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For professional use only.
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Packungsbeilage Deutsch

Mediagnost Vaspin ELISA E106
- ist geeignet fur die Messung von Vaspin in humanem Serum
- ist mit einem Limit of the Blank von 4 pg/ml sehr sensitiv
- ist schnell: Inkubationszeit von 3,5 Stunden
- Einzel-Standards mit 10, 75, 200, 500, 1000 pg/ml humanem Vaspin
- 2 Kontrollen, fur die Qualitdtskontrolle nach GLP
- ist kalibriert mit rekombinantem Vaspin

Zweckbestimmung
Messung von humanem Vaspin in Serumproben fiir Forschungswe

Einfiihrung a

Der ELISA fur die quantitative Messung von huma Vaspin basiert auf polyklonalen
Antikdrpern aus Kaninchen, die mittels genetischer | isierung gewonnen wurden (CDNA
Vaspin SC306941).

Vaspin auch bekannt unter dem Namen i 12 ist ein Serinprotease Inhibitor und
besteht 395 Aminoséauren, die 3 B-Faltblatter und 9 a-Helices bilden. Das Molekulargewicht
von Vaspin betragt ungefahr 45.2kDa. icht bekannt, dass Vaspin Multimere bildet oder

Vaspin bindenden Proteine nach n werden. Die Expression des Vaspin Gens wurde
nicht nur in subkutanen und alen Fettgewebe sondern auch in Lebergewebe,
Pankreas® und der Epidermisi aren Keratinocyten und GK Zellen gezeigt®.

intramolekulare Disulfidbindungen&. sher konnten im menschlichen Serum keine
[
r

Die Serum Vaspinkonzenitatiogen zeigen einen ausgepragten diurnalen Rhythmus. Sie sind

am frihen Morgen, Frihstiick am hochsten und fallen dann ab. Ein solcher
praprandialer Ansti @ne postprandiale Abnahme konnten auch am Mittag und Abend
gezeigt werden. Die niedfigste Vaspinkonzentration im Tagesverlauf tritt am Nachmittag auf,
dann beginpt ein g der Konzentration wahrend der Nacht. Die Spitzenwerte liegen bis
250% ho def Nadir. Damit zeigt Vaspin eine gegenlaufige Regulation zu Insulin und

Glukose®.

Bei der Messung von Vaspin ist weiterhin zu bertcksichtigen, dass die Vaspinkonzentration
stark vom Geschlecht abhéngig ist. Die Vaspin Level sind hoher bei Madchen und steigen
mit dem Alter und dem Fortschreiten der Pubertat.®. Bei der Beurteilung von
Vaspinkonzentration muss ebenfalls berlcksichtigt werden, dass Kontrazeptiva zu einem
signifikanten Anstieg des Vaspingehalts im Serum fithren®.

Die Serumkonzentration von Vaspin ist unabhangig vom BMI aber negativ mit der
Insulinresistenz und Adipositas assoziiert, daher steigt die Vaspinkonzentration bei sich
verschlechternder Insulinresistenz®. Bei therapeutischer Intervention durch Pharmaka sinkt
der Vaspinspiegel wieder’. Lebensstilinterventionen fiihren dagegen, zumindest innerhalb
von 10 Monaten, nicht zu einer Abnahme des Vaspingehalts im Serum®.

Vaspin konnte jedoch ein Bindeglied zwischen den endokrinen und inflammatorischen
Prozessen darstellen, die an der Entstehung von Arteriosklerose oder Diabetes beteiligt sind.
Einen Hinweis darauf liefern Untersuchungen, die zeigen, dass Vaspin die TNF-a induzierte
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Adhasion von Monozyten an glatte Muskelzellen sowie die durch TNF- a induzierte
intrazellulare Signalkaskade hemmt. 8

Der diagnostische Nutzen von Vaspin bleibt damit unklar, insbesondere aufgrund von
widerspruchlichen Ergebnissen zur Korrelation mit der Insulin Resistenz im Kindes- und
Erwachsenenalter *

Der Mediagnost Vaspin ELISA ist ein Werkzeug, um die Bedeutung von Vaspin als
Biomarker weiter zu untersuchen.

MATERIALIEN
Inhalt der Testpackung
Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, Mikrotiterplatte mit 96 ieflngen, die in 12
1) abnehmbare Streifen a 8 Vertiefungen (einzeln abbrec teilt ist. Die Platte ist
mit einem Antikérper gegen humanes Vaspin beschi€htet
Standards A-E, lyophilisiert, enthalten rekombinante . Die Verdunnungen der
2) Standardkurye decken einen Ber_eiph von 10 b%) g/ml (10, 75, 200, 500 1000
pg/ml) Vaspin ab und werden mit je 750 pl Verdilnnungspuffer VP rekonstituiert. Fir
den Assay werden jeweils 100 pl pro Vertief ein tzt.
Verdiinnungspuffer VP, 120 ml, gebra ig, bitte fir Rekonstitution der Standards
3) |BUE A — E und Kontrollseren KS1 un owie fur die Verdiunnung der Proben und
Kontrollseren KS1 und KS2 verwenden.
Kontrollseren KS1/KS2 lyophilisi thalten humanes Serum und missen in je 250 pl
Verdiunnungspuffer VP rekonstitu erden. Die Vaspin Soll-Konzentrationen und die
4) ||Control Schwankungsbereiche sind_auf den Etiketten angegeben. Sie sollten im Assay in den
gleichen Verdiinnungen ie jeweiligen Proben bestimmt werden. Fur den Assay
werden jeweils 100 tieflung eingesetzt.
Antikérperkonjugat A I, gebrauchsfertige LOsung, enthélt biotinylierten anti-
5) |[Ab] Vaspin Antikérper
00 pl pro Vertiefung eingesetzt.
12 ml, gebrauchsfertige LOsung, enthalt POD(Meerettich-
6) ||CONJ rte® Streptavidin
erden 100 pl pro Vertiefung eingesetzt.
WP, 50 ml, 20-fach konzentrierte Losung, bitte vor Gebrauch 1:20 mit
7 WASHBUF A.%r entmineralisiertem Wasser verdinnen (z.B. den gesamten Flascheninhalt
20X n | im Standzylinder auf 1000 ml auffillen). Achtung: Endverdiinnt ist der
puffer max. 4 Wochen haltbar, nur nach Bedarf ansetzen.
bstrat S, 12 ml, gebrauchsfertig, Meerettich-Peroxidase-(POD)-Substrat, stabilisiertes
8) 20,-Tetramethylbenzidin
9) Stopplésung SL, 12 ml, gebrauchsfertig, 0,2 M Schwefelsaure
10) 3x Abdeckfolie fur die Mikrotiterplatte, selbstklebend

Zusatzlich benotigte Materialien

Destilliertes oder entmineralisiertes Wasser zum Verdinnen des Waschpuffers WP, 950 ml.
Messbehdlter fur Verdiinnung von Waschpuffer
Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen

Vortex-Mischgerat

Mikrotiterplattenschttler (350 rpm)

Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)

Photometer fiir Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und > 590 nm
Polyethylen PE/ Polypropylen PP Réhrchen zum Verdiinnen der Proben.

