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Human-Leptin-RIA-CT

c € Radioimmunoassay with Coated Tubes for the Quantitative Detection of e n
human Leptin in serum and plasma
KIPMR44
IN VITRO DIAGNOSTIC USE

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax:+32 10 84 99 91

TECHNICAL FEATURES+APPLICATIONS

Measures total Leptin concentration in serum, EDTA/Heparin plasma
Calibrated against the WHO International Standard: NIBSC Code 97/594
High affinity antibodies, no influence of Leptin Bindingprotein
Ready-to-use calibrators with 0-64 ng/ml

Small serum volumina sufficient, measurement in capillar blood possible
Easy handling
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INTRODUCTION

Leptin, the product of the ob gene (1,2), is a discovered single-chain proteohormone, discovered in 1994, with a molecular weight of 16 kD, which is
thought to play a key role in the regulation of body weight. Its amino acid sequence exhibits no major homologies with other proteins (1). Leptin is
almost exclusively produced by differentiated adipocytes (3-5). It acts on the central nervous system, in particular the hypothalamus, thereby
suppressing food intake and stimulating energy expenditure (2,6-9). Leptin receptors - alternatively spliced forms exist that differ in length - belong to
the cytokine class | receptor family (10-12). They are found ubiquitously in the body (10, 11, 13, 14) indicating a general role of leptin, which is
currently not fully understood. A circulating form of the leptin receptor exists which acts as one of several leptin binding proteins (15). Besides its
metabolic effects, leptin was shown to have a strong influence on a number of endocrine axes. In male mice, it blunted the starvation-induced marked
decline of LH, testosterone, thyroxine and the increase of ACTH and corticosterone. In female mice, leptin prevented the starvation-induced delay in
ovulation (16). Ob/ob mice, which are leptin deficient due to an ob gene mutation, are infertile. This defect could be corrected by administration of
leptin, but not through weight loss due to fasting (17), suggesting that leptin is pivotal for reproductive functions.

All these actions may, at least in part, be explained by the suppressive effect of leptin on neuropeptide Y (NPY) expression and secretion by neurons
in the arcuate nucleus (6,18,19). NPY is a strong stimulator of appetite (20,21) and is known to be involved in the regulation of various pituitary
hormones, e.g. suppression of GH through stimulation of somatostatin (22,23), suppression of gonadotropins (23) or stimulation of the pituitary-
adrenal axis (21).

The most important variable that determines circulating leptin levels is body fat mass (24-26). Obviously, under conditions of regular eating cycles,
leptin reflects the proportion of adipose tissue (27) showing an exponential relationship (37). This constitutive synthesis of leptin is modulated by a
number of non-hormonal and hormonal variables. Stimulators in both rodents and humans are overfeeding (28,29), insulin (3,5,30-33) and
glucocorticoids (5,34-36). Suppression has been shown for fasting (27), cAMP and beta-3-adrenoceptor agonists (35). From these findings it becomes
clear that leptin is an integral component of various metabolic and endocrine feedback loops (38).

For clinical purposes, it is important to note that serum leptin levels show a moderate circadian variation with a peak during the night at about 2 a.m.
(37). The leptin values at this time are about 30 to 100 % higher than the levels measured in the morning or early afternoon. This variation together
with the influence of food intake needs to be taken into account, when blood samples are collected.

Under fairly standardized conditions, i.e. normal eating cycles and blood sampling in the morning or early afternoon, a single leptin measurement is
informative.

For the appropriate interpretation of measured leptin levels, reference ranges are required. Because body fat mass is the major confounding variable,
these ranges should be referred to measures of the percentage body fat such as body mass index (BMI) or percent body fat determined by, e.g.,
bioelectric impedance assessment (BIA). Leptin levels are higher in females than in males (38,39) and an age dependence was shown in children and
adolescents (40). Therefore, reference ranges referring to measures of body fat should be stratified according to gender and pubertal development.

Leptin levels are high in most obese patients suggesting the presence of leptin insensitivity (20,26,37,38,41,42). In a small percentage of patients,
however, leptin levels have been found inappropriately low with respect to their fat mass. It remains for future studies to prove that these patients
represent a new pathophysiologic entity: leptin deficiency. Since leptin has also been shown to be of great importance for reproductive functions,
possible new pathophysiologic mechanisms may be discovered relating infertility to insufficient leptin production.

The discovery of leptin has released an avalanche of research activities seeking to understand the regulation and actions of this new hormone. Most
importantly, it has provided a key to better understand the physiology of body weight regulation and to unveil possible pathophysiologic mechanisms
in both obesity and eating disorders. Further, it may provide new insights into certain causes of infertility.

INTENDED USE

This radio immunoassay kit is suited for measuring human leptin in serum or plasma (EDTA-/Heparin- Plasma).
Under conditions of normal eating cycles, measurement in a single blood sample collected in the morning or early afternoon is sufficient.

The comparison with BMI-related reference ranges may be useful to detect conditions of relative leptin deficiency as a possible cause of obesity or
provide an indication for leptin resistance respectively.

Due to its high correlation with body fat mass leptin measurements under standardized conditions may be used as a simple and inexpensive test for
determination of body fat.




PRINCIPLE

For the Radioimmunoassay for the determination of human Leptin a polyclonal rabbit-antibody of high specificity is used. Leptin is measured
quantitatively and binding protein does not influence the test results. Tubes were coated with streptavidin and separation is facilitated by biotinylated
anti-rabbit-antibody.

Calibrators are prepared of recombinant human leptin in concentrations between 1, 2, 4, 8, 16, 32 and 64 ng/ml.

