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DEUTSCH Resistin ELISA E50 Gebrauchsanweisung

Resistin ELISA E50 96 Bestimmungen

q3 DE/CA40/00809/14/1

Testprinzip Enzyme-linked Immunoassay

Dauer (Inkubationszeit) 4h

Antikorper Spezifische polyklonale Antikdrper
Ist kalibriert mit rekombinantem Resistin

Kalibratoren 5 Einzel-Kalibratoren: 0,02 - 1 ng/mL, rekombinantes
Resistin.

Assay-Bereich 0,012 - 21 ng/mL

Kontrollen 2 Kontrollen, gefriergetrocknet

Proben Human Serum / Plasma

Erforderliches Probenvolumen 15 uL

Probenverdunnung 1:21

Analytische Sensitivitat 2 0,012 pg/L

Intra- / Interassay Variation 2<10%

1 ZWECKBESTIMMUNG
Messung von humanem Resistin in menschlichem Serum und Plasma

2 EINFUHRUNG

Resistin, ein 11,3 kDa (1) grolRes, cysteinreiches Protein wurde, als erstes bei Mausen gefunden
(2) und bildet mit den nahverwandten Protéinen RELMo, RELMP und RELMy die Proteinfamilie der
Jresistin-like molecules” (RELM). Im Menschen konnte bisher Resistin und RELMp (3) aber keine
anderen Resistin-ahnlichen Proteinginachgewiesen werden. Die humane Form des Resistins weist
eine Homologie von 53% zum murinen Protein auf (4). Humanes Resistin besitzt 11 Cysteinreste.
Es wird als Propeptid von 108' Aminosauren synthetisiert und als Dimer, bestehend aus je 92
Aminosauren, sekretiert. Intramolekular liegen funf Disulfidbricken vor, zudem erfolgt die
Dimerisierung Uber eineintermolekulare Disulfidbriicke, welche vom Cystein22 (homolog zum
murinen Cys26) gebildet wird (5, 6). Aufgrund von GroRenausschlusschromatographie konnte die
Existenz von oligomeren Resistin-Formen nachgewiesen werden, dabei zeigten sich die
oligomeren Strukturen SDS-insensitiv und pB-Mercaptoethanol-sensitiv, so dass sie auf
Disulfidbrickenbildung zurlckgefihrt werden koénnen (1). CD- (Circular Dichroismus-)
spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass sich die Konformation des Resistins in
Abhangigkeit von der Konzentration von a-helicalen zu p-sheet Strukturen verschiebt (1). Die
weiterfUhrenden Strukturuntersuchungen beziehen sich zum groéften Teil auf das Maus-Modell.
Hier konnte gezeigt werden, dass Resistin als Trimer und Hexamer im Serum auftritt (7). In Analogie
zum Adiponectin liegt die Vermutung nahe, dass die unterschiedlichen Multimere auch
verschiedene biologische Funktionen austben (8, 9).

In der Maus konnte die Resistinexpression im weifl3en Fettgewebe nachgewiesen werden (10), es
wird aber auch in der Hypophyse (11) und den Langerhanschen Inseln (12) sowie im braunen
Fettgewebe von Ratten exprimiert. Die Resistinexpression in humanen Adipocyten ist dagegen
zwar nachweisbar, jedoch in der Menge minimal. Im In-vitro-Versuch konnte allerdings die
Produktion von Resistin durch Nicht-Fettzellen in Fettgewebeexplantaten nachgewiesen werden
(13). Das humane Resistin-Gen wird vorwiegend im Knochenmark, Lunge und von Pre-Adipocyten
(14) sowie Makrophagen (15) wie auch in den Langerhanschen Inseln (12) exprimiert. Ein
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Rezeptor, der die biologische Wirkung des Resistins vermitteln kdnnte, ist bisher noch nicht
beschrieben.

Im Maus-Modell konnte ein empirischer Zusammenhang zwischen Fettsucht, Insulin-Resistenz
und Resistinkonzentration gezeigt werden. Im humanen System dagegen sind die Ergebnisse
entsprechender Studien bisher nicht eindeutig interpretierbar. Zur Assoziation von
Resistinkonzentrationen und Adipositas bzw. Insulin-Resistenz im Menschen gibt es zahlreiche
Untersuchungen. In einer Reihe dieser Studien kann ein Zusammenhang zwischen der
Resistinkonzentration und Fettsucht und/oder Insulin-Resistenz festgestellt werden (16-23).
Andere konnen dies nicht eindeutig bestatigen (14, 16-24).

Im Hinblick auf die Bedeutung von Resistin bei Stérungen des Energiestoffwechsels konnte eine
signifikante Reduktion des Resistinspiegels bei Patienten mit Anorexia nervosa gezeigt werden
(24).

Die Bedeutung von Resistin flr weitere physiologische Prozesse wurde auf verschiedenste Weise
untersucht. Interessante Ergebnisse zeigten insbesondere Experimente mit Endothelzellen. Hier
konnte nachgewiesen werden, dass Resistin die Expression bestimmter Zellmarker wie VACM-1
und ICAM-1 verstarkt (25, 26) und damit moglicherweise endotheliale Entziindungsprozesse (27,
28) und Arteriosklerose beeinflusst. Eine solche Verbindung wird durch Ergebnisse im Tiermodell
unterstutzt, wo gezeigt werden konnte, dass die Resistin-Sekretion. durch Endothelin-1 reguliert
wird (29). Die Verbindung zum Endothelin-1 zeigt darlber hinaus, dass Resistin auch in
cardiovaskularen Erkrankungen eine Rolle spielen kann (30).

In neusten Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass Resistin die Lipolyse durch reife
Adipocyten sowie die Proliferation von Praadipocyten stimuliert (31).

Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass Resistin als Adipozytokin auf vielfaltige Prozesse
im Organismus Einfluss nimmt, die biologische Bedeutung der Resistin-Wirkung jedoch noch
weitgehend unklar ist. Mit optimierten Spezial-Probenpuffer: sichere Quantifizierung von
Resistin - unabhangig vom Absolut-Gehalt.

3 METHODE

Der Enzymimmunoassay fur Resistin E50 ist ein sogenannter Sandwich-Assay. Er verwendet ein
spezifisches, hochaffines polyklonales Kaninchen Antiserum. Das an die Mikrotiterplatte
gekoppelte Antiserum bindet quantitativ das Resistin aus der Probe, im nachfolgenden Schritt
bindet wiederum biotinyliertes Antiserum am Resistin. Danach kann das Streptavidin-Peroxidase-
Enzymkonjugat hochspezifisch am Biotin des Antiserums binden und in der abschlieRenden
Substratreaktion den Farbumschlag quantitativ, abhangig vom Resistin-Gehalt der Proben,
katalysieren.



4 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Fir In-Vitro-Diagnostik. Zum Gebrauch durch Fachpersonal.

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

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

Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschadigten, mikrobiell kontaminierten oder ausgelaufenen
Reagenzien.

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

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: Kontrollen CTR1 & CTR2

Das humane Material, das fiir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, wurde mit negativem Ergebnistauf Humanes
Immundefizienz-Virus (HIV | und Il), Hepatitis B-Oberflaichenantigen und Hepatitis C Virus getestet. Da kein Test das
Vorhandensein von infektidsen Erregern vollig ausschlielfen kann, sollten die Reagenzien wie potentiell-infektioses Material
gehandhabt werden.

Reagenzien Kalibratoren CAL A-E, DET, EC, SB, DIL, WB
enthalten als Konservierungsmittel eine Mischung aus 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-oné-und 2-methyl-4-
isothiazolin-3-one (<0,015%)

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auerhalb des Arbeitsplatzes tragen.

P261 Einatmen von Dampf vermeiden.

P333+P313 Bei Hautreizung oder —ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ &rztliche Hilfe hinzuziehen.

P302+P352 BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife@aschen.

P501 Entsorgung des Inhalts/ des Behélters gemal den ortlichen/ regionalen/ nationalen/ internationalen
Vorschriften.

Substrat S

Das TMB-Substrat (S) enthalt 3,3°,5,5" Tetramethylbenzidin.(<0.05%).