VASPIN ELISA
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WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Der Mediagnost E106 Kit ist nur zu Forschungszwecken und nicht zur diagnostischen oder inneren Anwendung
bei Mensch und Tier geeignet. Dieses Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben
eingesetzt werden. Mediagnost GmbH kann nicht fur einen eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht
werden, der durch Nichtbeachtung der Instruktionen entsteht, soweit keine gesetzliche Regelung anderes
besagt.

Die gemessenen Extinktionen sind u.a. stark abhéngig von der Temperatur, aber die berechneten Werte
werden durch die Temperatur nicht beeinflusst.

Bitte benutzen Sie separate Pipettenspitzen fiir jede Probe, Kontrolle und Reagenz um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden. Bitte verwenden Sie Behéltnisse nur fir jeweils einzelne Reagenzien. Giel3en Sie die
Reagenzien nicht zuriick in die OriginalgefaBe. Mischen Sie den Inhalt der jeweiligen Vertiefungen der
Mikrotiterplatten griindlich. Verwenden Sie die Mikrotiterplattenvertiefungen nur jeweils einmal. Lassen Sie
keine Vertiefung wahrend des Assay-Vorgangs vollig austrocknen, sondern fiigen Sie die jeweils folgenden
Reagenzien sofort nach dem Abschluss des Waschvorganges dazu.

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

Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschadigten, iell¥ kontaminierten oder
ausgelaufenen Reagenzien. ¢

Generelle Erste-Hilfe MaRnahmen: ;.\

Nach Hautkontakt: Nach Berihrung mit der Haut wahrend mindes Minuten mit geniigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt. Nach Beriihrung mit den Augen wahren [ tens 15 Minuten mit gentigend Wasser
spulen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlide tellen.
Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspulen, vorausgese e Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen

Arzt zuziehen.

Is ob sie infektios seien.

Kits und Patientenmaterial sind so zu handh ,
Essen, Trinken und Rauchen ist in diese, x verboten. Niemals mit dem Mund pipettieren.

Direkter Kontakt mit diesem Material mieden werden. Deshalb Laborkleidung und Einmalhandschuhe
tragen. Verschittete Reagenzien e ort aufgewischt und kontaminierte Flachen und Gerate mit einem
geeigneten Detergens gereinigt de

VORSICHT: Dieser Kit enthalt Material hum@ndloder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des

Menschliches Serum:

in folgenden Komponepte en: KS1 und KS2

Das humane Material, \tas die Praparation dieses Produktes verwendet wird, wurde auf Antikérpern gegen
Humanes Im de irus (HIV | und Il), gegen Hepatitis B-Oberflachenantigen und gegen Hepatitis C

Virus geprift®’ D estergebnis war negativ. Da kein Test das Vorhandensein von infektiésen Erregern vollig
ausschlieRe n, sglten die Reagenzien gemal der Vorgaben der Biosicherheitsstufe 2 gehandhabt werden.

Reagenzien A-E,” AK, EK, VP, WP enthalten < 0,01% 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one Solution als und / oder
< 0,01% (w/w) 5-chloro-2-methyl 2H isothiazol-3-one und 2-methyl-2H-isothiazol-3-one als Konservierungs-
mittel: Nicht einnehmen. Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung und -handschuhe tragen. Beriihrung mit Haut,
Augen und Kleidung vermeiden. Im Falle von Haut- oder Augenkontakt sofort mit viel Wasser spilen. Bei
Einnahme oder Augenkontakt Arzt aufsuchen.

Substratlosung (S)

Das TMB-Substrat (S) enthalt 3,3",5,5" Tetramethylbenzidin.

R20/21/R22 Gesundheitsschadlich bei Inhalation, Beriihrung mit der Haut und beim Verschlucken
R36/37/38 Reizend/Irritierend fur Augen, Haut und Atmungssystem

S26 Im Falle von Augenkontakt, sofort mit viel Wasser spulen und Arzt aufsuchen

S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleindung tragen.

Stoppldsung (SL)
Die Stopplésung enthalt 0,2 M Schwefelséure (H,SOy)

R36/38 Reizt die Augen und die Haut
S26 Im Falle von Augenkontakt sofort mit viel Wasser spilen und einen Arzt aufsuchen.
S36/37 Geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen.
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METHODE

Der ELISA zum Nachweis von Vaspin ist ein Sandwich — Immunoassay. Er besteht aus
spezifischen, hoch affinen polyklonalen Antikérpern gegen Vaspin. Das Vaspin in den Proben
bindet an den, auf der Mikrotiterplatte, immobilisierten 1. Antikorper. Im folgenden Schritt bindet
ein mit Biotin konjugierter Antikdrper an das Vaspin. Nach einem Waschschritt wird das
Streptavidin-Peroxidase Konjugat zugegeben. Die Peroxidase katalysiert die enzymatische
Reaktion durch welche sich die Farbe des Substrats andert. Die Farbung wird umso intensiver,
desto mehr Vaspin in der Probe enthalten ist.

Proben
Serum Proben sind fur diesen Test geeignet.

Lagerung der Proben

Es wird empfohlen die Proben bei -20°C in dicht verschlossenen Pla falken zu lagern.
Informationen zur Langzeitstabilitéat von Vaspin stehen noch nicht zur agung.

. *
Probenvorbereitung O
Die Proben werden mit Verdunnungspuffer (VP) verdu .&der Regel scheint eine
Verdinnung von 1:4 mit Verdunnungspuffer VP ausrei ie sehr gute Linearitat des
Testsystems ermdglicht Verdinnungen von 1:2 — 1:32

Die Vaspinkonzentrationen in unterschi Korperflissigkeiten und
Zellkulturiberstanden kdnnen sich stark unteﬂ

Vorgeschlagenes Verdiunnungsprotokoll:

Pipettieren Sie 210 pl Verdiinnungspuffer, VP in PE-/PP-Tubes (bei grol3eren Probenzahlen

empfehlen wir die Verwendung eine i-Steppers), geben Sie 70 pl Serum hinzu
(Verdinnung 1:4). Mischen Sie gnnte Probe gut und nutzen Sie 100 pl der
verdunnten Probe pro Vertiefung.Q

TECHNISCHE HINWEISE

Der Assay ist strikt na stprotokoll durchzufihren.

Reagenzien mit u iedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Die
Mikrotiterplatte undfall agenzien sind ungedffnet, lichtgeschitzt und bei 2° - 8°C gelagert
mindestens haltb m Verfallsdatum (s. Etikett).

Bei sachge epflandhabung betragt die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung 4 Wochen.

Alle Komponenten des Kits missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden, die
evil. in manchen Puffern vorhandenen Prazipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und
Erwarmen wieder geltst werden.

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

Die Inkubationen sollen geschttelt bei mittlerer Umdrehungsfrequenz eines fir Mikrotiterplatten
geeigneten Schuttlers erfolgen. Wir empfehlen 350 rpm. Bauartbedingt kénnen individuell
Abweichungen von diesem Wert mdglich sein, dann muss die Umdrehungsfrequenz angepasst
werden. Zu geringes Schitteln kann durch ungeniigende Vermischung der Ldésungen zu
geringen optischen Dichten, hohen Streuungen und/oder falschen Werten fuhren, zu starkes
Schutteln dagegen zu erhdhten optischen Dichten und/oder falschen Werten.