Calibration of the Assay

The Assays is calibrated against the International Standard for human leptin. The standard preparation of the WHO with code 97/594 (y) is available
from the NIBSC (z). One ampoule of the preparation, reconstituted in 1 ml Assay Buffer, will be quantified with the nominal content of 5000 ng human
leptin.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Sensitivity
The analytical sensitivity of the assay yields 0.1 ng/ml (2x SD of zero calibrators)

Intra-Assay-Variation

Standard Deviation
Number of determinationg Mean value [ng/ml] VC%
[ng/mi]
Sample 1 6 19.67 0.87 44
Sample 2 6 6.95 0.33 4.8
Inter-Assay-Variation
Standard deviation VC%
Mean value (ng/ml) (ng/ml) (%)
Sample 1 8.975 0.48 5.3
Sample 2 6.3 0.32 5.1
Sample 3 209 1.05 5.0

Linearity
The Leptin RIA KIPMR44 can be used for diluted samples. The linearity of serum dilutions is excellent (Fig.9).

Recovery
Serum spiking experiments with recombinant human leptin yielded a recovery of 97% (+ 2%).

SPECIMEN COLLECTION, PREPARATION, AND STORAGE

Serum as well as EDTA/Heparin plasma samples are suitable (significant deviation of hLeptin levels in corresponding Serum or -Plasma samples
were not found). An external sample preparation prior to assay is not required.

Warning statement
Biotin concentrations of >125 ng/mL in the hLeptin kit showed significant interference with the assay system and result in false high values. Therefore
samples from patients under high dose biotin therapy (>10 mg/day) cannot be used for Leptin measurement by this test.

Samples should be handled as recommended in general: as fast as possible and chilled as soon as possible. In case there will be a longer period
between the sample withdrawal and determination store the undiluted samples frozen at —20°C or below in tightly closable plastic tubes. Avoid on
principal repeated freeze-thaw cycles of serum/plasma (if required, please subaliquote) although Leptin levels were found to be unaffected by few
cycles (5x) in our experiments.

The high sensitivity of the assay allows measurement of hLeptin in small sample volumes. Because of the wide effective range of this RIA kit a
preparative sample dilution is generally not necessary. For most of the determinations (serum or plasma samples, and no extreme values expected)
the use of undiluted samples 25 pl per tube, should be appropriate. In case Leptin levels of more than 64 ng/ml are expected, eg. obese patients
(BMI>35), the sample should and can be diluted, e.g. 1:10.

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

REAGENTS PROVIDED

Assay buffer

(1 bottle, 125 ml; ready for use)

“ Capture-antibody: anti-rabbit IgG, biotin-conjugated. Reconstitute in 7 ml Assay buffer.
(1 bottle, 7 ml; lyophilized)

Specific antibody: rabbit-anti-human leptin antibody. Reconstitute in 7 ml Assay buffer.
(1 bottle, 7 ml; lyophilized)

Ag | 1251 Tracer: '®I-leptin; < 2.85 uCi or < 105kBq respectively. Reconstitute in 13 ml Assay buffer.
(1 bottle, 13 ml; lyophilized, red coloured)

Calibrators 1-7. (7 vials, 750 ul each; ready for use). Contain recombinant Leptin. Use 25 ul/ tube.
See exact values on the vial label



(1 vial, 0.75 ml; human serum; lyophilized). Reconstitute with 750 pl Assay buffer.
See exact values on the vial label

U Tubes (125 streptavidin-coated tubes, ready for use)

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Precision pipettes (50, 100 and 500 pl) Micropipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips

Vortex-mixer

Device to aspirate the fluid from the tubes (recommended because of the potential danger of radioactivity and infection by human samples)
Shaking Device : 350 rpm

Gamma Counter

REAGENT PREPARATION
In conducting the assay, follow strictly the test protocol. Room temperature incubation means: Incubation at 20 - 25°C.

Reagents with different lot numbers should not be mixed. All reagents are stable unopened until the expiry date, if stored in the dark at 2° - 8°C (see label).

Control 1, Capture Antibody, Specific Antibody and Tracer have to be reconstituted in Assay Buffer. It is recommended to keep the reconstituted reagents
at room temperature for 30 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no foam should result) with a Vortex mixer.

The shelf life of the reagents after opening is in accordance with Tracer's sheff life.

Reconstituted Components (Control 1, Capture Antibody, Specific Antibody and Tracer) should be stored at -20°C (or below). Repeated freeze-thaw cycles
have to be avoided.

Before use, all kit components should be brought to room temperature. Precipitates, possible in buffers, should be dissolved before use through mixing
and warming.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

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

Reagents with different lot numbers should not be mixed.
. Reagents contain sodium azide as preservative, however, highly diluted (0.02%).
e  Safety Data Sheet available on request.

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

Before use, all kit components should be brought to room temperature at 20 - 25°C. Precipitates in buffers should be dissolved before use by
thorough mixing and warming. Temperature WILL affect the assay. However, Values for the patient samples will not be affected.

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

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

Radioactivity - Before ordering or using radioactive materials, it is necessary to take the appropriate actions to ensure compliance with national
regulations governing their use. Local rules in each establishment, which define actions and behaviour in the radioactivity working areas, should also
be adhered to. The advice given here does not replace any local rules, instructions or training in the establishment, or advice from the radiation
protection advisers. It is important to follow the code of good laboratory practice in addition to the specific precautions relating to the radionuclide 1-125
used.

lodine-125 has a radioactive half-life T1/2 of 60 days and emits 35.5 keV gamma radiation, 27 — 32 keV x-rays and no beta radiation. Shielding is
effective done by lead, first half value layer is 0.02 mm lead, reduction to 10 % is made by 0.2 mm.