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H335 Kann Atemwege reizen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/Nebel/ Dampf/ Aerosol vermeiden.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser splen.

P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeit entfernen. Weiter spilen.

Stopplosung STP
Die Stopplésung enthalt 0,2 M Schwefelsaure (H2S04).

H290 Kann gegeniber Metallen korrosiv sein.

H314 Verursacht schwére Veratzung der Haut und schwere Augenschéaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
P301+P330+ BEI VERSCHLUCKEN: Mund ausspdilen.

P331 KEIN Erbrechen herbeifuihren.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spulen.
P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Méglichkeit entfernen. Weiter spulen.

P309+P310 BEI Exposition oder Unwohlsein: Sofort GIFT INFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

4.1 Erste-Hilfe MaBnahmen:

Nach Hautkontakt: Nach Berthrung mit der Haut mindestens 15 Minuten lang mit gentigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Beruhrung mit den Augen mindestens 15 Minuten lang mit genugend
Wasser spulen. Ausreichende Spilung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser aussplilen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort
einen Arzt zuziehen.



5 MATERIALIEN

5.1

Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien sind ausreichend fur 96 Tests einschliel3lich der
Kalibrationskurve.

Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, beschichtet mit Kaninchen

(8x12)

MTP | Antikorpern gegen humanes Resistin. Die Vertiefungen sind einzeln .
Vertiefungen
abbrechbar.
CAL Kalibratoren, lyophilisiert (rekombinantes humanes Resistin),
A-E die Konzentrationen sind auf dem Qualitatszertifikat angegeben. 5x 750 gL
In 750 pL Probenpuffer SB rekonstituieren.
Kontrolle 1, lyophilisiert, (humanes Serum),
die Konzentration ist auf dem Qualitatszertifikat angegeben.
CTR1 In 250 pL Verduiinnungspuffer DIL rekonstituieren, Tx250 pl.
mit Probenpuffer SB verdiinnen.
Kontrolle 2, lyophilisiert, (humanes Serum),
die Konzentration ist auf dem Qualitatszertifikat angegeben.
CTR2 In 250 pL Verdinnungspuffer DIL rekonstituieren, Tx250 L
mit Probenpuffer SB verdiinnen.
Antikorper-Konjugat, 100-fach konzentrierte Losung;
DET | Kaninchen-anti-hResistin-Antikorper biotinyliert undsmuss vor Gebrauch. | 1 x 120 pL
1:100 mit Verdiinnungspuffer DIL verdinnt werden.
Enzymkonjugat (POD), 100-fach konzentrierte Losung,
EC Streptavidin-Peroxidase-Konjugat. Enthalt POD (Meerettich- 1x 120 ul
Peroxidase) -markiertes Streptavidin und muss vor Gebrauch H
1:100 mit Verdunnungspuffer DIL.verdinnt werden.
SB | Probenpuffer, gebrauchsfertig 1x120 mL
DIL | Verdiinnungspuffer, gebraachsfertig 1x25mL
Waschpuffer, 20fach konzentrierte Losung
wB 1:20 mit Aqua dest. Verdunnen. Tx50 mL
Substrat, gebrauchsfertig, Meerrettich-Peroxidase (POD)-Substrat,
S o . 1x12mL
stabilisiertes Tetramethylbenzidin.
Stopplosung, gebrauchsfertig,
STP 0,2 M Schwefelsaure. 1x12mL
- Abdeckfolie fur die Mikrotiterplatte 3x
EE:I Packungsbeilage 1x
- Qualitatszertifikat 1x
5.2 Nicht mitgelieferte, benotigte Materialien
e Entmineralisiertes Wasser oder destilietes Wasser (Aqua  destillata)

(A. dest.), 950 mL fur die Verdinnung vom Waschpuffer WB.
¢ Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen

Proben

Vortex-Mixer
Mikrotiterplattenschuttler (350 rpm)
Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)
Photometer fur Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und >590 nm
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6 PROBEN

6.1

Probenmaterial

Serum und Plasma

(Signifikante Abweichungen der Resistin-Werte in entsprechenden Serum-, Heparin-, EDTA-,
Citrat-Plasma-Proben wurden nicht gefunden. Eine mogliche Verdinnung der Probe durch das
Antikoagulans muss bericksichtigt werden).

Hamolytische Proben scheinen unter Umstanden falsch hohe Werte zu liefern, Verwendung
solcher Proben sollte kritisch Gberprift werden.
Durch den speziellen Probenpuffer ist eine externe Probenvorbehandlung nicht natig.

6.2 Probenentnahme

Das Blut zur Probengewinnung mittels standardmaRiger Venenpunktion entnehmen.
Hamolytische Reaktionen sind zu vermeiden.

6.3 Erforderliches Probenvolumen: 15 pyL

6.4 Probenstabilitat
In fest verschlieBbaren Plastikgefalen:

e Lagerung bei 20-25°C max. 2 Tage
e Lagerung bei -20°C  mind. 2 Jahre

Die Lagerung von Proben, Gber einen Zeitraum von 2-Jahren bei -20°C, zeigte keinen
Einfluss auf den Messwert.

Einfrieren und Auftauen der Proben sollte minimiert werden.

6.5

Interferenz

Hamoglobin, Triglyceride und Bilirubirzin der Probe stéren nicht bis zu einer Konzentration
von 1 mg/mL, 100 mg/mL bzw. 100 ug/mL. Der Einsatz hamolytischer, lipamischer oder
ikterischer Proben sollte trotzdemy’zuvor vom Anwender validiert werden.

6.6 Probenverdiinnung

Verdunnung: 1:24°mit Probenpuffer SB

300 pL Probenpuffer SB in PE-/PP-Gefalle vorlegen (bei grolieren Serien empfiehlt
sich hierfur:die Verwendung eines Multi-Steppers), dazu 15 pL Serum- oder Plasma
pipettieren (Verdinnung 1:21). Nach dem Mischen werden von dieser Losung 2 x 100
ML im-Assay eingesetzt.

Gegebenenfalls kann, je nach erwarteten Resistin-Werten, geringer oder starker in
Probenpuffer SB verdunnt werden. Die Proben missen in Probenpuffer SB verdiinnt
werden. Die gute Linearitat des Testsystems (vgl. Leistungsmerkmale) ermdglicht
Probenverdinnungen von 1:5 — 1:400. Fur die meisten Untersuchungen (Serum- oder
Plasmaproben bei denen keine Extremwerte zu erwarten sind) sollten Verdinnungen
von 1:10 bis 1:50 in Probenpuffer SB geeignet sein.

Achtung: Serum- und Plasmaproben missen mind. 1:5 in Probenpuffer SB verdiinnt
werden, da der Probenpuffer eine spezielle Zusammensetzung hat, die fur die korrekte
Bestimmung des Resistins abgestimmt wurde.



7 TECHNISCHE HINWEISE

Lagerbedingungen
Nach Erhalt sollte der Test-Kit bei 2-8°C (rekonstituierte Reagenzien bei -20°C) bis zum Verfallsdatum gelagert werden. Wiederholtes Einfrieren und
Auftauen ist zu vermeiden.

Haltbarkeit

Die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung betrédgt 4 Wochen. Nicht verwendete Streifen der Testplatte sind zusammen mit dem
Trockenkissen luftdicht in dem wiederverschlieRbaren Klippbeutel bei 2-8°C zu lagern. Die Streifen bitte nur in dem mitgelieferten Rahmen
verwenden. Rekonstituierte Komponenten (CAL A — E und Kontrollen CTR1 und CTR2) sollten bei -20°C aufbewahrt werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden. \Wenn mehrere unabhangige Messungen uber eine langere Periode mit einem Kit geplant
sind, wird vorherige Aliquotierung der Komponenten in passende Volumina empfohlen.

Zur weiteren Verwendung schnell aber schonend auftauen (keine Temperaturerhohung lber Raumtemperatur und kein UbermaRiges
Vortexen). Der 1:20 gebrauchsfertig verdiinnte Waschpuffer WB ist 4 Wochen haltbar bei 4°C.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Komponenten des Kits mussen vor Gebrauch auf Raumtemperatur 20-25°C gebracht werden, die evil. in manchen Puffern vorhandenen
Prazipitate mussen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder geldst werden. Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nummern
durfen nicht vermischt werden.