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung fur den sicheren, richtigen und prézisen
Ablauf des Testes. Ungenlgendes Waschen ist eine haufige Ursache fir nicht valide
Testdurchfiihrungen. Mdogliche Folgen sind unkontrollierte unspezifische Variationen der
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gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen der Proben fiihren
koénnen. Mdgliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte.

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

Die mogliche Gefahrdung durch den Umgang mit zumindest potentiell infektibsem Material muss
beachtet werden.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen
Gebrauchsanweisung zu  befolgen. Die  Gerateeinstellungen muissen u.a. der
Mikrotiterplattengeometrie und den Parametern der Waschspezifikation angepasst werden. Es ist
zu beachten, dass die Dispensier- und Absaugkapillaren des Gerétes nicht die Oberflache der
Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschadigen. Die verbleibende Restflissigkeit nach jedem
Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten Waschvorgang@s sollte die Menge
der verbleibenden Restflissigkeit tberprift und ggfs. verringert werdemydurch mehrmaliges
Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternativoption. Die WaN gkeit kann dabei per
Multistepper, Mehrkanalpipette oder auch mit einer Spri dispensiert werden. Die
Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwe def Mikrotiterplatte Uber einem
Becken entfernt werden. Falls Absaugvorrichtungen ei@%werden, ist darauf zu achten, dass

die Oberflachen der Vertiefungen der Mikrotiter
einzelnen Waschzyklus sollte die verbleiben
Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff '

tt t beschadigt werden. Nach jedem
lissigkeit durch Ausklopfen der
entfernt werden.

Standards und Kontrolle

Fir die Rekonstitution der lyophilisiehien dards A-E und Kontrollen KS1 und KS2 muss
der im Kit erhaltene Verdiinnung VP verwendet werden. Die Kontrollen KS1 und KS2
solliten im Assay in der gleicher (innung in Verdiinnungspuffer VP wie die jeweiligen
Proben bestimmt werden.

Es empfiehlt sich zum Re ituleren®die Reagenzien 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen
zu lassen und sie anschlie aftig mit einem Vortex-Mixer zu mischen. Schaumbildung muss
vermieden werden.

Die rekonstituierten%ta ds und Kontrollen kdnnen bei -20°C fur einen Monat gelagert werden.

Wiederholte Gef zyklen sind zu vermeiden.

Waschpu

Das benottigte Wolumen des Waschpuffers wird vorbereitet, indem das 20fache Konzentrat im
Verhaltnis 1:20 mit entionisiertem Wasser verdiinnt wird. Der endverdinnte Waschpuffer kann 4
Wochen bei 4°C gelagert werden und ist vor Gebrauch auf Raumtemperatur zu bringen.

Mikrotiterplatte

Nicht verwendete Streifen der Mikrotiterplatte sind zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht in
dem wiederverschlieRbaren Klippbeutel bei 2° - 8°C zu lagern. Die Haltbarkeit nach dem Offnen
betragt 4 Wochen.

Substrat

Die Substratlosung S, stabilisiertes H,O,-Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich —
Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschuitzt.
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TESTDURCHFUHRUNG

Bei der Testdurchfuhrung sollten Standards A-E, Kontrollseren KS1/KS2 und die jeweiligen
Proben mdoglichst schnell pipettiert werden z.B. in 15 Minuten). Das Antikdrperkonjugat AK, das
Enzymkonjugat EK sowie nachfolgend die Substratldsung S sollten in der gleichen Reihenfolge
und in dem gleichen Zeitintervall auf die Platte zugegeben werden. Ebenso sollte die Stopplésung
SL in der gleichen Reihenfolge und im gleichen Zeitintervall wie die Substratldsung auf die
Mikrotiterplatte gegeben werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung
durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

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

1) In die Vertiefungen A1/A2 werden 100 pl Verdinnungspuffer VP pipettiert (Leerwert).

2) In die Positionen B1/2 werden je 100 pl Standard A (10 pg/ml) gegéken, sowie
in die Positionen C1/2 je 100 pl Standard B (75 pg/ml),
in die Positionen D1/2 je 100 pl Standard C (200 pg/m)), O
in die Positionen E1/2 je 100 uyl Standard D (500 pg/ml)
in die Positionen F1/2 je 100 pl Standard E (1000 p
Zur Kontrolle der korrekten Durchfihrung des Tes % je 100 pl der 1:4 (oder im
jeweiligen Verdinnungsverhaltnis der Proben) ve( Kontrollen KS1 und KS2
in die Positionen G1/2 und H1/2 gegeben wer,
In die restlichen Vertiefungen kénnen je 1 ;@verdunnten Proben (i.Allg. 1:4 in
Verdunnungspuffer VP verdinnt) pipettiert .

3) Die Vertiefungen der Platte werden mit olie dicht abgedeckt und 1 Stunde bei

Raumtemperatur inkubiert (unter utteln 350 rpm).

4) Nach Ablauf der Inkubationszeit %\ die Losungen abgesaugt und die Platte mit
300 uyl Waschpuffer WP / VN unfmal gewaschen.

5) Nach dem letzten Wasch den 100 pl des Antikorperkonjugats AK in die

Vertiefungen der Platt . Die Vertiefungen der Platte werden mit Klebefolie
dicht abgedeckt un devbei Raumtemperatur inkubiert (unter Schitteln 350

rpm).

6) Nach Ablauf d ubBationszeit werden die Losungen abgesaugt und die Platte mit
300 pl Wasgh P / Vertiefung funfmal gewaschen.

7) 100 p mkonjugates EK werden in jede Vertiefung pipettiert und

1 Styhde (unter Schutteln 350 rpm).

8) Nac sciluss dieser Inkubation wird die Platte wie im Schritt 4) beschrieben
gewasChén

9) In jede Vertiefung werden 100 ul der Substratiosung S pipettiert.
10) Die Platte wird 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

11) Nach Ablauf der Inkubationszeit wird in jede Vertiefung 100 pl Stoppléosung SL
pipettiert.

12) Die Ausmessung der Farbreaktion erfolgt innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm
(Referenzfilter 2 590 nm).
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Berechnung der Standardkurve

Zur Auswertung des Testes sollte gewéhrleistet sein, dass die Extinktionen des Leerwertes
0,25 Einheiten nicht Uberschreiten, Standard E sollte dagegen Extinktionen utber 0,8
Einheiten erreichen. Proben, die hthere Extinktionen als der Standard E erzielen, liegen
aulRerhalb der Standardkurve, zur sicheren Bestimmung sollten diese Proben in einer
zweiten Testdurchfiihrung bei hoherer Verdinnung nochmals bestimmt werden. Die
bereitgestellten Standards enthalten folgende Vaspinkonzentrationen:

Standard A B C D E
ng/ml 0,01 0,075 0,20 0,50 1,0
pg/mi 10 75 200 500 1000

Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

2) Von den Mittelwerten der optischen Dichte der Standar zaéptrationen und der
Proben wird der mittlere Leerwert abgezogen. *

3) Die Standardkonzentrationen (x-Achse) werden gegen di ssene optische Dichte
(y-Achse) aufgetragen.