To reduce the radiation dose time spent handling radioactivity should be minimized (plan ahead), and distance from source of radiation should be
maximized (doubling the distance from the source quarters the radiation dose).

Formation of aerosols, e.g. by improper opening and mixing of vials or pipetting of solutions which may cause minute droplets of radioactivity become
airborne, is a hazard and should be avoided.

Solutions containing iodine should not be made acidic, because this might lead to the formation of volatile elemental iodine.
As some iodo-compounds can penetrate rubber gloves, it is advisable to wear two pairs, or polyethylene gloves over rubber.

For cleaning of contaminated areas or equipment, the lodine-125 should be rendered chemically stable by using alkaline sodium thiosulphate solution
together with paper or cellulose tissue.

General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area thoroughly with water. Discard contaminated cloths and shoes.

Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. In order to assure an effectual rinsing spread the
eyelids.

Ingestion: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water. Immediately see a physician.

Do not eat, drink or smoke in these areas.

Never pipette the materials with the mouth.

Spilled material must be wiped off immediately and should become disinfected. Clean contaminated areas and equipment with a suitable detergent.

The handling of radioactive and potentially infectious material must comply with the following guidelines:



The material should be stored and used in a special designated area.

Do not eat, drink or smoke in these areas.

Never pipette the materials with the mouth.

Avoid direct contact with these materials by wearing laboratory coats and disposable gloves.

Spilled material must be wiped off immediately. Clean contaminated areas and equipment with a suitable detergent.

Unused radioactive material and radioactive waste should be disposed according to the recommendations of the national regulatory authorities.

Warning statement
Biotin concentrations of >125 ng/mL in hLeptin showed significant interference with the assay system and result in false high values. Therefore
samples from patients under high dose biotin therapy (>10 mg/day) cannot be used for Leptin measurement by this test.

ASSAY PROCEDURE

NOTES: All determinations (Calibrators, Control 1 and samples) should be assayed in duplicate. For optimal results, accurate pipetting and adherence
to the protocol are recommended.

When performing the assay, the Calibrators, Control 1 and the samples should be pipette as fast as possible.

Flow Chart of Assay Protocol

Assay Buffer,
Calibrators, Capture-antibody Specific antibody Tracer
# Tube ’
Control 1, Samples pl pl pl
Ml
1,2 TC - 100
34 Bo Assay Buffer :25 50 50 100
5-18 Calibrators Cal 1-7: 25 50 50 100
19,20 Control 1 Control 1: 25 50 50 100
21,22 Sample 1 25 50 50 100
23,24 Sample 2 25 50 50 100
etc...
1) Labelling of the assay tubes should be done in the following order:
1,2 total counts (TC),
3,4 zero calibrator (By),
5-18 duplicates of calibrators (1-7),
19, 20 duplicates of control (1),
21, 22 etc. duplicates of samples.
2) Add 25 pl of Assay Buffer to tubes 3 and 4.
Add 25 pl of Calibrators to tubes 5 - 18:
56 calibrator 1
7,8 calibrator 2, etc...
3) Add 25 pl of control 1 to tubes 19 and 20.
4) Add 25 pl of the first sample to tubes 21 and 22,etc.
5) Add 50 pl capture-antibody beginning with tube 3.
6) Add 50 pl specific antibody beginning with tube 3.
7) Add 100 pl tracer to all tubes.
8) Remove tubes 1 and 2 (total counts) or seal with a stopper.
9) Shake the tubes on a shaking device (350 rpm) overnight (at least 15 h) at room temperature. (steps 9 to 12 may not be performed with
tubes 1 & 2)
10) Aspirate the liquid (except tubes 1 and 2 !) completely.

Take care that the coating of the tubes remains intact. Depending on laboratory equipment and common laboratory practice, aspiration of
the liquid can be replaced by careful decantation.

11) Add 500 pl of assay buffer to the tubes (except tubes 1 and 2!).
12) Aspirate the liquid (see step 10).

13) Count the radioactivity of all tubes in a Gamma Counter for 1 to 3 min.



CALCULATION OF RESULTS
Establishing the Calibration Curve

Calibrator Bo 1 2 3 4 5 6 7
ng/ml 0 1 2 4 8 16 32 64
1. Calculate the average counts of each pair of tubes. This equals to the binding value B.
2. The mean of the zero standard (tubes 3 and 4) equals B.
3. Calculate the percent bound (% B/Bo) by dividing the B values by Bo:
%B/Bo = B/Bg x100%.
4. Plot % B/Bo versus the calibrator concentrations on a semi-logarithmic or logit-log paper respectively. For convenience, it is recommended
to use computer assisted data reduction programs.
5. Calculate the ‘percentage bound of the zero calibrator’:

Average of tubes 3, 4 (Bo) divided by average of tubes 1, 2 (total counts) multiplied by 100%.
It should be %By/TC > 20%.

Evaluation of sample concentrations:
Read the concentration value (abscissa) corresponding to the %B/B, of the sample as in the example given below:

average counts of zero calibrator (Bo): 8648 cpm
average counts of sample tube: 4283 cpm

%B/By  =sample counts / By x 100%
=4283/8648 x 100%
=0.495 x100% = 49.5%

For a 49.5% value on the y-axis (ordinate) a value of 7.28 ng/ml on the x-axis (abscissa) may be obtained.
In case of dilution of the samples, multiplication of this value determined graphically or by the aid of a computer program with the dilution factor gives
the leptin concentration of the sample.

Concentration of the control:
The control 1 should fit with the labelled concentration range. The measured Leptin concentration are only valid, if the measured value of the control is
in the labelled concentration range. Otherwise process analysis is required and depending on the results the measured values are accepted or not.