Rekonstitution
Fur die Rekonstitution der lyophilisierten Kalibratoren CAL A-E muss der im Kit erhaltene Probenpuffer SB verwendet werden.

Fur die Rekonstitution der lyophilisierten Kontrollen CTR1 und CTR2 muss der Verdiinnungspuffer DIL verwendet werden.

Es empfiehlt sich zum Rekonstituieren die Reagenzien 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschlieend ktaftig mit einem Vortex-
Mixer zu mischen. Schaumbildung muss vermieden werden.

Die rekonstituierten Kalibratoren und Kontrollen kénnen bei -20°C fiir 4 Wochen gelagert werden. Wiederholte Gefrier-/Tauzyklen sind zu vermeiden.

Verdiinnung

Nach der Rekonstitution werden die Kontrollen CTR1 und CTR2 im gleichen Verhaltnis (1:21) wie die Proben mit-dem Probenpuffer SB verdunnt.

Das bendtigte Volumen des Waschpuffers WB wird vorbereitet, indem das 20fach Konzentrat im Verhaltnis'1:20 mit Aqua dest. verdinnt wird. Der
endverdiinnte Waschpuffer kann 4 Wochen bei 4°C gelagert werden

Antikorper-Konjugat DET und Enzymkonjugat EC
Fir die Verdinnung der Konzentrate des Antikorperkonjugates DET und Enzymkonjugates EC wird der Verdinnungspuffer DIL verwendet. Die
gebrauchsfertig 1:100 verdiinnten Lésungen sind nur begrenzt haltbar und sollten téglich frisch angesetzt werden.

Substrat
Das Substrat S, stabilisiertes Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich — Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschiitzt.

Testdurchfiihrung

Die Messungen (Leerwert, Kalibratoren CAL A-E, Kontrollen CTR1 und CTR2 und:Proben) sollten stets in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.
Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf genaues Pipettieren und strikte Befolgung des Testprotokolls zu achten. Bei der Testdurchfiihrung sollten
Kalibratoren CAL A-E, Kontrollen CTR1 und CTR2 und die jeweiligen Proben maglichst schnell pipettiert werden). Das Antikorper-Konjugat DET
Enzym-Konjugat EC sowie nachfolgend das Substrat S und die Stopplosung.STP sollten in der gleichen Reihenfolge und in dem gleichen Zeitintervall
auf die Platte zugegeben werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

Inkubation
Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20-25°C. Das Substrat S, stabilisiertes Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich—
Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschutzt.

Schiitteln

Die Inkubationen sollen geschilttelt bei mittlerer Umdrehungsfrequenz eines fiir Mikrotiterplatten geeigneten Schiittlers erfolgen. Wir empfehlen 350
rpm. Bauartbedingt kann die Schittelfrequenz angepasst werden missen. Zu geringes Schitteln kann durch ungentigende Vermischung der Losungen
zu verringerten optischen Dichten, hohen Streuungen und/oder falschen Werten fiihren, zu starkes Schiitteln dagegen zu erhdhten optischen Dichten
und/oder falschen Werten.

Waschen

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung fiir den sicheren, richtigen und prazisen Ablauf des Testes. Ungeniigendes Waschen ist eine
haufige Ursache flr nicht valide Testdurchfihrungen. Mégliche Folgen sind unkontrollierte unspezifische Variationen der gemessenen optischen
Dichten, die zu falschen Ergebnisbérechnungen der Proben filhren kénnen. Mégliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende
Messwerte. Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdiinnte Waschpuffer verwendet werden. Das Waschvolumen
pro Waschzyklus und Vertiefung muss mindestens 300 uL betragen.

Die mdgliche Gefahrdung.durch den Umgang mit zumindest potentiell infektiésem Material muss beachtet werden.

Bei Gebrauch eines; speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen Gebrauchsanweisung zu befolgen. Die
Gerateeinstellungefvmuissen u.a. der Mikrotiterplattengeometrie und den Parametern der Waschspezifikation angepasst werden. Es ist zu beachten,
dass die Dispensier- und Absaugkapillaren des Gerates nicht die Oberflache der Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschadigen. Die verbleibende
Restfliissigkeit nach jedem Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten Waschvorganges sollte die Menge der verbleibenden
Restfltssigkeit Gberprift und ggfs. verringert werden durch mehmaliges Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Altemative. Die Waschflissigkeit kann dabei per Multistepper, Mehrkanalpipette oder auch mit einer Spritzflasche
dispensiert werden. Die Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken der Mikrotiterplatte Uber einem Becken entfernt werden. Falls
Absaugvorrichtungen eingesetzt werden, ist darauf zu achten, dass die Oberflachen der Vertiefungen der Mikrotiterplatte nicht beschadigt werden. Nach
jedem einzelnen Waschzyklus sollte die verbleibende Restflissigkeit durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff griindlich
entfernt werden.
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8 TESTDURCHFUHRUNG

Vorbereitung der Reagenzien

Reagenzpraparation:

Rekonstitution:

Verdiinnung:

CAL A-E | Kalibratoren in 750 pL Probenpuffer SB -
CTR1 Kontrolle 1 in 250 pL Verdinnungspuffer DIL |1:21 mit Probenpuffer SB
CTR2 Kontrolle 2 in 250 pL Verdunnungspuffer DIL |1:21 mit Probenpuffer SB
DET Antikorper- 1:100 mit Verdinnungspuffer DIL
Konjugat Konz. ) = DET 1:100
Enzymkonjugat 1:100 mit VerdinnungspufferzDIL
EC Konz. ) = EC 1:100
Waschpuffer 1:20 mit Aqua dest.
WB  Ikonz. ) > WB 1:20

Proben + Kontrollen CTR1 und CTR2 mit Probenpuffer SB 1:21 verdinnen, sofort- mischen, (z.B. 15

ML Serum mit 300 uL Probenpuffer SB mischen).

Vor der Testdurchfiihrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen.

Testdurchfiihrung in Doppelbestimmung:

Pipettieren Reagenzien Position

100 uL Probenpuffer SB (Leerwert) A1/A2

100 pL Kalibrator A (0,02 ng/mL) B1/B2

100 pL Kalibrator B (0,1 ng/mL) C1/C2

100 pL Kalibrator C (0,3 ng/mL) D1/D2

100 uL Kalibrator D (0,6 ng/mL) E1/E2

100 uL Kalibrator E (1,0 ng/mL) F1/F2

100 uL Kontrolle CTR1 (1:21 verdinnt) G1/G2

100 pL Kontrolle CTR2 (1:21 verdinnt) H1/H2

100 pL Probe (1:21verdinnf) in die reségfjgerpgi/se”t't‘fggge” nach

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Proben-Inkubation: 2 h bei 20 - 25°C, 350 rpm

5x 300 uL

Absaugen und die Platte 5x mit je 300 uL Waschpuffer WB 1:20] /
Vertiefung waschen.

In jede Vertiefung

100 uL

Antikorper-Konjugat DET 1:100

In jede Vertiefung

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 1 h bei 20 - 25°C, 350 rpm

Absaugen und die Platte 5x mit je 300 yL Waschpuffer . .
5x 300 pL WB 1:20|/ Vertiefung waschen. In jede Vertiefung
100 yL Enzymkonjugat [EC 1:100 In jede Vertiefung

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 30 min bei 20 - 25°C, 350 rpm

Absaugen und die Platte 5x mit je 300 pL Waschpuffer WB 1:20| /

5x°300 pL Vertiefung waschen. In jede Vertiefung

100 pL Substrat S In jede Vertiefung
Substrat S Inkubation: 30 Minuten im Dunklen bei 20 - 25°C

100 pL Stopplésung STP In jede Vertiefung

Messung der Absorption innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzfilter = 590 nm).
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9 QUALITATSKONTROLLE

GLP (Good Laboratory Practice) erfordert, dass mit jeder Kalibrationskurve Kontrollen
mitgeflihrt werden. Darlber hinaus muss der Benutzer die Regeln von GLP oder anderen
geltenden Bundes-, Landes- oder lokalen Standards / Gesetzen strikt einhalten. Die Kit-
Kontrollen mussen innerhalb der zulassigen Bereiche, die auf dem QC-Zertifikat angegeben
worden sind, gefunden werden. Wenn die Kriterien nicht erfullt sind, ist der Test ungultig und
sollte wiederholt werden.