4) Die Berechnung der Standardkurve sollte durchﬁ atistisches Programm erfolgen

1) Ermittlung des Mittelwerts der optischen Dichte des @rtes aus den

z.B. lineare Regression, ein hohergradiges Polyn 4-Parameter-Anpassungen oder
» in manchen Fallen kann eine

nicht-lineare Regression sind zur Auswertu
Spline oder Punkt-zu-Punkt Anpassung angebra
5) Die Multiplikation des jeweiligen fir 6 en berechneten Vaspingehaltes mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor der Prob rgibt die Vaspinkonzentration in ng/ml
(oder pg/ml je nach gewéahlter Einheit de ndards).

2,00

1,80 - =R8107x-0,0187 'S
R?=0,9994

1,60 -

1,40
1,20

1,00 4 \
0,80
0,60 -

0,40
0,20 4
0,00
-0,20

Absorption [450nm]

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Vaspin [ng/ml]

Abb. 1: Exemplarische Standardkurve mit linearer Regression als
Auswertealgorithmus.

Die exemplarische Standardkurve in Abbildung 1 kann nicht fur die Berechnung der
Testergebnisse genutzt werden! Fur jeden Test muss eine eigene Standardkurve mitgefthrt
werden.

Exemplarische Berechnung des Vaspingehaltes eines 1:4 verdinnten Serums:
Gemessene Extinktion der Proben (OD4s0-ODsg20) 0,56
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Gemessene Extinktion des Leerwerts (OD4s50-ODg20) 0,03

Das Messprogramm berechnet die Vaspinkonzentration der verdinnten Probe automatisch
aus dem Leerwert-korrigierten Messwert (0,56 -0,03). Sie als Anwender miussen dafur nur
die geeignete Kurvenanpassung auswahlen.

Im hier gezeigten Beispiel wird die folgende Gleichung durch das Programm genutzt, um die
Konzentration des Analyten in der Probe zu berechnen:

0,53 =1,8107x — 0,0187

0,303 = x

Bei einem Verdunnungsfaktor von 1:4 ergibt sich fur die unverdinnte Probe die folgende
Vaspinkonzentration:
0,303 x4 =1,212 ng/ml Q
*
Assay Eigenschaften und Leistungsdaten \
Standards

Die Standards bestehen aus gereinigtem rekombinante@&ﬂn in den Konzentrationen 10; 75;

200; 500 und 1000 pg/ml. A
Sensitivitat

Zur Bestimmung der analytischen Sepsitivitat wird das ,Limit of the Blank® durch die
Messung von 20 Leerwerten in eige est ermittelt. Aus der Standardabweichung der
Messwert erfolgt dann die Berechn Vaspinkonzentration, die sicher vom Leerwert
unterschieden werden kann. Di igste messbare Vaspinkonzentration betragt bei 1 SD

vom Leerwert 4 pg/ml (vgl. Tabe

Tabelle 1: Analytische Sengitivitg

Standard 1SD S 10 SD
Abweichung| Vaspi spin | Vaspin
[a.u.] [n 1] [ng/ml] | [ng/ml]
0,015 , 0,012 0,037
Spezifitat

Die Spezifitdit der eingesetzten polyklonalen Antikérper wurde auf zwei Wegen
charakterisiert. Zum einen wurden die Bestandteile eines nativen humanen Serums mittels
GroRRenausschluR-Chromatografie aufgetrennt und die Fraktionen im Vaspin ELISA getestet.
Zweitens wurden die im ELISA positiv getesteten Fraktionen mittels SDS-PAGE aufgetrennt
und im Western Blot mit den polyklonalen Antikdrpern analysiert.

Abbildung 2 zeigt, dass der ELISA in den Fraktionen bei 36 kDa ein Signal liefert und dieses

Ergebnis wird durch den Western Blot bestatigt. Die theoretische Gro3e von Vaspin betragt
45,2 kDa.
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Volume [mL]
15 17 19 21 23

Fraction 23
3TkDa

Vaspin [ng/mi]

: =

10000 1000 100 10 1

Molecular weight [kDa]

*
Abbildung 2: Spezifitat des Mediagnost Vaspin ELISA. O
Humanes Serum (250 pL) wurde mittels SEC Superdex

10/300GL aufgetrennt, die Fraktionsgrof3e betrug 0,5 ml und

die FlieBgeschwindigkeit 0,5 ml/min. Die Fraktionen wurden

dann 1:4 in Verdunnungspuffer verdiinnt und im ELISA als @

Proben eingesetzt. Die Einflgung zeigt das Ergebnis
Western Blots. Die Proben wurden durch eine 10% S
PAGE aufgetrennt und mit dem biotinylierten Antikdrper au
dem Testsystem in einer Verdinnung von 1:1000 SOWi
einem Streptavidin Peroxidase Konjugat (1:1500) angefarbt.

Wiederfindung \

Zur Evaluation von mdoglichen %} ktoren in Serumproben und um die Richtigkeit der
Vaspinmessung beurteilen nen, wurden Anreicherungsversuche durchgefuhrt.
Verschiedene humane S urden mit zwei unterschiedlichen Mengen an Vaspin versetzt.
Zur Kontrolle wurden i en Mengen Vaspin zum Verdinnungspuffer gegeben. Die
Auswertung erfolgte e Berechnung der relativen Wiederfindung in Bezug auf die im
Puffer gemessenefl Va konzentrationen.

~
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Tabelle 2: Wiederfindung von rekombinantem Vaspin in humanen Serumproben.

Endogener Se".’m Se_rum .
Vaspingehalt an_gerelchert angereichert mit
mit 50 pg/ml 500 pg/ml
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Rekombinantes
Vaspin in Puffer 0,052 0,408
Probe 1 0,233 0,271 0,591
Wiederfindung [%] 95 87
Probe 2 0,1055 0,139 0,455
Wiederfindung [%] 88 89
Probe 8 0,2595 0,302 0,705
Wiederfindung [%] 97 99
Probe 9 0,517 0,588 %,01
Wiederfindung [%] 103
Probe 4 0,118 0,151 A4
Wiederfindung [%] 89 7
Probe 5 0,744 0,943 & ,066
Wiederfindung [%] 118 79
Probe 17 1,457 1,601 1,915
Wiederfindung [%] 1 95
Probe 18 0,2895 ,345 0,695
Wiederfindung [%] 101 92

Q

-202% bei 500 pg/ml und 88 — 118% bei 50 pg/ml
97% des hinzugefugten Materials wiedergefunden.

Die Wiederfindungsrate reicht v

Tabelle 3: Inter-Ass y-@n (Ergebnisse von 3 unabhéngigen Messungen)

Mittelwert o

nzahl [ng/mL] VK%

Serum 9 0.189 8.55
Serum 2 9 0.823 452
Serum 3 9 2.885 4.75

Tabelle 4: Intra-Assay-Variation
Anzahl Mittelwert VK%
[ng/mL]

Serum 1 20 0.226 2.85
Serum 2 20 1.192 3.81
Serum 3 20 1.536 1.42
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Linearitat

Die Linearitat der Serumverdinnung ist Uber einen weiten Bereich sehr gut. Zwei
Serumproben mit hohem bzw. niedrigem Vaspingehalt wurden seriell verdinnt und die
Verdunnungen im ELISA gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3 dargestellt.

