be mixed. All reagents are stable unopened until the expiry date, if stored in the 
dark at 2° - 8°C (see label).  

Control N Reagent R, S and C have to be reconstituted in Assay Buffer A. It is recommended to keep the reconstituted reagents 
at room temperature for 30 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no foam should result) with a Vortex mixer. 

The shelf-life of the reagents after opening is in accordance with the Tracer C shelf life.  
Reconstituted Components (Control N and Reagent R, S, and C) should be stored at -20°C (or below). Repeated freeze-thaw 
cycles have to be avoided.  
Before use, all kit components should be brought to room temperature. Precipitates, possible in buffers, should be dissolved 
before use through mixing and warming.  

WARNINGS AND PRECAUTIONS 
For in-vitro diagnostic use only.  For professional use only. 
Possession and use of the kit are subject to the regulations of the national nuclear regulatory authorities. 

Reagents with different lot numbers should not be mixed. 

· Reagents contain sodium azide as preservative, however, highly diluted (0.02%). 
· Safety Data Sheet available on request.  

 
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. Temperature WILL affect the the assay.  However, Values for the 
patient samples will not be affected. 

Do not use obvious damaged or microbial contaminated or spilled material. 

Caution:  This kit contains material of human and/or animal origin.  Source human serum for the Control provided in this 
kit was tested by recommended methods and found non-reactive for Hepatitis-B surface antigen (HBsAg), Hepatitis C 
virus (HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV) antibodies. No known test methods can offer total 
assurance of the absence of infectious agents; therefore, all components and patient’s specimens should be treated as 
potentially infectious. 

Radioactivity - Before ordering or using radioactive materials, it is necessary to take the appropriate actions to ensure 
compliance with national regulations governing their use. Local rules in each establishment, which define actions and 
behaviour in the radioactivity working areas, should also be adhered to. The advice given here does not replace any local 
rules, instructions or training in the establishment, or advice from the radiation protection advisers. It is important to follow 
the code of good laboratory practice in addition to the specific precautions relating to the radionuclide I-125 used. 
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Iodine-125 has a radioactive half-life T1/2 of 60 days and emits 35.5 keV gamma radiation, 27 – 32 keV x-rays and no 
beta radiation. Shielding is effective done by lead, first half value layer is 0.02 mm lead, reduction to 10 % is made by 0.2 
mm.  
To reduce the radiation dose time spent handling radioactivity should be minimized (plan ahead), and distance from 
source of radiation should be maximized (doubling the distance from the source quarters the radiation dose).   
Formation of aerosols, e. g. by improper opening and mixing of vials or pipetting of solutions which may cause minute 
droplets of radioactivity become airborne, is a hazard and should be avoided. 
Solutions containing iodine should not be made acidic, because this might lead to the formation of volatile elemental 
iodine.  
As some iodo-compounds can penetrate rubber gloves, it is advisable to wear two pairs, or polyethylene gloves over 
rubber. 
For cleaning of contaminated areas or equipment, the Iodine-125 should be rendered chemically stable by using 
alkaline sodium thiosulphate solution together with paper or cellulose tissue.  
 
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. 
The handling of radioactive and potentially infectious material must comply with the following guidelines: 
The material should be stored and used in a special designated area. 
Do not eat, drink or smoke in these areas. 
Never pipette the materials with the mouth. 
Avoid direct contact with these materials by wearing laboratory coats and disposable gloves. 
Spilled material must be wiped off immediately. Clean contaminated areas and equipment with a suitable detergent. 
Unused radioactive material and radioactive waste should be disposed according to the recommendations of the 
national regulatory authorities. 
 
Warning statement 
Biotin concentrations of >125 ng/mL in R44 showed significant interference with the assay system and result in false 
high values. Therefore, samples from patients under high dose biotin therapy (>10 mg/day) cannot be used for Leptin 
measurement by this test. 
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ASSAY PROCEDURE  
NOTES: All determinations (Calibrators, Control and samples) should be assayed in duplicate. For optimal results, 
accurate pipetting and adherence to the protocol are recommended. 
When performing the assay, the Calibrators, Control and the samples should be pipette as fast as possible. 
 