EXPECTED NORMAL VALUES

Serum leptin levels are mainly determined by body fat mass with low levels in lean individuals and high levels in obese subjects. In addition, there is a clear
gender difference with higher levels in females at a given percentage body fat. Further, leptin levels are influenced by pubertal development. Any attempt,
therefore, to give ranges of expected leptin levels must account for these relationships.

Various methods for the estimation of body fat are available such as calculation of body mass index (weight (kg) divided by the square of height (m)) (BMI),
bioelectric impedance assessment (BIA) or total body dual energy x-ray absorptiometry (DXA). Although the accuracy of BMI with respect to reflecting true fat
mass is inferior to other more sophisticated methods such as BIA or DXA, BMI provides a number of advantages:

1) It is independent of the regression models applied.

2) It is easy to determine, only weight and height measurements are required.

3) It is retrospectively mostly available.

4) It is the most precise measure during short-term changes of fat mass, e.g. during fasting.

Therefore, the following expectation ranges of serum leptin levels were referred to BMI as the major confounding independent variable and were stratified
according to gender and pubertal development (45; see figures 1-8 and tables 4 - 11). After the age of 20 years, no significant age dependence was observed.
These gender and age adjusted expectation ranges may be used to compare a measured leptin level at a given BMI with normal subjects to detect pathologic
deviations.

The best-fit regression lines for the various subgroups are exponential curves of the form leptin = a-e(b'BMl).

The 5th and 95th percentiles are given by the following equations:

(b-BMIc) (b-BMlI+c)

leptin = a-e and leptin=a-e respectively.

In a semi-logarithmic plot (y-axis = log leptin), these curves give straight lines. The values for a, b and c are given in table 3 according to gender and pubertal
stage and also for adults. Using these values, the expectation ranges of leptin levels can be easily extended to lower or higher BMI ranges if required.

Example:

The 50th percentile for boys at Tanner stages 3 and 4 is given by the following curve:
leptin = 0.0181 - £(0,2067 . BMI)

The 5th percentile is given by: leptin = 0.0181 - e(0,2067 . BMI - 1,1919)
and the 95th percentile is given by: leptin = 0.0181 - e(0,2067 . BMI +1,1919)

In a semi-logarithmic plot, these lines are parallel with an equal distance to the 50th percentile.

Calculation of standard deviation scores (SDS; Z-scores)

A convenient method to detect any deviation of a measured leptin level from the corresponding reference range is to calculate its standard deviation score by
relating the leptin level at the patient's BMI to the average leptin value of the corresponding sex and age group and expressing its deviation by the x-fold standard
deviation. This method may be considered as normalization to the normal reference cohort. Thus, the leptin values can be adjusted for BMI, gender and pubertal
stage/age (i.e., the influence of gender, age and BMI are removed) and may be pooled for further analysis.



Accounting for the logarithmic distribution of leptin levels, the leptin SDS can be calculated by the following equation:
leptin SDS = (In(leptin) - In(a) - b-BMI) / d

In this equation, In represents the natural logarithm (referring to the basis €). The constants a, b and d are given in table 3 according to gender and pubertal
stage/age.

Example:

A boy at Tanner stage 3, BMI = 25 kg/m?, measured leptin concentration = 5 ng/ml.
leptin SDS = (In(5) - In (0.0181) - 0.2067-25) / 0.6850 =
(1.6094 - (-4.0118) - 5.1675) / 0.6850 = 0.66

Estimation of optimal dilution of samples

Because serum leptin levels vary widely over several orders of magnitude, depending mainly on the body fat mass, adequate dilution might be a prerequisite for
precise measurement. Therefore, samples should be diluted such, that the leptin concentration is near this value in order to take maximum advantage of the
precision of the kit. The reference ranges provide a useful tool for a good estimation of the expected leptin value according to BMI, gender and age.

Example:

Adult woman, BMI = 45 kg/m? (130 kgs,1.70 m height). From the reference range for adult women, the average leptin level at a BMI of 45 kg/m? is
approximately 224 ng/ml. The optimal dilution would be 1:30.



APPENDIX

Table 3: Constants a, b, ¢ and d for calculation of leptin reference ranges and leptin SDS based on BMI. Groups of normal healthy
individuals were stratified according to gender and pubertal stage/age. TS= Tanner stage, n= number of subjects, a,b,c and d = constants
as defined in the text.

Groups n a b c d
Males

TS 1&2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379
TS 3&4 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850
TS5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558
Adults 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740
Females

TS 1&2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786
TS 384 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379
TS5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301
Adults 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212




Table 4: Girls Tanner stages 1 and 2

Percentile (ug/L)

Table 5: Boys Tanner stages 1 and 2

Percentile / Perzentile (ug/L)

BMI (kg/m?)

BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
1 022 |030 |066 |145 1.99
12 028 |039 [085 |1.86 2.56
13 036 |050 [1.09 |2.38 3.29
14 046 |064 [140 |3.06 422
15 060 |082 |[1.79 |3.93 542
16 0.76 |1.05 [230 |5.04 6.96
17 098 |135 [295 |6.47 8.93
18 125 173 |379 |8.31 115
19 161 |222 |487 |107 14.7
20 207 |285 [625 |13.7 18.9
21 265 |366 [803 |17.6 24.3
22 341 470 [103 |226 31.2
23 437 603 [132 |290 40.0
24 562 |7.75 [170 |37.2 51.4
25 721 |995 [218 |47.8 65.9
26 926 |128 [280 |614 84.7
27 19 |164 |359 |788 109.0
28 153 |211 |461 [101.0 |140.0
29 196 |27.0 |592 |130.0
30 152 | 347 |76
31 323 |446 |977
32 415 |572 |125.0
33 532 | 734
34 68.4 |943
35 87.8 |121.0
36 113
37 145
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Figure 1: Reference ranges of human serum levels referring to