9.1 AQualitatskriterien

Zur Auswertung des Testes sollte gewahrleistet sein, dass die Extinktionen des Leerwertes
0,25 Einheiten nicht Uberschreiten, Kalibrator E sollte dagegen Extinktionen Uber 1,0 Einheiten
erreichen. Proben, die hohere Extinktionen als der Kalibrator E erzielen, liegen auf3erhalb der
Kalibrationskurve, zur sicheren Bestimmung sollten diese Proben in einer zweiten
Testdurchfuhrung bei hoherer Verdunnung nochmals bestimmt werden.

10 ERSTELLUNG DER KALIBRATIONSKURVE
Die bereitgestellten Kalibratoren erhalten folgende rek.Resistin-Konzentrationen

Kalibrator A B Cc D E
ng/mL 0,02 0,10 0,30 0,60 1,00
pg/mL 20 100 300 600 1000

1 Ermittlung des Mittelwertes der optischen Dichte des Leerwertes aus den

Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

2 Von den Mittelwerten der optischen Dichte der Kalibratoren, Proben und Kontrollen wird
der mittlere Leerwert abgezogen.

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

4 Die Berechnung der Kalibrationskurve sollte durch ein statistisches Programm erfolgen,
da die Kurve i. Allg. nicht idealdurch eine lineare Regression beschrieben wird. Ein
hdhergradiges Polynom, 4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare Regression sind
zur Auswertung geeignet, in manchen Fallen kann eine Spline oder Punkt-zu-Punkt
Anpassung angebracht sgin.

5 Die Multiplikation des™ jeweiligen fur die Proben und Kontrollen CTR1 und CTR2
berechneten Resistin-Gehaltes mit dem entsprechenden Verdunnungsfaktor der Proben
und Kontrollen ergibt die Resistin-Konzentration in ng/mL (oder pg/mL, je nach gewahlter
Einheit der Kalibratoren).
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11 EINE BEISPIELHAFTE KALIBRATIONSKURVE

E50 Standardkurve
Grp. 1: y= 00046207 +2 3674 %1 5700 -2 d =0.0061177
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Abb. 1: Typische Kalibrationskurve mit einem Polynom 2. Grades zur
Berechnung der Kalibrationskurve

Die hier beispielhaft gezeigte Kalibrationskurve (Abbildung 1) darf nicht fur die Auswertung
Ihres Testes genutzt werden. Fir jeden Test ist eine eigene Kalibrationskurve anzufertigen.

Beispielhafte Berechnung der Resistinkonzentration einer 1:21 verdlinnten Probe:

Gemessene Extinktion der Probe: 0,85
Gemessene Extinktion des Nullwertes: 0,05

Aus der Differenz der Probenextinktion und der Extinktion des Leerwertes (0,05) berechnet
lhr Auswertungsprogramm mit der entsprechenden Kurvenanpassung (hier: Polynom 2.
Grades) die Resistinkonzentration der verdinnten Probe durch Auflosen der Gleichung aus
Abb. 1 nach x. In diesem Fall ergibt sich eine Resistinkonzentration in der verdinnten Probe
von

0,8 =0,0046207 4 3,3674x- 1,5709x>

0,2686= x

und unter Berucksichtigung des Verdunnungsfaktors (1:21) somit eine Resistinkonzentration
in der unverdinnten Probe von

0,2686 x 21 = 5,64 ng/mL = 0,00564 ug/mL
12 LEISTUNGSMERKMALE

12.1 Kalibrator

Die Kalibratoren des ELISA E50 bestehen aus rekombinantem humanem Resistin (19,5 kD, 2 x
92-Aminosauren, exprimiert in E. coli) in Konzentrationen von 20, 100, 300, 600 bis 1000 pg/mL
(pico Gramm/mL, entspricht 0,02 bis 1 ng/mL).

12.2 Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat wurde durch Messung des Leerwertes bestimmt. Dazu wurde die
Signalintensitat von Leerwert + 2SA anhand der Kalibrationskurve in eine Resistin Konzentration
umgerechnet. Die analytische Sensitivitat des Assays betragt 0,012 ng/mL.
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12.3 Interferenz

Die Interferenz physiologisch auftretender Substanzen wurde durch Zugabe unterschiedlicher
Mengen dieser Substanzen zu Serumproben getestet. In Tabelle 1 ist die relative
Wiederfindung im Vergleich zum Serum ohne Zusatze fur die maximal zugegebene Menge der
potentiell interferierenden Substanz dargestellt. Keine der untersuchten Substanzen
beeinflusst das Ergebnis des Testes signifikant.

Tabelle 1: Interferenz: Drei Serum Proben wurden mit den angegebenen Mengen der potentiell
beeinflussenden Substanzen angereichert und gemessen. Angezeigt wird % von Resistin der nativen,
nicht angereicherten Serum Proben.

Triglyceride | Bilirubin Hamolysat

100 mg/mL | 100 pg/mL 1000 pg/mL
Serum 1 101 93 94
Serum 2 115 99 99
Serum 3 104 103 147

Tabelle 2: Die Einflisse der Koagulationshemmer wurden durch Zugabe der angezeigten Mengen der
jeweiligen Hemmer in SB, die mit 0,3 ng/mL Resistin angereichert wurden ufntersucht. Die relativen
Mengen von Resistin gemessen im Koagulationshemmer angereicherten Proben im Vergleich zu mit
0,3 ng/mL Resistin angereicherten Probenpuffer (SB) werden gezeigt.

% von Resistin in SB
Durchschnittlich
(n=3) SD
3,8 g/L Citrat 94 7,67
0,0068 mol/L EDTA 93 4,96
30 000 1U/L Heparin 96 4,89

12.4 Reproduzierbarkeit und Prazision

Die Inter- und Intra-Assay Variationskoeffizienten sind im Mittel < 10%. Beispielhafte
Bestimmungen sind in Tabelle 3 und Tabelle 4 dargestellt.

Tabelle 3: Inter-Assay-Varianz
Anzahl der Mittelwert Standardabweichung VK
Bestimmungen (ng/mL) (ng/mL) (%)
Probe 1 26 2,91 0,16 5,65
Probe 2 15 4,58 0,24 5,33
Probe 3 17 4,60 0,23 5,04
Probe 4 7 2,50 0,09 3,37
Probe 5 23 4,09 0,27 6,67
Tabelle 4: Intra-Assay-Varianz
Anzahl der Mittelwert Standardabweichung VK
Bestimmungen (ng/mL) (ng/mL) (%)
Probe 1 16 2,81 0,13 4,49
Probe 2 15 4,79 0,24 4,97
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12.5 Die Wiederfindung und Verdiinnungslinearitat

Tabelle 5: Wiederfindung und Verdinnungslinearitat
(hier: typische Ergebnisse zweier verschiedener Seren)

Verdiinnung Probe 1 (nativ 5,5 ng/mL) Probe 2 (nativ 2,25 ng/mL)
plus 5 ng/mL Wiederfindung (%) plus 12,25 ng/mL | Wiederfindung (%)
1:50 9,71 92,5 14,99 103,4
1:100 10,60 101,0 13,64 94,1
1:200 10,44 99,4 14,10 97,2
1:400 10,32 98,3 14,33 98,8

MW = Mittelwert, SA = Standardabweichung, VK = Variationskoeffizient
Die Wiederfindung des Resists betrug durchschnittlich 98% der theoretisch erwarteten Menge.

13 REFERENZWERTE

Tabelle 6: Die Erwartungswerte fir Resistin wurden mit dem Mediagnost ELISA E50 in gesunden
Probanden bestimmt und analysiert durch Herrn Prof. Dr. J. Kratzsch, Institut flr Laboratoriumsmedizin
der Universitatsklinik Leipzig.

weiblich Resistin (ng/mL):
Alter MW Mw 25.- 75.