Flow Chart of Assay Protocol 

# Tube A, F-L, N 
Samples R S C 

1,2 TC --- --- --- 100 
 3,4 B0 A: 25 50 50 100 
 5-18 Calibrators F-L: 25 50 50 100 
 19,20 Control N: 25 50 50 100 
 21,22 Sample 1 25 50 50 100 
 23,24 Sample 2 25 50 50 100 
 etc. 

 
     

(All volumes are given in µL) 
 
1) Labelling of the assay tubes should be done in the following order:  

1, 2  total counts (TC), 
3, 4  zero calibrator (B0), 
5 - 18  duplicates of calibrators (F to L), 
19, 20  duplicates of control (N), 
21, 22 etc. duplicates of samples. 

2) Add 25 µL of reagent A (assay buffer) to tubes 3 and 4. 
Add 25 µL of reagents F - L (calibrators) to tubes 5 - 18: 
5, 6 calibrator F 
7, 8 calibrator G, etc. 

3) Add 25 µL of control (reagent N) to tubes 19 and 20. 
4) Add 25 µL of the first sample to tubes 21 and 22,etc. 
5) Add 50 µL reagent R (capture-antibody) beginning with tube 3. 
6) Add 50 µL reagent S (spec. antibody) beginning with tube 3. 
7) Add 100 µL reagent C (tracer) to all tubes. 
8) Remove tubes 1 and 2 (total counts) or seal with a stopper. 
9) Shake the tubes on a shaking device (350 rpm) overnight (at least 15 h) at room temperature. 
10) Decant or aspirate the liquid (except tubes 1 and 2!) completely. 
 Take care that the coating of the tubes remains intact.  
11) Add 500 µL of assay buffer A to the tubes (except tubes 1 and 2 !). 
12) Deacant or aspirate the liquid (see step 10). 
13) Count the radioactivity of all tubes in a Gamma Counter for 1 to 3 min. 
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CALCULATION OF RESULTS 
Establishing the Calibration Curve 
 
Calibrator B0 F G H I J K L 
ng/mL 0 1 2 4 8 16 32 64 

 
1.  Calculate the average counts of each pair of tubes. This equals to the binding value B. 
2.  The mean of the zero calibrator (tubes 3 and 4) equals B0. 
3.  Calculate the percent bound (% B/B0) by dividing the B values by B0: 
 %B/B0 = B/B0 x100%. 
4.  Plot % B/B0 versus the calibrator concentrations on a semi-logarithmic or logit-log paper 
 respectively. For convenience, it is recommended to use computer assisted data reduction 
 programs. 
5. Calculate the ‘percentage bound of the zero calibrator’:  
 Average of tubes 3, 4 (B0) divided by average of tubes 1, 2 (total counts) multiplied by 100%.  
 It should be  %B0/TC > 20%. 
 
Evaluation of sample concentrations: 
Read the concentration value (abscissa) corresponding to the %B/B0 of the sample as in the 
example given below: 
 
 average counts of zero calibrator (B0):     8648 cpm  
 average counts of sample tube:     4283 cpm 
  
 %B/B0 = sample counts  /  B0   x 100%  
   = 4283 / 8648   x 100%  
   = 0.495   x 100% = 49.5% 
 
For a 49.5% value on the y-axis (ordinate) a value of 7.28 ng/mL on the x-axis (abscissa) may be 
obtained. 
In case of dilution of the samples, multiplication of this value determined graphically or by the aid of 
a computer program with the dilution factor gives the leptin concentration of the sample. 
 
Concentration of the control: 
The control N should fit with the labelled concentration range. The measured Leptin concentration 
are only valid, if the measured value of the control is in the labelled concentration range. Otherwise 
process analysis is required and depending on the results the measured values are accepted or not. 