BMI: GirlsTanner stage 1 & 2 (see text for details)

BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 0.08 0.12 0.29 0.69 0.99
12 0.01 0.16 0.38 0.91 1.30
13 0.14 0.20 0.49 1.19 1.71
14 0.19 0.26 0.65 1.56 224
15 0.24 0.35 0.85 2.04 2.93
16 0.32 0.46 1.11 268 3.84
17 0.41 0.60 1.45 351 5.04
18 055 0.79 1.90 4.60 6.60
19 072 1.03 250 6.03 8.66
20 0.94 1.35 3.27 7.90 113
21 1.24 1.77 429 10.4 14.9
22 1,62 233 5.62 136 195
23 212 3.05 7.37 17.8 255
24 278 3.99 9.66 233 335
25 365 524 12.7 306 43.9
26 7.78 6.87 16.9 40.1 57.5
27 6.27 9.0 217 525 75.4
28 8.22 118 285 68.9 98.8
29 10.7 155 374 903 | 129.0
30 14.1 203 48.9 118.0
31 185 26.6 64.2
32 24.3 34.8 84.1
33 31.8 456 110.0
34 417 59.8 144.0
35 54.6 784
36 716 | 1020
37 939 | 1340
38 123.0
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Figure 2: Reference ranges of human serum levels referring to
BMI: Boys Tanner stage 1 & 2 (see text for details)




Table 6: Girls Tanner stages 3 and 4. Table 7 : Boys Tanner stage 3 & 4

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)

BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99 BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
1 032 | 041 0.73 1.29 163 1 003 005 018 0.58 0.94
12 041 | 052 | 092 | 163 | 206 12 004 |007 022 |0O71 |1.16
13 052 | 066 116 207 261 13 049 |008 |027 0.88 143
1 065 | 083 147 261 331 14 006 [0.10 |0.33 1.08 175
15 0.83 | 1.05 1.87 3.31 4.19 15 007 |0.12 | 040 132 2.16

16 0.09 [0.15 |0.49 1.63 265
16 105 | 1.33 2.36 4.19 5.30

17 011 |0.18 |0.61 2.00 3.26
17 133 | 168 2.9 530 6.7 18 014 [023 |0.75 2.46 4.01
18 168 | 213 3.78 6.71 8.49 19 017 lozs log2 3.03 4.93
19 213 | 269 | 479 85 10.8 20 021 |034 [113 |372 |6.06
20 269 | 341 6.06 10.7 13.6 21 026 |042 |1.39 458 7.46
21 3.41 4.31 7.67 13.61 17.2 22 0.32 0.52 1.71 5.63 9.17
22 432 | 546 9.71 17.2 21.8 23 039 |064 |210 6.92 1.3
23 546 | 6.91 12.3 218 276 24 048 |0.78 |2.58 8.51 13.9
24 6.91 8.75 15.6 276 34.9 25 059 |09 |3.18 10.5 17.0
25 8.75 111 19.7 34.9 44.2 26 0.73 1.19 3.91 12.9 21.0
27 140 | 177 | 316 | 560 | 709 28 110 179 590 [194 [317
28 178 | 225 39.9 70.9 89.7 29 135 220 |7.26 239 390

30 166 | 271 |893 29.4 48.0
29 225 | 284 50.5 89.7 114.0

31 205 (333 |11.0 36.2 58.9
30 284 | 360 63.9 1140 | 1440

32 251 409 |135 445 724
31 360 | 456 809 144.0 33 3.09 [504 |166 54.7 89.1
32 456 | 57.7 80.2 144.0 ) 380 |620 |204 7.2 109.0
33 577 | 730 | 102.0 35 468 |762 |25.1 82.6 134.0
34 73.0 924 | 130.0 36 575 |9.37 |309 101.0
35 924 | 117.0 37 707 | 115 |37.9 124.0
36 117.0 | 148.0 38 87 |142 |467
37 148.0 39 107 | 174 |574

40 131 |214 |705

Girls Tanner Stage 3 & 4

10? : : : Boys Tanner Stage 3 & 4
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Figure 3: Reference ranges of human serum levels referring to

BMI: Girls Tanner stage 3 & 4 (see text for details). Figure 4: Reference ranges of human serum levels referring to
BMI: Boys Tanner stage 3 & 4 (see text for details).