(Jahren): n: Alter: BMI: MW + SA: Perzentile: Min. — Max.:
18 - 30 96 23,0 23,1 7,2*206 54-8,8 3,1-14,7
31-40 63 36,5 24,3 8,123 6,4-9,6 3,6 -13,1
41 -50 67 44,9 24,8 7,325 5,7-8,1 4,0-16,1
51 - 60 29 54,7 25,0 7,2+26 54-85 4,0-155
61 - 65 9 62,7 25,2 6,6 + 1,1 6,0 - 6,7 54-93

mannlich Resistin (ng/mL):
Alter MW MW 25.- 75.

(Jahren): n: Alter: BMI: MW * SA: Perzentile: Min. — Max.:
18 - 30 107 23,9 24,1 6,4+138 50-7,6 2,5-131
31-40 59 35,9 25,0 6,7 * 3,2 48-7,4 3,8 - 26,9
41 -50 66 45,0 25,2 6,5+238 45-74 2,4-16,7
51 -60 36 54,8 26,4 6,1+21 4,7-772 3,2-13,3
61 - 68 20 63,2 25,6 72%+18 6,0 - 8,2 45-11,2

Tabelle 7: Zusammenfassung der Erwartungswerte

Geschlecht | Anzahl Mittelwert Standardabweichung | 2,5. Perzentile | 97,5. Perzentile
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL]
Manner 288 6,48 2,44 3,32 11,68
Frauen 264 7,41 2,47 3,68 13,6
Gesamt 552 6,93 2,49 3,58 13,12

n=Anzahl; MW=Mittelwert, BMI=Body Mass Index (kg/m?), SA=Standardabweichung
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Gebrauchsinformation fur wissenschaftliche Anwendungen

14 WISSENSCHAFTLICHE ANWENDUNGEN

Resistin ist relevant u.a. bei Forschungsarbeiten zu:
Adipositas, Insulin-Resistenz, Diabetes, Arteriosklerose, Entzindungen.

Der Assay ist durch die hohe Sensitivitat (12 pg/mL) ebenfalls sehr geeignet fur Messungen in
Zellkulturiberstanden und in Nicht-Serum-/Plasmaproben (z.B. in Muttermilch, Urin, Speichel).

Ubliches Zellkulturmedium, Urin, Speichel, Muttermilch und Zerebrospinal Fliissigkeit wurdéen
als geeignet gefunden (Wiederfindung und Verdunnungsvorschlage s. Tabelle 8). Durchden
speziellen Probenpuffer ist eine externe Probenvorbehandlung nicht nétig.

14.1 Geeignete Proben fiir Forschungszwecke

Serum, Plasma, Zellkulturiberstand verschiedener humaner Zelllinien, Urin, Speichel,
Muttermilch und Liquor.

Die Resistin-Konzentrationen in diesen Proben kdénnen stark schwanken, daher muss die
optimale Verdinnung im Einzelfall vom Anwender ausgetestet werden.

Tabelle 8: Proben wurden angereichert mit 0,3 ng/mL Resistin und gemessen im Vergleich zu nicht
angereicherten Proben. Relative Wiederfindung von zugesetzten Resistin wird gezeigt.

Matrix Verdiinnung % Wiederfindung
Zerebrospinalflissigkeit 1:2 129
Zerebrospinalflissigkeit 1:10 93
Zerebrospinalflissigkeit 1:40 103
Amnionflissigkeit 1:10 85
Amnionflussigkeit 1:40 91
Speichel 1:10 99
Speichel 1:21 86
Urin 1:10 79
Urin 1:21 85
Muttermilch 1:2 97
Muttermilch 1:10 58
Muttermilch 1:21 63
ZellkulturGberstand 1:2 100

14.2 Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitaten von mehreren handelstblichen tierischen Seren wurden in diesem
Assay getestet. Handelsubliche Seren von Rind, Katze, Huhn, Hund, Esel, Ziege,
Meerschweinchen, Pferd, Maus, Schwein, Kaninchen, Ratte und Schaf wurden 1:10 verdiinnt
im Test eingesetzt und die Signalintensitat wurde gemessen. Es konnte keine Kreuzreaktivitat
nachgewiesen werden.
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ENGLISH Resistin ELISA E50 Instructions for Use

Resistin ELISA E50 96 Determination
ce€ DE/CA40/00809/14/1
Principle of the test Enzyme-linked Immunoassay
Duration (incubation periods) 4 h
Antibodies Specific polyclonal Antibodies
Calibrators 5 single Calibrators:

0.02 - 1 ng/mL, recombinant Resistin
Assay Range 0.012 — 21 ng/mL
Controls 2 Controls, lyophilised
Samples human serum / plasma
Required sample volume 15 uL
Sample dilution 1:21
Analytical sensitivity 2 0.012 pg/L
Inter- / Intra Assay 2<10 %

1 INTENTED USE
Measurement of human Resistin in human Serum andPlasma Sample.

2 INTRODUCTION

Resistin, a cysteine-rich protein of 11.3 kDa (1), was firstly found in mice (2) and constitutes together
with RELMa, RELMB and RELMy the protein family of resistin-like molecules (RELM).

In humans, resistin and RELMp (1) but-no other proteins of the RELM family were found. The
human form of resistin shows a homelogy of 53% to the murine protein (4). It has 11 cysteine-
residues, is synthesized as a propetide of 108 amino acids and secreted as a dimer, build by a
disulfide bridge of cysteine residtes (22). Beside this intermolecular disulfide bridge, 5 additional
intramolecular ones exist (5,6).

Appearance of multi- and" oligomer formation was proved by size exclusion chromatography.
Thereby it was shown;” that oligomer formation is SDS-insensitive but can be inhibited by B-
mercaptoethanol and-is therefore likely to be caused by disulfide bridges (1). Further on, the resistin
structure seems.t0 be dependent on its concentration, as circular dichroism analysis shows a
concentration dependent shift of a-helical to B-sheet structure (1).

Resistin expression was demonstrated in white adipose tissue (10), pituitary (11) and pancreatic
islets (12) of mice as well as in brown adipose tissue of rats. In humans, resistin expression in
adipocytes can be detected but only at a very low level. But in vitro, resistin expression of non-
adipocytes in fatty tissue was shown (13). Human resistin gene is also expressed in pancreatic
islets (12), pre-adipocytes (14 marcophages (15) and bone marrow (39). So, resistin is of relevance
for inflammation processes as well as for lipid metabolism.

Most investigation refers to the mouse model. Here, the existence of trimeric and hexameric resistin
in serum was demonstrated (7). In comparison to adiponectin biology, it is highly probable that
different resistin oligomers have different biologic function (8, 9).

In mice, a correlation between adiposity, insulin resistance and resistin expression was found
empirically. In humans, respective study results are not clear — several studies show an association
of resistin serum concentration and adiposity or insulin resistance (17, 25-31). But others failed in
confirming these results (14, 16-24). Therefore, there is requirement for valid and reproducible
determination of resistin serum concentration.
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Relevance of resistin in other physiologic processes than energy metabolism was investigated by
several different approaches. Experiments with endothelial cells gave interesting results. Here,
resistin was shown to enhance expression of VCAM-1 and ICAM-1 (33, 34). By this way, resistin is
potentially able to influence endothelial inflammation (35, 36) and, thereby atherosclerosis. These
results were confirmed by experiments in mice, where endothelin-1 was shown to regulate resistin
secretion (37, 38).

In recent research human resistin was shown to increase pre-adipocyte proliferation and lipolysis
of mature adipocytes (38). By the way of modulating MAPK-signalling pathways resistin exerts
crucial influence on energy metabolism.

Present research demonstrates, that Resistin exerts influence on a broad variety of physiological
processes, however a clear and defined biological role of resistin remains still unexisting.

This ELISA-kit enables the user to determine the exact concentration of Resistin in.thuman
serum/plasma as well as other body fluids and thereby assists investigation of Resistin biology.

With optimized special sample buffer: reliable quantification of resistin - independent.of the absolute
content.