EXPECTED NORMAL VALUES 
Serum leptin levels are mainly determined by body fat mass with low levels in lean individuals and high 
levels in obese subjects. In addition, there is a clear gender difference with higher levels in females at a 
given percentage body fat. Further, leptin levels are influenced by pubertal development. Any attempt, 
therefore, to give ranges of expected leptin levels must account for these relationships. 
Various methods for the estimation of body fat are available such as calculation of body mass index (weight 
(kg) divided by the square of height (m)) (BMI), bioelectric impedance assessment (BIA) or total body dual 
energy x-ray absorptiometry (DXA). Although the accuracy of BMI with respect to reflecting true fat mass 
is inferior to other more sophisticated methods such as BIA or DXA, BMI provides a number of advantages: 
 
 1)   It is independent of the regression models applied. 
 2)  It is easy to determine, only weight and height measurements are required.  
 3) It is retrospectively mostly available.  
 4) It is the most precise measure during short-term changes of fat mass, e.g. during fasting. 
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Therefore, the following expectation ranges of serum leptin levels were referred to BMI as the major 
confounding independent variable and were stratified according to gender and pubertal development (45; 
see figures 1-8 and tables 4 - 11). After the age of 20 years, no significant age dependence was observed. 
These gender and age adjusted expectation ranges may be used to compare a measured leptin level at a 
given BMI with normal subjects to detect pathologic deviations. 
The best-fit regression lines for the various subgroups are exponential curves of the form leptin = a·e(b·BMI).  
 
The 5th and 95th percentiles are given by the following equations:  
 leptin = a·e(b·BMI-c) and leptin = a·e(b·BMI+c) respectively.  
 
In a semi-logarithmic plot (y-axis = log leptin), these curves give straight lines. The values for a, b and c 
are given in table 3 according to gender and pubertal stage and also for adults. Using these values, the 
expectation ranges of leptin levels can be easily extended to lower or higher BMI ranges if required. 
 
Example: 
The 50th percentile for boys at Tanner stages 3 and 4 is given by the following curve:  
 
      leptin = 0.0181 · e(0.2067 . BMI) 
 
The 5th percentile is given by: leptin = 0.0181 ·. e(0.2067 . BMI – 1.1919) 

and the 95th percentile is given by: leptin = 0.0181 · e(0.2067 . BMI + 1.1919) 

 
In a semi-logarithmic plot, these lines are parallel with an equal distance to the 50th percentile. 
 
Calculation of standard deviation scores (SDS; Z-scores) 
A convenient method to detect any deviation of a measured leptin level from the corresponding reference 
range is to calculate its standard deviation score by relating the leptin level at the patient’s BMI to the 
average leptin value of the corresponding sex and age group and expressing its deviation by the x-fold 
standard deviation. This method may be considered as normalization to the normal reference cohort. Thus, 
the leptin values can be adjusted for BMI, gender and pubertal stage/age (i.e., the influence of gender, age 
and BMI are removed) and may be pooled for further analysis. 
 
Accounting for the logarithmic distribution of leptin levels, the leptin SDS can be calculated by the following 
equation: 
 
 leptin SDS = (ln(leptin) - ln(a) - b·BMI) / d 
 
In this equation, ln represents the natural logarithm (referring to the basis e). The constants a, b and d are 
given in table 3 according to gender and pubertal stage/age. 
 

Example:  

A boy at Tanner stage 3, BMI = 25 kg/m2, measured leptin concentration = 5 ng/mL.  
 leptin SDS = (ln(5) - ln (0.0181) - 0.2067·25) / 0.6850 =  
 (1.6094 - (-4.0118) - 5.1675) / 0.6850 = 0.66 
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Estimation of optimal dilution of samples 
Because serum leptin levels vary widely over several orders of magnitude, depending mainly on the body 
fat mass, adequate dilution might be a prerequisite for precise measurement. Therefore, samples should 
be diluted such, that the leptin concentration is near this value in order to take maximum advantage of the 
precision of the kit. The reference ranges provide a useful tool for a good estimation of the expected leptin 
value according to BMI, gender and age. 
 
Example:  

Adult woman, BMI = 45 kg/m2 (130 kgs,1.70 m height). From the reference range for adult women, 
the average leptin level at a BMI of 45 kg/m2 is approximately 224 ng/mL. The optimal dilution would 
be 1:30. 
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APPENDIX / ANHANG 
Table 3: Constants a, b, c and d for calculation of leptin reference ranges and leptin SDS based on BMI. Groups of 
normal healthy individuals were stratified according to gender and pubertal stage/age. TS= Tanner stage, n= number 
of subjects, a,b,c and d = constants as defined in the text. 