Table 8 : Girls Tanner stage 5. Table 9 : Boys Tanner stage 5

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)
BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99 BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 050 |066 |1.34 2.71 3.62 11 0.03 |0.05 |0.16 |047 |0.73
12 0.58 |0.77 |1.56 3.15 4.21 12 0.04 |0.06 |018 |054 |0.84
13 067 |089 |1.81 3.67 4.89 13 0.05 |0.07 |0.21 062 |0.97
14 078 |1.04 |2.11 4.26 5.69 14 005 |008 |024 [072 |1.12
15 091 |121 |245 4.96 6.62 15 006 [0.10 [028 |084 |[1.30
16 1.05 |1.41 2.85 5.76 7.70 16 0.07 |0.11 033 |097 (151
17 122 |164 |3.31 6.70 8.95 17 0.08 |[013 |038 |1.12 |1.74
18 142 (190 |3.85 7.79 10.4 18 0.1 015 |044 |13 [202
19 166 |[221 |4.48 9.06 12.1 19 011 |0.17 |051 |150 |234
20 193 | 257 |520 10.5 14.1 20 013 |02 059 |1.74 |27
21 224 |299 |6.05 12.3 16.4 21 015 |[023 (068 |[201 |[3.13
22 260 |348 |7.03 142 19.0 22 017 |027 [079 |233 |3.62
23 303 |4.04 |8.18 16.6 22.1 23 020 |031 |091 |269 |4.19
24 352 |470 |951 19.3 25.7 24 023 [036 [105 [312 |4.85
25 409 |546 |11.0 224 29.9 25 027 |041 [122 |361 |562
26 476 |6.35 |129 26.0 34.8 26 031 |048 |141 |417 |65
27 553 (739 |15.0 30.3 404 27 036 [055 |163 (483 |[7.52
28 6.43 |859 |17.39 35.2 47.0 28 0.41 064 [1.89 |559 |[8T71
29 748 [999 |[20.2 40.9 54.7 29 048 [074 |219 |647 |10.1
30 870 |11.6 |235 47.6 63.5 30 055 (086 |254 |749 |[11.7
31 101 135 |273 55.3 73.9 31 064 [1.00 |294 |867 |[135
32 118 |157 |318 64.4 85.9 32 074 [115 |34 100 | 156
33 137 | 183 |37.0 74.9 99.9 33 086 [133 [394 |116 |18.1
34 159 | 212 |43.0 87.0 116.0 34 099 |154 (455 |[134 |[209
35 185 | 247 |50.0 101.0 | 135.0 35 115 [1.79 |527 |156 |24.2
36 215 |28.7 |581 118.0 36 133 |207 |6.10 |18.0 |28.1
37 250 |334 |676 137.0 37 154 |239 |7.06 |208 |325
38 291 |388 |786 38 178 |277 |817 |241 |376
39 338 [451 [914 39 206 [321 (946 |[279 |435
40 394 |525 |106.0 40 238 [371 [109 |[323 |[50.3
Girls Tanner Stage 5 (<20 yrs) Boys Tanner Stage 5 (<20 yrs)
10° ‘ f L — T : | 1
2 2
£ £
§ 10° §
10" . ! ] - e .
10 15 20 25 30 35 10 15 20 25 30 35
BMI (kg/m?) BMI (kg/m?)

Figure 5. Reference ranges of human serum levels referring to ~ Figure 6: Reference ranges of human serum levels referring to
BMI: Girls Tanner stage 5 (see text for details) BMI: Boys Tanner stage 5 (see text for details).



Table 10: Adult women

Table 11 Adult men

Figure 7: Reference ranges of human serum levels referring to

BMI: Adult women (see text for details)

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)
BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99 BMI (kg/m2) 1 5 50 95 99
11 0.46 |065 |1.53 3.59 5.10 11 0.03 [005 |0.15 |044 0.69
12 053 |075 |1.77 4.16 5.90 12 0.04 |[006 |0.18 |0.55 0.87
13 061 |087 |205 4.82 6.83 13 0.05 [008 |023 |0.69 1.08
14 071 [1.01 |237 5.58 7.91 14 0.06 [009 |028 |0.85 1.34
15 782 117 | 275 6.46 9.17 15 0.07 [012 |035 |1.06 1.67
16 095 |[1.35 |3.18 7.48 10.61 16 009 [015 |044 |1.33 2.09
17 110 | 157 |3.68 8.66 12.3 17 012 |0.18 |055 |1.65 2.60
18 128 | 181 |4.27 10.0 14.2 18 014 [023 |068 |2.06 3.24
19 148 |210 |4.94 11.6 16.5 19 018 |028 |085 |257 4,04
20 171 | 243 |572 134 19.1 20 022 [035 |106 |3.20 5.03
21 199 |282 |662 15.6 22.1 21 023 [044 |132 |3.98 6.27
22 230 |326 |7.67 18.0 256 2 035 |054 |164 |4.97 7.81
23 266 |378 |8.88 20.9 29.3 23 043 [078 |205 |6.19 9.73
24 308 |438 |103 242 343 24 054 |085 |255 |7.71 12.1
25 357 |507 | 119 28.0 39.7 25 067 [105 |3.18 |9.61 15.1
26 413 |587 |13.8 324 46.0 26 083 [1.31 |39 |120 18.8
27 479 |6.79 |16.0 375 533 27 1.04 |1.64 |494 |149 235
28 554 |7.87 |185 435 61.7 28 130 |2.04 |6.15 |186 29.2
29 6.42 911 |214 50.4 715 29 161 |254 |767 |232 36.4
30 743 106 |248 58.3 82.8 30 201 [3.16 |956 |289 454
31 861 |122 |287 67.5 95.8 31 251 [394 |119 |36.0 56.6
32 997 |141 |333 782 111.0 32 312 491 |148 |449 705
33 115 |164 |385 90.5 129.0 33 389 [6.12 |185 |558 87.8
34 134 | 190 |446 105.0 | 149.0 34 485 |763 |230 |696 109.0
35 155 | 220 |51.6 121.0 35 6.04 |951 |287 |867 136.0
36 179 | 254 |59.8 141.0 36 753 [11.8 |358 |108.0
37 208 |295 |69.3 37 938 |[14.8 |446 |135.0
38 240 |341 |802 38 11.7 | 184 |555
39 278 |395 |929 39 146 |229 |69.2
40 322 |457 |108.0 40 182 |286 |86.2
Adult Men (20 - 80 yrs)
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Figure 8: Reference ranges of human serum levels referring to

BMI: Adult men (see text for details).
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Figure 9: Serial dilution of leptin calibrator (filled circle) and different sera with varying concentrations
of leptin. The leptin level of the undiluted calibrator was 16 ng/ml. Means of duplicate measurements

are shown
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SUMMARY - DIAsource Hu LEPTIN RIA KIPMR44

Reagent Preparation: Reconstitution:
Capture Antibody in 7 ml Assay Buffer
Specific Antibody in 7 ml Assay Buffer
Tracer in 13 ml Assay Buffer
Control 1 in 750 ul Assay Buffer
Plasma/Serum Samples can be used undiluted.