1,2

[ | # Serum 1
04 ® W Serum 2 Q
» \0
' [ |
e %
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 ﬁ

Dilution [1/Dilution]

die Vaspin Konzentration in jeder Verdiinnung wurde g

Assay Bereich

Wenn keine Extremwerte zu
Verdunnungspuffer (VP) fur die g
Assay-Bereich von 4 pg/ml - 4000%

rt sind, sollten Verdinnungen von 1:4 in
len Untersuchungen geeignet sein, damit ergibt sich ein
l.

Korrelation mit einem agde estsystem

Der Mediagnost V ISA wurde einem kommerziell verfugbaren Vaspin ELISA
verglichen. Wie di g 4 zeigt, korrelieren beide Testssysteme sehr gut miteinander.
Nur die absolute Quantifizierung unterscheidet sich um den Faktor 2, was auf Unterschiede in
der Kalibratién / de librationsmaterial zurtickzufihren ist.

y = 2,0703x- 0,0044 ¢
Z 7 R? = 0,9809

Vaspin [ng/ml] Competitor
=Y

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

Vaspin [ng/ml] Mediagnost

Abbildung 4: Assay Testvergleich Mediagnost Vaspin ELISA / Kommerzieller Testkit
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Referenzwerte

Serumproben einer kleinen Gruppe gesunder Blutspender wurden eingesetzt, um die
Vaspinkonzentration in gesunden Erwachsenen abschatzen zu koénnen. Informationen
bezuglich des Zeitpunktes der Blutentnahme oder der Einnahme von Kontrazeptiva lagen
nicht vor. Die Proben wurden in einer Verdiinnung 1:4 in den Test eingesetzt.

Mittelwert SA Mittelwert SA
Alter [Jahre] Manner [ng/ml] Anzahl Frauen [ng/ml] Anzahl
[ng/ml] g [ng/ml] 9
19-25 0,208 0,12 13 2,277 1,8 9
26-30 0,241 0,23 11 1,130 0,88 5
34-44 0,241 0,15 8 0,999 0,7 10
45-54 0,253 0,18 8 0,708 9
55-68 0,2402 0,20 5 0,503 ’\ 5

Bei den weiblichen Blutspendern féllt die Abnaﬁ :;er Vaspinkonzentration mit

zunehmendem Alter ins Auge. Jedoch ist hier ,zu ticksichtigen, dass Kontrazeptiva zu
einem Anstieg der Vaspinkonzentration flhr ie) hier beobachtete Zunahme des
Vaspingehalts im Serum koénnte daher auch, Vef@nderungen im Verhalten der Frauen mit
zunehmendem Alter reflektieren und nicht auf p logische Prozesse zurtickzufihren sein.
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PACKAGE INSERT ENGLISH

Mediagnost Vaspin ELISA E106
- is suited for Vaspin determination in serum samples
- is extremely sensitive (Limit of Blank 4 pg/ml)
- is fast: incubation time a total of 3.5 hours
- Single Standards with 10, 75, 200, 500,1000 pg/ml human Vaspin are provided in the kit
- 2 Control Sera are provided for quality control purposes according GLP
- is calibrated with recombinant Vaspin
- Microtiter plates are separately break apart, tests can be adapted to ir@ requirements

L 4
INTENDED USE O

Measurement of human Vaspin human serum. For ReseafC § Only. Not for Diagnostic
Procedures.

INTRODUCTION é

The ELISA for quantitative measurement aspin IS based on polyclonal rabbit antisera
raised by genetic immunization of the rabbits (c Vaspin SC306941).

Vaspin also known as SerpinAl2 is a @ protease inhibitor and consists of 395 amino
acids forming 3 B-sheets and 9 a-helice olecular weight of Vaspin is about 45.2 kDa. It
does not form multimeric aggre S intra-molecular disulfide bridges and no binding
proteins in human serum ar n. The Vaspin gene is not only expressed by

subcutaneous and visceral 0 ut also by liver tissue, in the pancreas® and in the
human epidermis (granul cytes / GK cells)?.

“Serum Vaspin level
levels within 2 h akfast. Serum Vaspin levels also showed a preprandial rise and
postprandial
s reached a nadir in the mid-afternoon and showed a nocturnal rise,
Vaspin levels being approximately 250% of nadir levels. Unscheduled

that energy intake itself has a suppressive effect on serum Vaspin levels. The diurnal pattern

of serum Vaspin concentrations was exactly reciprocal to that of insulin and of glucose” 3.

A sexual dimorphism has been detected with higher Vaspin levels in girls increasing with age
and pubertal stage®”. A preliminary investigation (n = 81) of Vaspin levels in healthy adult
blood donors revealed higher Vaspin levels in women decreasing with increasing age. In this
context it is important to reflect, that oral contraceptives significantly increase serum Vaspin
concentration®.

Serum Vaspin concentration is independent of BMI but negatively associated with insulin
sensitivity and obesity, thus “Vaspin was increased with worsening insulin resistance” *. If
glucose metabolism / insulin sensitivity is improved by therapeutic intervention e.g.
rosiglitazone, plasma Vaspin concentration decreases significantly®. Interestingly lifestyle
intervention results in increasing adiponectin concentrations as well as in improved insulin
sensitivity but after a 10 months intervention Vaspin concentration remain unchanged®. Thus,
the mechanism regulating the Vaspin concentration in circulation is still unclear. Vaspin
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concentration might be even more influenced by glucose uptake than by body fat at least in
pre-pubertal children’.

In insulin resistance, diabetes as well as atherosclerosis inflammatory processes are involved
and Vaspin might be a link between the endocrine and the immune system. To elucidate the
role of Vaspin in inflammation its influence on TNF-a-stimulated production of reactive
oxygen species was investigated in smooth muscle cells. Vaspin significantly decreased the
TNF-a-intsjuced monocyte adhesion to SMCs as well as TNF-a induced intracellular signal
cascade °.

The diagnostic value of Vaspin remains unclear, conflicting results question its value as
biomarker for visceral or total adipose tissue. As well as regarding insulin resistance while in
children Vaspin might correlate with insulin sensitivity’ but in adults no correlation was
found”.