Tabelle 3: Konstanten a, b, c und d für die Berechnung der Referenzbereiche und Leptin Standardabweichungen 
basierend auf dem BMI. Gruppen von normalen, gesunden Personen wurden nach Geschlecht und pubertärem 
Entwicklungsstadium/Alter getrennt.TS = Tanner-Stadium, n = Anzahl der Personen, a, b, c und d = Konstanten (siehe 
Text). 
 

Gruppe n a b c d Cohort 

männlich      Males: 

TS 1&2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379 TS 1&2 

TS 3&4 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850 TS 3&4 

TS 5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558 TS 5 

Erwachsene 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740 Adults 
weiblich:      Females 
TS 1&2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786 TS 1&2 

TS 3&4 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379 TS 3&4 

TS 5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301 TS 5 

Erwachsene 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212 Adults 
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Table 4: Girls Tanner stages 1 and 2 
Tabelle 4: Mädchen im Tanner-Stadium 1 und 2 

Percentile /Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 
11 0.22 0.30 0.66 1.45 1.99 
12 0.28 0.39 0.85 1.86 2.56 
13 0.36 0.50 1.09 2.38 3.29 
14 0.46 0.64 1.40 3.06 4.22 
15 0.60 0.82 1.79 3.93 5.42 
16 0.76 1.05 2.30 5.04 6.96 
17 0.98 1.35 2.95 6.47 8.93 
18 1.25 1.73 3.79 8.31 11.5 
19 1.61 2.22 4.87 10.7 14.7 
20 2.07 2.85 6.25 13.7 18.9 
21 2.65 3.66 8.03 17.6 24.3 
22 3.41 4.70 10.3 22.6 31.2 
23 4.37 6.03 13.2 29.0 40.0 
24 5.62 7.75 17.0 37.2 51.4 
25 7.21 9.95 21.8 47.8 65.9 
26 9.26 12.8 28.0 61.4 84.7 
27 11.9 16.4 35.9 78.8 109.0 
28 15.3 21.1 46.1 101.0 140.0 
29 19.6 27.0 59.2 130.0  
30 15.2 34.7 76.1   
31 32.3 44.6 97.7   
32 41.5 57.2 125.   
33 53.2 73.4    
34 68.4 94.3    
35 87.8 121.    
36 113     
37 145     

 

 
Figure 1: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Girls Tanner stage 1 & 2 (see text for 
details). 
Abb.1:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Mädchen im Tanner-Stadium 1 
+ 2 (s. Text). 
 
 

Table 5: Boys Tanner stages 1 and 2 
Tabelle 5: Jungen im Tanner-Stadium 1 und 2 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI 1 5 50 95 99 
11 0.08 0.12 0.29 0.69 0.99 
12 0.01 0.16 0.38 0.91 1.30 
13 0.14 0.20 0.49 1.19 1.71 
14 0.19 0.26 0.65 1.56 2.24 
15 0.24 0.35 0.85 2.04 2.93 
16 0.32 0.46 1.11 2.68 3.84 
17 0.41 0.60 1.45 3.51 5.04 
18 0.55 0.79 1.90 4.60 6.60 
19 0.72 1.03 2.50 6.03 8.66 
20 0.94 1.35 3.27 7.90 11.3 
21 1.24 1.77 4.29 10.4 14.9 
22 1.62 2.33 5.62 13.6 19.5 
23 2.12 3.05 7.37 17.8 25.5 
24 2.78 3.99 9.66 23.3 33.5 
25 3.65 5.24 12.7 30.6 43.9 
26 7.78 6.87 16.9 40.1 57.5 
27 6.27 9.0 21.7 52.5 75.4 
28 8.22 11.8 28.5 68.9 98.8 
29 10.7 15.5 37.4 90.3 129.0 
30 14.1 20.3 48.9 118.0  
31 18.5 26.6 64.2   
32 24.3 34.8 84.1   
33 31.8 45.6 110.0   
34 41.7 59.8 144.0   
35 54.6 78.4    
36 71.6 102.0    
37 93.9 134.0    
38 123.0     