Proposed Assay Procedure for Double Determination

Addition of Reagent [pl]

Assay Buffer
Nr. of Tubes Contents of Tubes Cg:::ra:f:s ::t'i)tt)z:jey :&?ﬁg&? Tracer
Samples

1,2 TC - - - 100

34 Bo Ass Buf: 25 50 50 100
5-18 Calibrators CAL1-7: 25 50 50 100
19,20 Control 1 25 50 50 100
21,22 Sample 1 25 50 50 100
23,24 (etc) Sample 2 (etc) 25 50 50 100

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

lincubate, over night, at least. 15 hours at RT, 350 rpm|

Aspirate the liquid completely. Take care that the coating of the tubes remains intact.

Add 500 pl of Assay Buffer to the tubes.

Aspirate the liquid completely (see above).

Count the radioactivity of all tubes.

Ot

Revision Date : 2023-07-27

her translations of this Instructions for Use can be downloaded from our website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Human-Leptin-RIA-CT

Radioimmunoassay with Coated Tubes for the Quantitative Detection of e S
human Leptin in serum and plasma
KIPMR44
IN VITRO DIAGNOSTIC USE

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium -
Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 91

CARACTERISTICAS Y APLICACIONES TECNICAS

+ Mide la concentracion total de leptina en suero, plasma con EDTA o heparina
+ Calibrado con referencia al patron internacional de la OMS: cédigo del NIBSC 97/594
+ Anticuerpos de alta afinidad, sin influencia de la proteina de unién a la leptina
+ Calibradores listos para usar con 0-64 ng/ml
+ Un pequeiio volumen de suero es suficiente, es posible la medicién en sangre capilar
+ Manipulacion sencilla
INTRODUCCION

La leptina, el producto del gen ob (1,2), se descubrié proteohormona monocatenaria, descubierta en 1994, con un peso molecular de 16 kD,
que se cree juega un papel clave en la regulacion del peso corporal. Su secuencia de aminoacidos no presenta ninguna homologia
importante con otras proteinas (1). La leptina es producida casi exclusivamente por adipocitos diferenciados (3-5). Actua en el sistema
nervioso central, en el hipotdlamo en particular, suprimiendo asi la ingesta de alimentos y estimulando el gasto de energia (2, 6-9). Los
receptores de la leptina - existen formas alternativas de empalme que difieren en longitud - pertenecen a la familia de receptores de clase | de
las citocinas (10-12). Se encuentran omnipresentes en el organismo (10, 11, 13, 14) lo que indica el papel general de la leptina, el cual no se
entiende por completo actualmente. Existe una forma circulante del receptor de la leptina que actia como una de varias proteinas de unién a
la leptina. Ademas de sus efectos metabdlicos, la leptina ha mostrado tener una fuerte influencia en una serie de ejes endocrinos. En ratones
macho, mitigé el marcado descenso inducido por inanicién de LH, testosterona, tiroxina y el aumento de ACTH y corticosterona. En ratones
hembra, la leptina previno el retraso inducido por inanicién en la ovulaciéon (16). Los ratones ob/ob, deficientes en leptina debido a una
mutacion del gen ob, son infértiles. Este defecto podria corregirse mediante la administracion de leptina, pero no por la pérdida de peso
debida al ayuno (17), lo que sugiere que la leptina es fundamental para las funciones reproductoras.

Todas estas acciones pueden, al menos en parte, explicarse por el efecto supresor de la leptina sobre la expresion y secrecién del
neuropéptido Y (NPY) por las neuronas en el nicleo arcuato (6, 18, 19). El NPY es un gran estimulador del apetito (20, 21) y se sabe que
esta implicado en la regulacion de varias hormonas pituitarias, p. €j. la supresion de GH a través de la estimulacion de somatostatina (20, 23),
la supresion de las gonadotropinas (23) o la estimulacion del eje pituitario-adrenal (21).

La variable mas importante que determina los niveles circulantes de leptina es la masa de grasa corporal (24-26). Obviamente, bajo
condiciones de ciclos de alimentacién regulares, la leptina refleja la proporcion de tejido adiposo (27) mostrando una relacién exponencial
(37). Esta sintesis constitutiva de la leptina esta modulada por una serie de variables hormonales y no hormonales. Los estimuladores, tanto
en roedores como en seres humanos, son la sobrealimentacion (28, 29), la insulina (3, 5, 30-33) y los glucocorticoides (5, 34-36). Se ha
mostrado supresion para el ayuno (27), el AMPc y los agonistas de los adrenoreceptores beta 3 (35). De estos hallazgos queda claro que la
leptina es un componente integral de varios circuitos de retroalimentacion metabdlica y endocrina (38).

A efectos clinicos, es importante observar que los niveles de leptina sérica muestran una variacién circadiana moderada con un pico durante
la noche a alrededor de las 2 a.m. (37). Los valores de leptina a esa hora son alrededor de un 30 a un 100 % mas altos que los niveles
medidos por la mafiana o a primeras horas de la tarde. Esta variacion, junto con la influencia de la ingesta de alimentos, debe tenerse en
cuenta al obtener muestras sanguineas.

Bajo condiciones relativamente normalizadas, es decir, ciclos de alimentacion normales y obtencién de muestras por la mafiana o a primeras
horas de la tarde, una sola medida de la leptina es informativa.