The Mediagnost Vaspin ELISA is a tool for the further investigation an@hyvalidation of Vaspin

as a biomarker for the visceral adipose tissue, insulin sensitivity a oSe tolerance.
MATERIALS PROVIDED \
1 Microtiter plate, ready for use, with 96 wells, gli upiin 12 stripes a 8 wells (separately
) break apart), coated with anti-human Vaspin attibo
Standards A-E, lyophilised, contai inant Vaspin. Standard values are
2) between 0.010 — 1 ng/ml (10, 75,20 0)/and 1000 pg/ml) Vaspin and have to be
reconstituted with 750 pl (each) Dilu er VP. Use 100 pl pro well in the assay.
Dilution Buffer VP, 120 ml, rea r use, after shaking. Please use this for the
3) reconstitution of Standards and Control Sera and for the dilution of Control Sera and
Samples.
Control Sera KS1 a 0 pl, lyophilised, contain human serum and should be
reconstituted in ea 0 pl Dilution Buffer VP. The Vaspin target values and the
4) respective ranges i on the vial labels. The dilution should be according to the
dilution of the resp amples. Use 100 pl pro well in the assay.
5) @ Antibody AK, 12 ml, ready for use, contains the biotinylated anti-Vaspin
antibody. {05,100%l for each well in the assay.
Enzyme gate EK, 12 ml, ready for use, contains horseradisch-peroxidase
6) |ICONJ conj tOystreptavidin, Use 100 pl for each well in the assay.
Wa ffer (WP), 50 ml, 20-fold concentrated solution. Washing Buffer (WP)
WASHBUF s t diluted 1:20 with distilled or demineralised water before use (e.g. add the
7 |]20 te contents of the flask (50 ml) into a graduated flask and fill up with A. dest. to
1000 ml). Attention: After dilution the Washing Buffer is only 4 weeks stable, dilute only
ccording to requirements.
Substrate (S), 12 ml, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP)-substrate, stabilised
8) |[ISUBST -,
H,O, Tetramethylbencidine.
9) Stopping Solution (SL), 12 ml, ready for use, 0.2 M sulphuric acid, Caution acid!
10) Sealing tape for covering of the microtiter plate, 3 x, adhesive.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips
Graduated cylinder for diluting Washing Buffer (WP)

Distilled or deionized water for dilution of the Washing Buffer (WP), 950 ml
Vortex-mixer

Microtiter plate shaker (350 rpm)

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and > 590 nm
Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For research and professional use only.

Before starting the assay, read the instructions completely and carefully. Use the valid version of the package
insert provided with the kit. Be sure that everything is understood.

Temperature will affect the absorbance readings of the assay. However, values for the patient samples will
not be affected.

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

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

Disposal of containers and unused contents should be done in accordance with fe and local regulatory
requirements.

Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of ast 15 minutes. In order to
assure an effectual rinsing spread the eyelids.
Ingestion: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water. Immedi S@e a physician.

General first aid procedures:
Skin contact: Wash affected area thoroughly with water. Discard contaminéted nd shoes.
v&r

be treated as potentially infectious.

Do not eat, drink or smoke in these areas. Never pipette the, matesiéls with the mouth. Avoid direct contact with
these materials by wearing laboratory coats and “@digposable gloves. Spilled material must be wiped off
immediately and should become disinfected. Clean c inated areas and equipment with a suitable
detergent.

Caution: This kit contains material of human and/or animaz The components and samples should

Human Serum
Contained in following components: Con
The sources of human sera were te
Hepatitis C virus (HCV), and Human |
can offer total assurance of the ab

should be treated as potentially g tio

m KS1 and KS2.
and found non-reactive for Hepatitis-B surface antigen (HBsAQ),

The reagents A-E, AK,
chloro-2-methyl 2H i

Do not ingest.

Stop solution contains 0.2 M Sulfuric Acid (H,SO,)

R36/38 Irritating to eyes and skin

S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water

S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves.

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

R20/21/R22 Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed

R36/37/38 Irritating to eyes, respiratory system and skin

S26 In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water and seek medical advice
S28.1 After contact with skin, wash immediately with plenty of water

S36/37 Wear suitable protective clothing and gloves

METHOD

The enzyme immunoassay for Vaspin E106 is a so-called Sandwich-Assay. It utilizes specific and
high affinity polyclonal antibodies for this protein. The Vaspin in the samples binds to the
immobilized first antibody on the microtiter plate. In the following step, the biotinylated antibody
binds in turn to Vaspin. After washing, Streptavidin-Peroxidase-Enzyme conjugate will be added,
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which will bind highly specific to the biotin and will catalyse the enzymatic reaction, which turns the
colour of the substrate, quantitatively depending on the Vaspin level of the samples.

SPECIMEN
Serum samples can be used in this assay.

Storage of the samples
Storage at —20°C in tightly closable plastic tubes is recommended.

Sample Preparation

Samples have to be diluted in Dilution Buffer (VP). For most of the determinations (serum
samples, and no extreme values are expected) a dilution of 1:4 with Dilution Buffer VP
should be suitable. According to expected Vaspin levels the dilution with /P can be higher or
lower. The excellent linearity of this test system allows sample dilution :

Vaspin concentrations may be completely different in body flyids @nan origin other than
serum or cell culture supernatants.

Suggestion for dilution protocol: %
Pipette 210 pl Dilution Buffer VP in PE-/PP-Tube&E: cation of a multi-stepper is
recommended in larger series), add 70 pl Serum- ® a (dilution1:4). After mixing use

100 pl per determination of this dilution in the as

TECHNICAL RECOMMENDATIONS

Reagents with different lot numbers ¢ e mixed. All reagents and micro titerplate are
stable until the indicated expiry, if stOged¥hopened and protected from sunlight at 2 — 8°C.

=

The shelf life of the components pening is 4 weeks, if used appropriately.

ould be performed at mean rotation frequency of a particularly
suitable migfoti shaker. We are recommending 350 rpm. Due to certain technical
IOohs may occur, in case the rotation frequency must become adjusted.
Insufficient 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.

Proper washing is of basic importance for a secure, reliable and precise performance of the
test. Incomplete washing is common and will adversely affect the test outcome. Possible
consequences may be uncontrolled unspecific variations of measured optical densities,
potentially leading to false results calculations of the examined samples. Effects like high
background values or high variations may indicate washing problems.

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

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

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

Manual washing is an adequate alternative option. Washing Buffer may be dispensed via a
multistepper device, a multichannel pipette, or a squirt bottle. The fluid may be removed by
dynamically swinging out the 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.

Standards and Controls
For the reconstitution of the lyophilised Standards A - E Dilution Buffer VP has to be used.

The lyophilised Control Sera KS1 and KS2 must be reconstituted with the Dilution Buffer VP.

The dilution should be according to the dilution of the respected samples.
It is recommended to keep reconstituted reagents at room temperature for 9 mifutes and then to

mix them thoroughly but gently (no foam!) with a Vortex mixer. o

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

Washing Buffer 6

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

Microtiter plate

Store the once unused microtiter ip@wells together with the desiccant in the tightly
closed clip lock bag at 2-8°C use i& e provided. After opening the microtiter plate is

stable for 4 weeks.
Substrate Solution
The Substrate Solution (§), bilised H,O,-Tetramethylbencidine, is photosensitive — store

and incubate in the d?b
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ASSAY PROCEDURE

When performing the assay, the Standards A-E, Control Sera KS1& KS2 and the samples should
be pipetted as fast as possible (e.g., 15 minutes). To avoid distortions due to differences in
incubation times, the Enzyme Conjugate EK as well as the succeeding Substrate Solution S
should be added to the plate in the same order and in the same time interval as the samples.
Stop Solution SL should be added to the plate in the same order as the Substrate Solution S

All determinations (Standards, Control Sera and samples) should be assayed in duplicate.

For optimal results, accurate pipetting and adherence to the protocol are recommended.