3 METHOD

The enzyme immunoassay for Resistin E50 is a so-called Sandwich-Assay. It utilizes a specific
high affinity polyclonal rabbit antiserum coated on the wells of a microtiter plate. The Resistin in the
samples binds quantitatively to the immobilized antiserum. In the following step, the biotinylated
antiserum binds in turn to Resistin. After washing, Streptavidin-Peroxidase-Enzyme conjugate will
be added, which will bind highly specific to the biotin of the antiserum and will catalyse in the closing
substrate reaction the turn of the colour, quantitatively depending on the Resistin level of the
samples.
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4 WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use only. For Professional use only.

The Mediagnost kit is suitable only for in vitro diagnostics and not for internal use in humans and animals. Follow strictly the
test protocol. Use the valid version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything has been understood.
Mediagnost will not be held responsible for any loss or damage (except as required by statute) howsoever caused, arising
out of noncompliance with the instructions provided.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Therefore, all components and patient’s
specimens should be treated as potentially infectious.

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

Appropriate precautions and good laboratory practices must be used in the storage, handling and disposal of the kit
reagents. The disposal of the kit components must be made according to the local regulations.

Human Serum

Following components contain human serum: Controls CTR1 and CTR2

Source human serum for the Controls provided in this kit was tested and found non-reactive for Hepatitis-B:surface antigen
(HBsAg), Hepatitis C virus (HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV). No known methods can offer total
security of the absence of infectious agents; therefore all components and patient’s specimens should be treated as potentially
infectious.

Reagents CAL A-E, DET, EC, SB, DIL, WB
Contain as preservative a mixture of 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(<0.015%)

H317 May cause an allergic skin reaction.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face proetection.

P272 Contaminated work clothing should not be allowed out of the workplace.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/ attention;

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.

P501 Dispose of contents/ container in accordance with localf regional/ national/ international regulations.

Substrate S
The TMB-Substrate (S) contains 3,3°,5,5" Tetramethylbencidine'(<0.05%)

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory irritation.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.
P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously withy water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

Stop Solution STP
The Stop solution contains 0.2 M acid sulphur acid (H2SO4)

H290 May be corrosive to'metals.

H314 Causes severe skin burns and eye damage.

P280 Wear protective’gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P301+P330+ IF SWALLOWED: rinse mouth.

P331 Do NOT«induce vomiting.

P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P309+P310 IF‘exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.

4.1 General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. Remove contaminated cloths
and shoes.

Eyeccontact: 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: After swallowing the product, if the affected person is conscious, rinse out the mouth with plenty of water: seek
medical advice immediately.
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5 MATERIALS

5.1 Materials provided
The reagents listed below are sufficient for 96 wells including the Calibration curve.

Microtiter plate, ready for use, coated with rabbit-anti-resistin-

MTP antibody. Wells are separately breakable. (8x12) wells
Calibrators, lyophilized, (recombinant human Resistin),
CAL A-E| concentrations are given on vial labels and on quality certificate. 5x 750 pL
Reconstitute in 750 yL Sample Buffer SB.
Control 1, lyophilised, (human serum), concentration is given on
CTR1 | quality certificate. Reconstitute in 250 pL Dilution Buffer DIL. 1 x 250uL
Dilute with Sample Buffer SB.
Control 2, lyophilised, (human serum), concentration is given on
CTR2 | quality certificate. Reconstitute in 250 pL Dilution Buffer DIL. 1 x 250 uL
Dilute with Sample Buffer SB.
Antibody Conjugate, 100fold concentrated solution,
DET contains rabbit biotinylated anti-resistin antibody. 1x120 pL
Before use, dilute1:100 with Dilution Buffer DIL.
Enzyme Conjugate, 100fold concentrated solution,
EC contains HRP (Horseradish-Peroxidase)-labelled Streptavidin. 1x120 yL
Before use, dilute 1:100 with Dilution Buffer DIL.
SB Sample Buffer, ready for use. 1x120 mL
DIL Dilution Buffer, ready for use. 1x25mL
Washing Buffer, 20-fold concentrated solution.
WB | pilute 1:20 with Aqua dest. 1x50 mL
S Substrate, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP) 1x12 mL
substrate, stabilised Tetramethylbencidine.
Stop Solution, ready for use,
STP | 5 2 M sulphuric acid: Tx12mL
- Sealing Tape, for covering the microtiter plate. 3x
D:i] Instructions for use 1x
- Quality Certificate 1x

5.2 Materials required, but not provided

o ~Distilled (Aqua destillata) or deionized water for dilution of the Washing Buffer WB
(A. dest.), 950 mL.

Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips
Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
Vortex-mixer

Microtiter plate shaker (350 rpm)

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and >590 nm
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6 SAMPLES

6.1 Sample type

Serum and Plasma

Serum as well plasma samples are suitable (significant deviation of Resistin levels in
corresponding serum-, Heparin-, EDTA-, Citrate-plasma-Samples were not found. A possible
dilution of the sample by the anticoagulant must be taken into account).

Haemolytic samples appear to show falsely high Resistin levels, using such samples should
be checked out critically

By means of the special sample buffer an external sample preparation prior to the assay is not
required.

6.2 Specimen collection
Use standard venipuncture for the blood sampling. Haemolytic reactions are to be@avoided.

6.3 Required sample volume: 15 pL

6.4 Sample stability
In firmly closable plastic tubes.

e Storage at 20 -25°C: max. 2 days
e Storage at —20°C min. 2 years

The storage of samples, over a period of 2 years at -20°C; showed no effect on the measured
value. Freeze/thaw cycles of samples should be minimized.

6.5 Interference

Triglyceride, bilirubin and hemolysate in the sample do not interfere to a concentration of 100
mg/mL and 100 pg/mL or 1 mg/mL. However; the use of hemolytic, lipemic or icteric samples
should be validated by the user.

6.6 Sample dilution
e Dilution: 1:21 with Sample-Buffer SB

e Pipette 300 pyL Sample Buffer SB in PE-/PP-Tubes (application of a multi-stepper is
recommended in larger series), add 15 yL Serum- or Plasma (dilution1:21). After mixing use
2 x 100 L of this dilution in the assay

e According to expected Resistin levels the dilution with SB can be higher or lower. The
excellent lingarity of this test system allows sample dilution of 1:5 to 1:400.

e Because:the Sample Buffer SB is special composed for the correct determination of
Resistin, the dilution should be at least 1:5!
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7 TECHNICAL NOTES

Storage Conditions

Store the kit at 2-8°C after receipt until its expiry date. The lyophilized reagents should be stored at —20 °C after reconstitution. Avoid
repeated thawing and freezing.

Storage Life

The shelf life of the components after initial opening is warranted for 4 weeks, store the unused strips and microtiter wells airtight
together with the desiccant at 2-8°C in the clip-lock bag, use in the frame provided. The reconstituted components: Calibrators A-E
and Controls CTR1 and CTR2 must be stored at —20°C (max. 4 weeks). For further use, thaw quickly but gently (avoid temperature
increase above room temperature and avoid excessive vortexing). The 1:20 diluted Washing Buffer WB is 4 weeks stable at 2-8°C.
Preparation of reagents

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. Reagents with different lot numbers cannot be mixed.

Reconstitution

The Calibrators A — E are reconstituted with the Sample Buffer SB.

The Controls CTR1 and CTR2 are reconstituted with the Dilution Buffer DIL.

It is recommended to keep reconstituted reagents at room temperature for 15 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no
foam should result) with a Vortex mixer.

The reconstituted calibrators and controls can be stored for 4 weeks at —20°C. Repeated freeze/thaw cycles have to be avoided.
Dilution

After reconstitution, dilute the Controls CTR1 and CTR2 with the Sample Buffer SB in the same ratio (1:21) as the samples.
The required volume of Washing Buffer WB is prepared by 1:20 dilution of the provided 20fold concentrate with Aqua dest.

The diluted Washing Buffer is stable for 4 weeks at 2-8°C. It has to be at room temperature for tisage!

Antibody and Enzyme Conjugate

Use the Dilution Buffer DIL for the dilution of the Antibody Conjugate DET and Enzyme Conjugate EC 100fold concentrates. The
diluted solutions are only limited stable at 2-8°C and should be prepared daily fresh.