 
Figure 2: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Boys Tanner stage 1 & 2 (see text for 
details). 
Abb.2:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 1 + 
2 (s. Text). 
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Table 6: Girls Tanner stages 3 and 4 
Tabelle 6: Mädchen im Tanner-Stadium 3 und 4 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 

11 0.32 0.41 0.73 1.29 1.63 
12 0.41 0.52 0.92 1.63 2.06 
13 0.52 0.66 1.16 2.07 2.61 
14 0.65 0.83 1.47 2.61 3.31 
15 0.83 1.05 1.87 3.31 4.19 
16 1.05 1.33 2.36 4.19 5.30 
17 1.33 1.68 2.99 5.30 6.71 
18 1.68 2.13 3.78 6.71 8.49 
19 2.13 2.69 4.79 8.5 10.8 
20 2.69 3.41 6.06 10.7 13.6 
21 3.41 4.31 7.67 13.61 17.2 
22 4.32 5.46 9.71 17.2 21.8 
23 5.46 6.91 12.3 21.8 27.6 
24 6.91 8.75 15.6 27.6 34.9 
25 8.75 11.1 19.7 34.9 44.2 
26 11.1 14.0 24.9 44.2 56.0 
27 14.0 17.7 31.6 56.0 70.9 
28 17.8 22.5 39.9 70.9 89.7 
29 22.5 28.4 50.5 89.7 114.0 
30 28.4 36.0 63.9 114.0 144.0 
31 36.0 45.6 80.9 144.0  
32 45.6 57.7 80.2 144.0  
33 57.7 73.0 102.0   
34 73.0 92.4 130.0   
35 92.4 117.0    
36 117.0 148.0    
37 148.0     

 
 

 
Figure 3: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Girls Tanner stage 3 & 4 (see text for 
details). 
Abb.3: Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Mädchen im Tanner-Stadium 3 
+ 4 (s. Text). 
 

Table 7: Boys Tanner stage 3 & 4 
Tabelle 7: Jungen im Tanner-Stadium 3 und 4 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 

11 0.03 0.05 0.18 0.58 0.94 
12 0.04 0.07 0.22 0.71 1.16 
13 0.49 0.08 0.27 0.88 1.43 
14 0.06 0.10 0.33 1.08 1.75 
15 0.07 0.12 0.40 1.32 2.16 
16 0.09 0.15 0.49 1.63 2.65 
17 0.11 0.18 0.61 2.00 3.26 
18 0.14 0.23 0.75 2.46 4.01 
19 0.17 0.28 0.92 3.03 4.93 
20 0.21 0.34 1.13 3.72 6.06 
21 0.26 0.42 1.39 4.58 7.46 
22 0.32 0.52 1.71 5.63 9.17 
23 0.39 0.64 2.10 6.92 11.3 
24 0.48 0.78 2.58 8.51 13.9 
25 0.59 0.96 3.18 10.5 17.0 
26 0.73 1.19 3.91 12.9 21.0 
27 0.89 1.46 4.80 15.8 25.8 
28 1.10 1.79 5.90 19.4 31.7 
29 1.35 2.20 7.26 23.9 39.0 
30 1.66 2.71 8.93 29.4 48.0 
31 2.05 3.33 11.0 36.2 58.9 
32 2.51 4.09 13.5 44.5 72.4 
33 3.09 5.04 16.6 54.7 89.1 
34 3.80 6.20 20.4 67.2 109.0 
35 4.68 7.62 25.1 82.6 134.0 
36 5.75 9.37 30.9 101.0  
37 7.07 11.5 37.9 124.0  
38 8.7 14.2 46.7   
39 10.7 17.4 57.4   
40 13.1 21.4 70.5   

 
Figure 4: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Boys Tanner stage 3 & 4 (see text for 
details). 
Abb.4:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 3 + 
4 (s. Text). 
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Table 8: Girls Tanner stage 5 
Tabelle 8: Mädchen im Tanner-Stadium 5 