1) Pipette in positions A1/2 100 pl Dilution Buffer VP (blank).
2) Pipette in positions B1/2 100 ul of the Standard A (10 pg/ml), Q
pipette in positions C1/2 100 pl of the Standard B (75 pg/ml),
pipette in positions D1/2 100 pl of the Standard C (200 pa 1)
pipette in positions E1/2 100 ul of the Standard D (50
pipette in positions F1/2 100 pl of the Standard E (@nl)
0

To control the correct accomplishment of the as | of the 1:4 (or in respective
dilution ratio of the samples) in Dilution BuffefVP{iluted Control Sera KS1/KS2 can be
pipetted in positions G1/2 and H1/2.

Pipette 100 pl each of the diluted samples (e.g. dilute 1:4 with Dilution Buffer VP) in the
rest of wells, according to your requi@t&

3) Cover the wells with sealing tape ate the plate for 1 hour at room temperature
(shake at 350 rpm).

4) After incubation aspirate the c of the wells and wash the wells 5 times 300 pl
Washing Buffer WP / well.

5) Following the last was p pipette 100 pl of the Antibody Conjugate AK in each
well.

6) Cover the wells

th ling tape and incubate the plate for 1 hour at room temperature

8) Following the last washing step pipette 100 pl of the Enzyme Conjugate EK in each well.

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

10) After incubation wash the wells 5 times with Washing Buffer WP as described in step 4.
11) Pipette 100 pl of the Substrate Solution S in each well.

12) Incubate the microtiter plate for 30 minutes in the dark at room temperature.

13) Stop the reaction by adding 100 pl Stopping Solution SL to all wells.

14) Measure the absorbance within 30 minutes at 450 nm (Reference filter 2 590 nm)
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ESTABLISHING THE STANDARD CURVE

For the evaluation of the assay it is preconditioned that the absorbance values of the blank
should be below 0.25, these of standard E should exceed 0.8.

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

The standards provided contain the following concentrations of Vaspin:

Standard A B C D E

ng/mi 0.010 0.075 0.20 0.5 1.0

pg/mi 10 75 200 500 QOO

1) Calculate the mean absorbance (MA) value for e b@from the duplicated
determination (well A1/A2).

2) Subtract the mean absorbance (MA) of the blank f@e mean absorbances of all
other values.

3) Plot the standard concentrations on the ' ersus the mean value of the
absorbance of the standards on the y-axi

4) Recommendation: Calculation of the staRda urve should be done by using a
computer program e.g. a linear regres r 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 j ividual cases).

5) The Vaspin concentration hesdildted sample or the diluted control sera in pg/ml
(or ng/ml according the c nWnit for the standards) is calculated in this way, the
Vaspin concentrations of iluted samples and of control sera are calculated by
multiplication with t spective dilution factor.

2,00 -
1,80 -| @ y=1,8107x-0,0187
R2 = 0,9994
1,60 - - \
— 1,40
£
£ 1,20@
(V3]
% 1,00 -
£ 0,80 |
e
2 0,60 -
-1
< 0,40 |
0,20 -
0,00 4 ; : : : : :
0,20 9 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Vaspin [ng/ml]

Fig. 1: Exemplary Standard Curve with linear regression for curve analysis.

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

Exemplary calculation of the Vaspin concentration of a 1:4 diluted sample:
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Measured extinction of your sample (OD450-ODg2)  0.56
Measured extinction of the blank (OD4s0-ODs20) 0.03

Your measurement program will calculate the Vaspin concentration of the diluted sample
automatically by using the difference of sample and blank (0.03) for the calculation. You only
have to determine the most suitable curve fit (here: linear regression).

In this exemplary case the following equation is solved by the program to calculate the
Vaspin concentration in the sample:

0.53=1.8107x - 0.0187

0.303 =x

If the dilution factor (1:4) is taken into account, the Vaspin concent@)f the undiluted
sample is

0.303 x4 =1.212 ng/ml O
.
PERFORMANCE CHARACTERISTICS \
Standards a
The standards are prepared from recombinant human Vasﬁ] centrations of 10; 75; 200;
500 and 1000 pg/ml (equal to 0.010 -1 ng/ml). @
Sensitivity

We measured the blank (dilution buffer only) 16 times in one assay. The resulting standard
deviation was used for calculating the c@ration which can be differentiated from the
C

blank. Thus, lowest amount of Vaspin d

ble is 4 pg/ml.

Standard
Deviation
[a.u.]
0.015

Specificity

Proteins o Ive serum sample were separated by size exclusion chromatography,
resulting fractions were tested a) by the ELISA and b) fractions positive in the ELISA were
also tested by western blot. Figure 2 demonstrates that the ELISA detects a signal at about
37 kDa which is confirmed by western blot. Theoretically Vaspin has a molecular weight of
45.2 kDa. In comparison with recombinant Vaspin the signal of the SEC peak fraction is of
the same size. Differences of the calculated molecular weight might result of the variability in
column calibration as well as of the SEC conditions, like fraction size and flow velocity.
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O
Fig. 2: Specificity of Mediagnost Vaspin ELISA. Human 6\
Serum (250 pL) was separated by SEC Superdex 10/300GL,

fraction size was 0.5 ml and flow velocity 0.5 ml/min. &

Samples were diluted 1:4 in dilution buffer. Inset shows

results of western blotting, samples were separated by 1

SDS-PAGE blotted and stained by biotinylated antibo
(1:1000) and streptavidin-peroxidase conjugate (1:15

Recovery

For evaluation of disturbing substan rum samples as well as assessing correctness
we enriched several human seglimy samples with two different amounts of recombinant
Vaspin. For control purposes same amounts of Vaspin were added to buffer and relative
recovery in serum samples alculated based on the value found in buffer.

&
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Table 2: Recovery of recombinant Vaspin in human serum samples.

Endogenous Serum enriched |Serum enriched
Vaspin content |with 50 pg/ml with 500 pg/ml
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
Vaspin n Bufer 0.052 0.408
Sample 1 0.233 0.271 0.591
Recovery [%)] 95 87
Sample 2 0.1055 0.139 0.455
Recovery [%] 88 89
Sample 8 0.2595 0.302 0.705
Recovery [%)] 97 99
Sample 9 0.517 0.588 1.013
Recovery [%)] 103 1 gz
Sample 4 0.118 0.151 0.4
Recovery [%] 89 q:\
Sample 5 0.744 0.943
Recovery [%)] 118
Sample 17 1.457 1.601
Recovery [%] 10
Sample 18 0.2895 0.345 0.695
Recovery [%]

1 92
% and 88 — 118% for 50 pg/ml enrichment, on
avarage 97% of the added recorwt aterial was found.

Recovery range was 77-102% for
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Reproducibility and Precision

Table 3: Inter-Assay-Variation (results of 3 independent determinations)

Number Mean [ng/mL] VC%
Serum 1 9 0.189 8.55
Serum 2 9 0.823 4.52
Serum 3 9 2.885 4.75
Table 4: Intra-Assay-Variation
Number Mean [ng/mL] VC%
Serum 1 20 0.226 2.85
Serum 2 20 1.192 3-5_6
Serum 3 20 1.536 K
Linearity @

The linearity of serum dilutions is over a very wi
high and low Vaspin content were sena@d and dilution was measured by Vaspin ELISA.

Results are shown In Figure 3. It
cases dilution resulted in linear decrease

1,2

Vaspin [ng/mL]
o o =
E=Y (o) ] ]

o
L®]

0

(<;\~

0‘-l

0,1

Q
S

0,2

N\

nge excellent. Two serum samples with

le to quantify Vaspin down to 4 pg/ml. In both

ncentration.