Assay Procedure

When performing the assay, Blank, Calibrators A-E, Controls CTR1 and CTR2’and the samples should be pipette as fast as possible
(e.g. <15 minutes). To avoid distortions due to differences in incubation times, Antibody Conjugate DET and the Enzyme Conjugate
EC as well as the succeeding Substrate S should be added to the plate irthe same order and in the same time interval as the samples.
Stop Solution STP should be added to the plate in the same order as-Substrate S.

All determinations (Blank, Calibrators A-E, Controls CTR1 and CTR2 and samples) should be assayed in duplicate. For optimal results,
accurate pipetting and adherence to the protocol are recommended.

Incubation

Incubation at room temperature means: Incubation at 20 - 25°C. The Substrate S, stabilised Tetramethylbencidine, is
photosensitive—storage and incubation in the dark.

Shaking

The incubation steps should be performed at mean rotation frequency of a microtiter plate shaker. We recommend 350 rpm. Depending
on the design of the shaker, the shaking frequency should be 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.

Washing

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 testoutcome. 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 WB diluted to usage concentration. Washing volume per washing
cycle and well must be 300 L at least.

When using‘an automatic microtiter plate washer, the respective instructions for 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
lastraspiration 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 dynamical swinging out the microtiter 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.
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8 ASSAY PROCEDURE

Preparation of reagents

Reconstitution:

Dilution

CAL

AE Calibrators in 750 pL Sample Buffer SB -

CTR1 [Control 1 in 250 pL Dilution Buffer DIL 1:21 with Sample Buffer SB

CTR2 |Control 2 in 250 pL Dilution Buffer DIL 1:21 with Sample Buffer SB

DET Antibody Conjugate ) 1:100 with Dilution Buffer DIL
conc. = DET 1:100

EC Enzyme Conjugate ) 1:100 with Dilution BufferDIL

conc. = EC 1:100

WEB Washing Buffer ) 1:20 with Aqua dest.
conc. > WB 1:20

Samples + Controls CTR1 and CTR2: dilute 1:21 in Sample Buffer SB, mix immediately

Before assay procedure bring all reagents to room temperature (20-25°C):.

Assay procedure in double determination

Pipette Reagents Position

100 pL Sample Buffer SB (blank value) A1/A2

100 pL Calibrator A (0.02 ng/mL) B1/B2

100 pL Calibrator B (0.1 ng/mL) C1/C2

100 pL Calibrator C (0.3 ng/mL) D1/D2

100 pL Calibrator D (0.6 ng/mL) E1/E2

100 pL Calibrator E (1.0 ng/mL) F1/F2

100 pL Control CTR1 (1:21 diluted) G1/G2

100 pL Control CTR2 (1:21 diluted) H1/H2

100 L Sample (1:21 diluted) in the rest of the wells according

the requirements

Cover the wells with the sealing tape:

Sample Incubation: 2 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 ul Aspirate the contents of the wells and wash 5x with 300 pL In each well
H- leach WashingBuffer WB 1:20/ well

100 pL Antibody €onjugate DET 1:100 In each well

Cover the wells with.the sealing tape.

Incubation: 1 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 uL Aspirate the contents of the wells and wash 5x with 300 L In each well
W%l each Washing Buffer I well

100 pk Enzyme Conjugate EC 1:100 In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 Ul Aspirate the contents of the wells and wash 5x with 300 pL In each well
H each Washing Buffer | well

100 pL Substrate S In each well

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, in the dark at RT

100 pL Stop Solution STP In each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with = 590 nm as reference wavelength.
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9 QUALITY CONTROL

Good laboratory practice (GLP) requires that controls are included in each assay. The test
results are only valid if the test has been performed following the instructions. Moreover, the
user must strictly adhere to the rules of GLP or other applicable federal, state or local
standards/laws. All Calibrators and kit controls must be found within the acceptable ranges as
stated on the QC Certificate. If the criteria are not met, the run is not valid and should be
repeated.

9.1 Quality Criteria

For the evaluation of the assay it is required that the absorbance values of the blank should be
below 0.25, and the absorbance of Calibrator E should be above 1.0.

Samples, which yield higher absorbance values than Calibrator E, should be re-tested with a
higher dilution.

10 ESTABLISHING THE CALIBRATION CURVE
The calibrators provided contain the following concentrations of recombinant Resistin:

Calibrator A B C D E
ng/mL 0.02 0.10 0.30 0.60 1.00
pg/mL 20 100 300 600 1000

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 samples,
controls and calibrators.

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

4) Recommendation: Calculation -of the calibration curve should be done by using a
computer program because the curve is in general (without respective transformation)
not ideally described by dinear regression. 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).

5) The Resistin concentrations of the diluted samples or the diluted control sera in ng/mL
(or pg/mL according the chosen unit for the calibrators) are calculated in this way, the
Resistin concentrations of the undiluted samples and of controls are calculated by
multiplication with the respective dilution factor.

25



E50 Calibration Curve
izrp. 1y= 00045207 +3.2367 9 " 1.5709 " d =0.0061177
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Fig. 1. Exemplary Calibration Curve with a polynomial 2" degree as curve fit.

The exemplary shown calibration curve in Fig.1 cannot be used for calculation of your test
results. You have to establish a calibration curve for each test you conduct!

Exemplary calculation of the Resistin concentration of a 1:21 diluted>sample:

Measured extinction of your sample 0.85

Measured extinction of the blank 0.05

Your measurement program will calculate the Resistin.\concentration of the diluted sample
automatically by using the difference of sample and blank for the calculation. You only have to
determine the most suitable curve fit (here: polynomial 2" degree).

In this exemplary case the following equation issolved by the program to calculate the Resistin
concentration in the sample:

y = 0.0046207 + 3.3674 x- 1.5709x?
0.2686 = x

if the dilution factor (1:21) is taken into account the Resistin concentration of the undiluted
sample is

0.2686 x21 = 5,64 ng/mL = 0.00564 ug/mL
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11 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

11.1 Calibrators

The calibrators are prepared from recombinant human Resistin (19.5 kDa, 2 x 92 amino acids,
expressed in E. coli) in concentrations of 20, 100, 300, 600 and 1000 pg/mL (pico Gramm / mL,
equal to 0.02 ng/mL-1 ng/mL).

11.2 Sensitivity

The analytical sensitivity was determined by measuring the blank value. For this purpose, the
signal intensity of blank value + 2SD was converted into a resistin concentration using the
calibration curve. The analytical sensitivity of the assay is 0.012 ng / mL.

11.3 Interference

Interference of physiological appearing substance with the Resistin measurement was
investigated. Serum samples have been enriched with different concentrations .6f possibly
interfering substances and the amount of Resistin was measured and compared with the
Resistin concentration in the same sample without any enrichment. In table 1 the relative
results are shown. None of the tested substances interfered significantly with Resistin
measurement.

Table 1. Interference: Three serum samples where enriched with indicated amount of the potentially
interfering substance and measured. Shown is % of Resistin of the native, non-enriched serum
sample

Triglyceride Bilirubin Haemolysate

100 mg/mL 100 pg/mL 1 mg/mL
Serum 1 101 93 94
Serum 2 115 99 99
Serum 3 104 103 147

Table 2. Effects of coagulation inhibitors weré€ investigating by adding indicated amounts of inhibitors
to SB enriched with 0.3 ng/mL Resistin. Relative amounts of Resistin measured in inhibitor containing
samples in comparison to 0.3 ng/mL Resistin containing Sample Buffer SB are shown.

% of Resistin in SB

Mean (n=3) SD
3.8¢g/L Citrate 94 7.67
0.0068 mol/L |[EDTA 93 4.96
30.000 IU/L | Heparin 96 4.89

11.4 Reproducibility and Precision

The inter- and-intra assay coefficients of variability are in average < 10%.
Exemplary‘determinations are shown in table 3 and table 4.