Percentile /Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 
11 0.50 0.66 1.34 2.71 3.62 
12 0.58 0.77 1.56 3.15 4.21 
13 0.67 0.89 1.81 3.67 4.89 
14 0.78 1.04 2.11 4.26 5.69 
15 0.91 1.21 2.45 4.96 6.62 
16 1.05 1.41 2.85 5.76 7.70 
17 1.22 1.64 3.31 6.70 8.95 
18 1.42 1.90 3.85 7.79 10.4 
19 1.66 2.21 4.48 9.06 12.1 
20 1.93 2.57 5.20 10.5 14.1 
21 2.24 2.99 6.05 12.3 16.4 
22 2.60 3.48 7.03 14.2 19.0 
23 3.03 4.04 8.18 16.6 22.1 
24 3.52 4.70 9.51 19.3 25.7 
25 4.09 5.46 11.0 22.4 29.9 
26 4.76 6.35 12.9 26.0 34.8 
27 5.53 7.39 15.0 30.3 40.4 
28 6.43 8.59 17.39 35.2 47.0 
29 7.48 9.99 20.2 40.9 54.7 
30 8.70 11.6 23.5 47.6 63.5 
31 10.1 13.5 27.3 55.3 73.9 
32 11.8 15.7 31.8 64.4 85.9 
33 13.7 18.3 37.0 74.9 99.9 
34 15.9 21.2 43.0 87.0 116.0 
35 18.5 24.7 50.0 101.0 135.0 
36 21.5 28.7 58.1 118.0  
37 25.0 33.4 67.6 137.0  
38 29.1 38.8 78.6   
39 33.8 45.1 91.4   
40 39.4 52.5 106.0   

 
 

 
 
Figure 5: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Girls Tanner stage 5 (see text for 
details) 
Abb.5:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Mädchen im Tanner-Stadium 5 
(s. Text). 

Table 9: Boys Tanner stage 5 
Tabelle 9: Jungen im Tanner-Stadium 5 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 
11 0.03 0.05 0.16 0.47 0.73 
12 0.04 0.06 0.18 0.54 0.84 
13 0.05 0.07 0.21 0.62 0.97 
14 0.05 0.08 0.24 0.72 1.12 
15 0.06 0.10 0.28 0.84 1.30 
16 0.07 0.11 0.33 0.97 1.51 
17 0.08 0.13 0.38 1.12 1.74 
18 0.1 0.15 0.44 1.3 2.02 
19 0.11 0.17 0.51 1.50 2.34 
20 0.13 0.2 0.59 1.74 2.7 
21 0.15 0.23 0.68 2.01 3.13 
22 0.17 0.27 0.79 2.33 3.62 
23 0.20 0.31 0.91 2.69 4.19 
24 0.23 0.36 1.05 3.12 4.85 
25 0.27 0.41 1.22 3.61 5.62 
26 0.31 0.48 1.41 4.17 6.5 
27 0.36 0.55 1.63 4.83 7.52 
28 0.41 0.64 1.89 5.59 8.71 
29 0.48 0.74 2.19 6.47 10.1 
30 0.55 0.86 2.54 7.49 11.7 
31 0.64 1.00 2.94 8.67 13.5 
32 0.74 1.15 3.4 10.0 15.6 
33 0.86 1.33 3.94 11.6 18.1 
34 0.99 1.54 4.55 13.4 20.9 
35 1.15 1.79 5.27 15.6 24.2 
36 1.33 2.07 6.10 18.0 28.1 
37 1.54 2.39 7.06 20.8 32.5 
38 1.78 2.77 8.17 24.1 37.6 
39 2.06 3.21 9.46 27.9 43.5 
40 2.38 3.71 10.9 32.3 50.3 

 

 
Figure 6:  Reference ranges of human serum 
levels referring to BMI: Boys Tanner stage 5 (see text 
for details). 
Abb.6:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 5 (s. 
Text) 
 
 
 
 
 

 



 