0,4 0,5

Dilution [1/Dilution]

¢ Serum 1

W Serum 2

0,6

Fig. 3: Linearity. Two serum samples were diluted and concentration of
each dilution was measured. Here concentrations are shown.
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Assay Range

If no extreme values are expected, the dilution of 1:4 with Dilution Buffer VP is for most
determinations suitable, the respective covered range would be 4 pg/ml- 4000 pg/ml.

Correlation with another test system.

Mediagnost Vaspin ELISA was compared with an commercially available Vaspin ELISA. We
found a very good correlation of measured values even absolute values differ by factor 2
because of differences in calibration (Figure 4).

y =2,0703x-0,0044 ¢
R?* =0,9809

o~

w

w

Vaspin [ng/ml] Competitor
] E=Y

[EEY

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2, 3, 3,5 4,0
Vaspin [ng/ml] Mediagnost

Fig. 4.: Assay Comparison with commerci@Testsystem

Reference values

=

Serum samples of a small

concentration in healthy

status was available.

ro

ealthy blood donors were used to assess the Vaspin
o information regarding sampling time or contraceptive

ere diluted 1:4.

les SD Number Mean Femals SD Number
[ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
0.208 0.12 13 2.277 1.8 9
0.241 0.23 11 1.130 0.88 5
34-44 0.241 0.15 8 0.999 0.78 10
45-54 0.253 0.18 8 0.708 0.69 9
55-68 0.2402 0.20 5 0.503 0.31 5

In females an age-dependent decline of Vaspin concentrations might be apparent, but it
should be reflected that oral contraceptives result in an increase of Vaspin serum
concentration. Thus, instead of age dependent changes decline of Vaspin concentration
might reflect a changed behavior of women correlating with age.
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KURZANLEITUNG MEDIAGNOST VASPIN ELISA E106

Rekonstitution / Verdinnung von Reagenzien

Standards A-E Rekonstitution in Verdinnungspuffer VP je 750 pl
Kontrollseren KS1 & KS2 | Rekonstitution in Verdiinnungspuffer VP je 250 pl

verdinnen in A. dest. (z.B. die gesamte Menge von [ 1:20
Waschputfer WP 50 ml im Standzylinder auf 1000 ml auffillen)

Probenverdiinnung bzw. Kontrollserumverdiinnungen KS1&KS2:
1:4 in Verdunnungspuffer VP, sofort mischen und in max. 60 min. verwenden.
Davon 100 ul pro Bestimmung einsetzen.

Vor der Testdurchfiihrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.

Testdurchfiihrung Doppelbestimmung

Pipettieren Reagenzien N ition
100 pl Leerwert (VP) nd A2
100 pl Standard A (10 pg/ml) 1 und B2
100 pl Standard B (75 pg/ml) Clund C2
100 pl Standard C (200 pg/ml) D1 und D2
100 pl Standard D (500 pg/ml) E1l und E2
100 pl Standard E (1000 pg/ml) F1 und F2
100 pl Verdinntes Kontrollserum KS1 {4 G1 und G2
100 pl Verdinntes Kontrollserum KS2 (1:4 H1 und H2
100 pl Probenverdiinnung (1:4) # in die Vertiefungen nach Bedarf
[ e diéerfiefungen dicht abdecken
bei RT (20-25°C), 350 rpm
5x 300 pul |Absaugen und die R 5x mit je 300 pl . :
Waschpuffer WPV eriEfung waschen in jede Vertiefung

100 pl | Antikorper- in jede Vertiefung

5x 300 pul |Absaug die Platte 5x mit je 300 pl

in jede Vertiefung

uffér WP / Vertiefung waschen
100 pl Enzymkonjugat EK in jede Vertiefung
Inkubation: 1 h bei RT (20-25°C), 350 rpm
i e g e
100 pl Substratlésung S in jede Vertiefung
Inkubation: 0,5 h im Dunkeln bei RT (20-25°C)
100 p | Stopplésung SL | injede Vertiefung

Messung innerhalb von 30 min bei 450 nm (Referenzfilter (=590 nm)
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SUMMARY Mediagnost VASPIN ELISA E106

Reconstitution / Dilution of Reagents

Standards A-E Reconstitution in Dilution Buffer VP 750 ul each

Control Serum KS1 & KS2 Reconstitution in Dilution Buffer VP 250 pl each
dilute in A. dest. (e.g. add the complete

Washing Buffer WP contents of the flask 50 ml into a graduated 1:20
flask and fill with A.dest. to 1000 ml)

Sample Dilution + Control Sera KS1 & KS2: 1:4 in Dilution Buffer VP, mix directly and
use within max. 60 min. Use 100 pl per determination

Before assay procedure bring all reagents to room temperature

Pipette Reagents
100 pl Blank (VP)
100 pl Standard A (10 pg/ml)
100 pl Standard B (75 pg/ml) Cland C2
100 pl Standard C (200 pg/ml) D1 and D2
100 pl Standard D (500 pg/ml) El and E2
100 pl Standard E (1000 pg/ml) F1 and F2
100 pl Diluted Control Serum KS1 (1: G1 and G2
100 pl Diluted Control Serum KS2 (1:4) H1 and H2
100 pl Diluted Samples (1: Pipette sample in the rest of the wells
according to requirements

Cover the wells with the sealing tape
h"at RT (20-25°C), 350 rpm

Incub
of the wells and wash 5x with
each well

5 x 300 pl Aspirate the gent
300 pl eaﬁ%e
100 pl onjugate AK each well

bation: 1 h at RT (20-25°C), 350 rpm

5 x 300 pl e contents of the wells and wash 5x with
each WP/well each wel
me-Conjugate EK each well
Incubation: 1 h at RT (20-25°C), 350 rpm
5 x 300 pl Aspirate the contents of the wells and wash 5x with each well
300 ul each WP/well
100 pl Substrate Solution S each well
Incubation: 0.5 h in the dark at RT (20-25°C)
100 pl |Stop Solution SL \ each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm (=590 nm Reference)
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E106 I:IE International Test Description

STD | AE A -E [Rec in] 750 pl BUF| VP
Control KS1/KS2 250 pl BUF| VP
WASHBUF | 20X WP 1:20 [DILU| A. dest.
Control 1:4 BUF| vP
1:4 BUF vP
20-25 °C
100 pl VP 2
100 pl A (10 pg/ml) ¢ 1/2
100 pl (75 pg/ml) % C1/2
100 pl (200 pg/ml) D1/2
100 pl D] (500 pg/ml) E1/2
100 pl E (1000 pg/ml) F1/2
1004l |[CONTROLU KS1 1:4 G1/2
100 l KS2 1:4 H1/2
100yl ||SPE|1:4 DILU| BUF| VP
20-25| <> | 350 rpm
5x 300 pl 5x WP
100 pl AK
TAPE
©]1h 20-25 | <> | 350 rpm
5x 300 5x WP
100 pl CONJ EK
[©] 1hc20-25 | < |350 rpm
5x 300 5x WP
100 pl s
0.5h PCl20-25 |25
100 pl SL
IMEASURE|
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