Table 3. Inter-Assay-Variation

Numper pf \I\In:izg Standard deviation vC

determinations (ng/mL) (ng/mL) (%)

Sample 1 26 2.91 0.16 5.55
Sample 2 15 4.58 0.24 5.33
Sample 3 17 4.60 0.23 5.04
Sample 4 7 2.50 0.09 3.37
Sample 5 23 4.09 0.27 6.67
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Table 4. Intra-Assay-Variation

Number of \“,naﬁ: Standard deviation VC
. L. o
determinations (ng/mL) (ng/mL) (%)
Sample 1 16 2.81 0.13 4.49
Sample 2 15 479 0.24 497

11.5 Recovery and Linearity

The Mediagnost Resistin ELISA E50 is over a very wide range dilution authentic. The linearity”of
serum dilutions is over a very wide range excellent (s.Tab.5).

Table 5: Recovery and linearity of the Sample Dilution (characteristic results of two different sera)

Dilution Sample 1 (native 5.5 ng/mL) Sample 2 (native 2.25 ng/mL)
plus 5 ng/mL Recovery (%) plus 12.25 ng/mL Recovery (%)
1:50 9.7 92.5 14.99 103.4
1:100 10.60 101.0 13.64 941
1:200 10.44 99.4 14.10 97.2
1:400 10.32 98.3 14.33 98.8

Different human sera were spiked with recombinant human Resistin in varying concentrations (e.g.
in Table 5). The recovery of Resistin yielded on average 98 % of the theoretically expected amount.

12 EVALUATION OF RESULTS

Table 6: The expected values for Resistin were determined with the Mediagnost ELISA ES50 in
healthy probands and analysed by Prof. Dr. J. Kratzsch. Institute for Laboratory Medicine, University
of Leipzig.

Female Resistin (ng/mL):
Age AV AV 25.- 75.

(Years): n: Age: BMI: AV * SD: Percentile: Min. — Max.:
18-30 | 96 23.0 23.1 7.2+26 54-838 3.1—14.7
31-40 | 63 36.5 24.3 8123 6.4-96 3.6 —13.1
41-50 | 67 449 24.8 7325 5.7 8.1 4.0 —16.1
51-60 | 29 54.7 25.0 7.2+26 54-85 4.0-155
61-65 9 62.7 25.2 6.6+ 1.1 6.0 6.7 54-9.3

Male Resistin (ng/mL):
Age AV AV 25.- 75.

(Years): n: Age: BMI: AV % SD: Percentile: Min. — Max.:
18 - 30 107 23.9 241 6.4+1.8 50-7.6 2.5-13.1
31 240 59 35.9 25.0 6.7 £ 3.2 48-74 3.8-26.9
41--50 66 45.0 25.2 6.5+28 45-74 2.4 —-16.7
51 - 60 36 54.8 26.4 6.1+2.1 47 -7.2 3.2-13.3
61 - 68 20 63.2 25.6 7.2+18 6.0-8.2 45-11.2

n=Number of Probands. AV=Average Value. BMI=Body Mass Index (kg/m?). SD=Standard Deviation
Table 7: Grouping of the expected values

Sex Number Mean Staljd'f)rd 2.5. _ 9.5. _
[ng/mL] deviation Percentile Percentile
Male 288 6.48 2.44 3.32 11.68
Female 264 7.41 247 3.68 13.60
Total 552 6.93 2.49 3.58 13.12
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Instructions for use for scientific application

13 SCIENTIFIC APPLICATION

Resistin is relevant e.g. in research of: Adiposity Insulin Resistance, Diabetes Arteriosclerosis
Inflammation. Due to Assays high sensitivity (12 pg/mL) this is also suitable for measurements
in cell culture supernatants and in non-serum / plasma samples (e.g. in breast milk, urine,
saliva).

13.1 Samples suitable for scientific application

Serum and Plasma, common cell culture medium, saliva, breast milk and urine were found:to
be suitable specimens too.

Resistin concentrations may be completely different in body fluids of human origin other than
serum or cell culture supernatants.

(See Table 8 for recovery and dilution recommendations). Due to the special Sample Buffer,
external sample pre-treatment is not necessary.

Table 8: Samples were enriched with 0.3 ng/mL Resistin and measured in comparison to non-
enriched sample. Relative recovery of added Resistin is shown.

Matrix Dilution % Recovery
Cerebrospinal fluid 1:2 129
Cerebrospinal fluid 1:10 93
Cerebrospinal fluid 1:40 103
Amnion fluid 1:10 85
Amnion fluid 1:40 91
Saliva 1:10 99
Saliva 1:21 86
Urine 1:10 79
Urine 1:21 85
Breast milk 1:2 97
Breast milk $:10 58
Breast milk 1:21 63
Cell culture supernatant 1:2 100

13.2 Cross reactivity

The cross-reactivities of’several commercially available animal sera were tested in this assay.
Commercially available sera from cattle, cat, chicken, dog, donkey, goat, guinea pig, horse, mouse,
pig, rabbit, rat and sheep were diluted 1:10 and used in the test and the signal intensity was
measured. No.cross-reactivity could be detected.
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15 INTERNATIONAL ASSAY PROCEDURE

International Test Description|

CAL A-E 750 uL SB
CTR1 250 pL DIL 1:21 SB
CTR2 250 pL DIL 1:21 SB
OET ) 1:100 DIL
> DET 1:100
1:100 DIL
=¢ ] > [EC 1:100)
1:20 A. dest.
e ox ' > W8 1:29
1:21 SB
] 20-25°C, <>
100yl |SB A1/A2
100 uL | CAL A (0.02 ng/mL) B1/B2
100 uL | CAL B (0.1 ng/mL) C1/C2
100 uL | CAL C (0.3 ng/mL) D1/D2
100 yL | CAL D (0.6 ng/mL) E1/E2
100yl |CALE (1 ng/mL) F1/F2
100yl |CTR1 1:21 SB G1/G2
100 L |CTR2 1:21 SB H1/H2
100 pL 1:21 SB
TAPE
2 h [°C|20-25°C | <> | 350 rpm
5x 300 pL 5x WB 1:20
100 pL
TAPE
1h PC/20-25°C [, |350 rpm
5x 300 pl 5% WB 1:20]
100 pl_
TAPE
[©1 30 min PC|[20-25°C| <> | 350 rpm
5x 300 L 5x WB 1:20
100 pL S
©] 30 min [°C|20-25°C | <
100 pL STP
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16 ASSAY PROCEDURE

Preparation of reagents Reconstitution:

Dilution

Conjugate Conc.

=> DET 1:100

CAL A-E |Calibrators in 750 pL Sample Buffer SB -

CTR1 Control 1 in 250 pL Dilution Buffer DIL | 1:21 with Sample Buffer SB
CTR2 Control 2 in 250 pL Dilution Buffer DIL | 1:21 with Sample Buffer SB
DET Antibody i 1:100 with Dilution Buffer DIL

Enzyme

1:100 with Dilution Buffer DIL

conc.

] - WB 1:20

EC Conjugate Conc. i > [EC 1:100
WB Washing Buffer 1:20 with Aqua dest.

Samples + Controls CTR1 and CTR2: dilute 1:21 in Sample Buffer SB, mixciimmediately

Before assay procedure bring all reagents to room temperature (20-25°C).

Assay procedure in double determination

Pipette Reagents Position
100 pL Sample Buffer SB (blank value) A1/A2

100 pL Calibrator A (0.02 ng/mL) B1/B2

100 pL Calibrator B (0.1 ng/mL) C1/C2

100 pL Calibrator C (0.3 ng/mL) D1/D2

100 pL Calibrator D (0.6 ng/mL) E1/E2

100 pL Calibrator E (1.0 ng/mL) F1/F2

100 uL Control CTR1 (1:21 diluted) G1/G2

100 pL Control CTR2 (1:21 diluted) H1/H2

) . in the rest of the wells according

100 pL Sample (1:21 diluted) ihe requirements

Cover the wells with the sealing tape.

Sample Incubation: 2 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 pL Aspirate thg contentsof the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer WB 1:20// well

100 pL Antibody Conjugate In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 1 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 pL Aspirate thg contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer | well

100 pL Enzyme Conjugate In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 L Aspirate thg contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer | well

100 pL Substrate S In each well

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, in the dark at RT

100 pL Stop Solution STP In each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm with = 590 nm as reference wavelength.
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