28 

Table 10: Adult women 
Tabelle 10: Erwachsene Frauen 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 
11 0.46 0.65 1.53 3.59 5.10 
12 0.53 0.75 1.77 4.16 5.90 
13 0.61 0.87 2.05 4.82 6.83 
14 0.71 1.01 2.37 5.58 7.91 
15 7.82 1.17 2.75 6.46 9.17 
16 0.95 1.35 3.18 7.48 10.61 
17 1.10 1.57 3.68 8.66 12.3 
18 1.28 1.81 4.27 10.0 14.2 
19 1.48 2.10 4.94 11.6 16.5 
20 1.71 2.43 5.72 13.4 19.1 
21 1.99 2.82 6.62 15.6 22.1 
22 2.30 3.26 7.67 18.0 25.6 
23 2.66 3.78 8.88 20.9 29.3 
24 3.08 4.38 10.3 24.2 34.3 
25 3.57 5.07 11.9 28.0 39.7 
26 4.13 5.87 13.8 32.4 46.0 
27 4.79 6.79 16.0 37.5 53.3 
28 5.54 7.87 18.5 43.5 61.7 
29 6.42 9.11 21.4 50.4 71.5 
30 7.43 10.6 24.8 58.3 82.8 
31 8.61 12.2 28.7 67.5 95.8 
32 9.97 14.1 33.3 78.2 111.0 
33 11.5 16.4 38.5 90.5 129.0 
34 13.4 19.0 44.6 105.0 149.0 
35 15.5 22.0 51.6 121.0  
36 17.9 25.4 59.8 141.0  
37 20.8 29.5 69.3   
38 24.0 34.1 80.2   
39 27.8 39.5 92.9   
40 32.2 45.7 108.0   

 
Figure 7: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Adult women (see text for details) 
Abb. 7: Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: adulte Frauen (s. Text). 

Table 11: Adult men 
Tabelle 11: Männer 

Percentile / Perzentile (µg/L) 
BMI (kg/m²) 1 5 50 95 99 
11 0.03 0.05 0.15 0.44 0.69 
12 0.04 0.06 0.18 0.55 0.87 
13 0.05 0.08 0.23 0.69 1.08 
14 0.06 0.09 0.28 0.85 1.34 
15 0.07 0.12 0.35 1.06 1.67 
16 0.09 0.15 0.44 1.33 2.09 
17 0.12 0.18 0.55 1.65 2.60 
18 0.14 0.23 0.68 2.06 3.24 
19 0.18 0.28 0.85 2.57 4.04 
20 0.22 0.35 1.06 3.20 5.03 
21 0.23 0.44 1.32 3.98 6.27 
22 0.35 0.54 1.64 4.97 7.81 
23 0.43 0.78 2.05 6.19 9.73 
24 0.54 0.85 2.55 7.71 12.1 
25 0.67 1.05 3.18 9.61 15.1 
26 0.83 1.31 3.96 12.0 18.8 
27 1.04 1.64 4.94 14.9 23.5 
28 1.30 2.04 6.15 18.6 29.2 
29 1.61 2.54 7.67 23.2 36.4 
30 2.01 3.16 9.56 28.9 45.4 
31 2.51 3.94 11.9 36.0 56.6 
32 3.12 4.91 14.8 44.9 70.5 
33 3.89 6.12 18.5 55.8 87.8 
34 4.85 7.63 23.0 69.6 109.0 
35 6.04 9.51 28.7 86.7 136.0 
36 7.53 11.8 35.8 108.0  
37 9.38 14.8 44.6 135.0  
38 11.7 18.4 55.5   
39 14.6 22.9 69.2   
40 18.2 28.6 86.2   

 
 
 

Figure 8: Reference ranges of human serum levels 
referring to BMI: Adult men (see text for details). 
Abb.8:  Referenzbereiche für humane Serumwerte 
bezogen auf den BMI: Männer (s. Text). 
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Abb. 9: Verdünnungsreihe des 
Leptin-Kalibrators (schwarze 
Kreise) und verschiedene 
Serumproben mit unterschiedlichen 
Leptin-Konzentrationen. Der 
Leptin-Gehalt des unverdünnten 
Kalibrators beträgt 16 ng/mL. Es 
sind jeweils die Mittelwerte der 
Doppelmessungen aufgeführt. 

Figure 9: Serial dilution of leptin 
calibrator (filled circle) and different 
sera with varying concentrations of 
leptin. The leptin level of the undiluted 
calibrator was 16 ng/mL. Means of 
duplicate measurements are shown. 
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KURZANLEITUNG – Mediagnost LEPTIN RIA-CT R44 
 

Reagenzpräparation: Rekonstitution: 
Fang-Antikörper (R) in 7 mL Testpuffer (A) 
Spezifischer Antikörper (S) in 7 mL Testpuffer (A) 
Tracer (C ) in 13 mL Testpuffer (A) 
Kontrolle (N) in 750 µL Testpuffer (A) 
 

Plasma/Serum Proben können unverdünnt eingesetzt werden. 
 
Vorschlag zur Testdurchführung in Doppelbestimmung: 

Zugabe von Reagenz [µL] 

Nr. der Röhrchen Inhalt der 
Röhrchen 

A Testpuffer 
F-L Kalibratoren 

N Kontrolle 
Proben 

R 
Fang-

Antikörper 

S 
Spezifischer 
Antikörper 

C 
Tracer 

 

1,2 TC – – – 100 
3,4 B0  A: 25  50 50 100 

5-18 Kalibratoren  F-L: 25  50 50 100 
19,20 Kontrolle N: 25  50 50 100 
21,22 Probe 1 25 50 50 100 

23,24 (etc) Probe 2 (etc) 25 50 50 100 
 

Nr.:1,2 bis zum Zählen der Aktivität beiseite stellen 

Inkubation, über Nacht mind. 15 Stunden, bei RT, 350 rpm 

Flüssigkeit vollständig dekantieren oder absaugen, ohne die Beschichtung der Röhrchen dabei zu 
beschädigen. 

Waschen durch Zugabe von je 500 µL Testpuffer A 
Flüssigkeit vollständig absaugen (s.o.) 

Zählen der Aktivität aller Röhrchen mit einem Gammazähler 
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SUMMARY – Mediagnost LEPTIN RIA-CT R44 
 

Reagent Preparation: Reconstitution: 
Capture Antibody (R)  in 7 mL Assay Buffer (A) 
Specific Antibody (S) in 7 mL Assay Buffer (A) 
Tracer (C ) in 13 mL Assay Buffer (A) 
Control (N) in 750 µL Assay Buffer (A) 
 

Plasma/Serum Samples can be used undiluted. 

Proposed Assay Procedure for Double Determination 

Addition of Reagent [µL] 

Nr. of Tubes Contents of 
Tubes 

A Assay Buffer 
F-L Calibrators 

N Control 
Samples 

R 
Capture 
Antibody 

S 
Specific 
Antibody 

C 
Tracer 

 

1,2 TC – – – 100 
3,4 B0  A: 25  50 50 100 

5-18 Calibrators  F-L: 25  50 50 100 
19,20 Control N: 25  50 50 100 
21,22 Sample 1 25 50 50 100 

23,24 (etc) Sample 2 (etc) 25 50 50 100 
 
 

Tubes Nr.:1,2 remove until counting the activity 

Incubation, overnight, at least. 15 hours  at RT, 350 rpm 

Decant or aspirate the liquid completely. Take care that the coating of the tubes remains intact. 

Add 500 µL of reagent A (Assay Buffer) to the tubes. 
Aspirate the liquid completely (see above). 

Count the radioactivity of all tubes. 
 
  



 

35 

Page intentionally left blank 
 



 

IFU R44 IVD D_E 36 Revision 002/01.2023 

REF R44                 International Test Description 
International Test Description 

 

F - L   
N Rec in  750 µL A  
R Rec in  7 mL A  
S Rec in  7 mL A  
C Rec in  13 mL A  
   
SPE   25 µL 

°C  20-25 °C 

 

T   A  F-L R S C 

1 / 2 C = TC - - - - - 100 µL 

3 / 4 B0 - 25 µL - 50 µL 50 µL 100 µL 

5 / 6 F    (1 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

7 / 8 G    (2 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

9 / 10 H    (4 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

11 / 12 I     (8 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

13 / 14 J    (16 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

15 / 16 K    (32 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

17 / 18 L    (64 ng/mL) - - 25 µL 50 µL 50 µL 100 µL 

19 / 20 N   25 µL - - 50 µL 50 µL 100 µL 

21 … SPE  25 µL - - 50 µL 50 µL 100 µL 

À   >15 h    °C 20-25             350 rpm 

ASP ALL   NOT   TC 

 500 µL A 

 ASP 
  

MEASURE 
 

 

         ↔ 