Para que la interpretacién de los niveles de leptina medida sea adecuada hacen falta intervalos de referencia. Como la masa de grasa
corporal es la principal variable de confusion, estos intervalos deberian hacer referencia a medidas del porcentaje de grasa corporal como el
indice de masa corporal (IMC) o el porcentaje de grasa corporal determinado mediante, por ejemplo, un analisis por impedancia bioeléctrica
(AIB). Los niveles de leptina son mas elevados en las mujeres que en los hombres (38, 39) y han mostrado depender de la edad en nifios y
adolescentes (40). Por tanto, los intervalos de referencia referidos a medidas de grasa corporal deberian estratificarse segun el sexo y el
desarrollo puberal.

Los niveles de leptina son altos en la mayoria de pacientes obesos, lo que sugiere la existencia de insensibilidad a la leptina (20, 26, 37, 38,
41, 42). Sin embargo, en un pequefio porcentaje de pacientes los niveles de leptina han resultado ser inadecuadamente bajos con respecto a
su masa de grasa. Queda para futuros estudios demostrar que estos pacientes representan una nueva entidad fisiopatoldgica: la deficiencia
de leptina. Como la leptina también ha mostrado ser de gran importancia para las funciones reproductoras, podrian descubrirse nuevos
mecanismos fisiopatoldgicos posibles que relacionen la infertilidad con la produccion insuficiente de leptina.

El descubrimiento de la leptina ha desencadenado una avalancha de actividades en investigacion que tratan de comprender la regulacion y
las acciones de esta nueva hormona. Y lo que es mas importante, ha proporcionado la clave para entender mejor la fisiologia de la regulacion
del peso corporal y para desvelar posibles mecanismos fisiopatoldgicos tanto de la obesidad como de los trastornos alimentarios. Asimismo,
podria proporcionar nuevas perspectivas para ciertas causas de infertilidad.



INDICACIONES

Este radioinmunoensayo es adecuado para medir la leptina humana en suero o plasma (EDTA-/Heparin-plasma).

Bajo condiciones de alimentacion normales, basta con obtener la mediciéon en una sola muestra sanguinea extraida por la mafiana o a
primeras horas de la tarde.

La comparacion con intervalos de referencia asociados al IMC puede ser Util para detectar situaciones de una relativa deficiencia de leptina
como una posible causa de la obesidad o proporcionar una indicacion de resistencia a la leptina respectivamente.

Debido a su alta correlacién con la masa de grasa corporal, las mediciones de la leptina bajo condiciones normalizadas puede utilizarse como
una prueba sencilla y econdmica para la determinacién de la grasa corporal.

PRINCIPIO

Para la determinacién de la leptina humana con el radioinmunoensayo se utiliza un anticuerpo policlonal de conejo de alta especificidad. La
leptina se mide cuantitativamente, no influyendo la proteina de unién en los resultados de la prueba. Los tubos estaban recubiertos con
estreptavidina y la separacion se facilita mediante anticuerpo biotinilado anti-conejo.

Los Calibradores se preparan de leptina humana recombinante en concentraciones entre 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 ng/ml.

Calibracion del ensayo

El ensayo se calibra con referencia al patrén internacional para leptina humana. La preparacion de referencia de la OMS con el cédigo 97/594
(y) esta disponible en el NIBSC (z). Se cuantificara una ampolla de la preparacion, reconstituida en 1 ml de tampdn de ensayo, con el
contenido nominal de 5000 ng de leptina humana.

EFICACIA DIAGNOSTICA

Sensibilidad
La sensibilidad analitica del ensayo arroja 0,1 ng/ml (2x la DE de los calibradores cero)

Variacion intraensayo

Numero de Valor medio [ng/ml] Desviacion estandar o
determinaciones [ng/ml] % VC
Muestra 1 6 19.67 0.87 4.4
Muestra 2 6 6.95 0.33 4.8
Variacion interensayo
. Desviacion estandar % VC

Valor medio (ng/ml) (ng/ml) (%)
Muestra 1 8.975 0.48 53
Muestra 2 6.3 0.32 5.1
Muestra 3 20.9 1.05 5.0

Linealidad
Leptin RIA KIPMR44 se puede utilizar para muestras diluidas. La linealidad de las diluciones séricas es excelente (fig. 9).

Recuperacion
Los experimentos con suero a los que se afiadié leptina humana recombinante arrojaron una recuperacion del 97 % (+ 2 %).

RECOGIDA, PREPARACION Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

El suero, asi como las muestras de plasma con EDTA/heparina son adecuados (no se encontré una desviacion significativa de los niveles
de leptina humana en las muestras correspondientes de suero o plasma). No se precisa una preparacion externa de la muestra antes de
realizar el ensayo.

Declaracién de advertencia

Las concentraciones de biotina> 125 ng / ml en hLeptin mostraron una interferencia significativa con el sistema de ensayo y dieron como
resultado valores altos falsos. Por lo tanto, las muestras de pacientes que reciben dosis altas de biotina (> 10 mg / dia) no pueden usarse
para la medicion de leptina con esta prueba.

Las muestras deben manipularse como se recomienda generalmente: lo mas rapido posible y enfriarse lo antes posible. En el caso de que
vaya a transcurrir un periodo de tiempo mas largo entre la extraccién de la muestra y la determinacion, conserve las muestras sin diluir
congeladas a -20 °C o menos en tubos de plastico herméticamente cerrados. Evitense en principio ciclos reiterados de congelacion-
descongelacion del suero/plasma (si es necesario divida en partes alicuotas), aunque en nuestros experimentos los niveles de leptina no se
vieron afectados por unos pocos ciclos (5x).

La alta sensibilidad de este ensayo permite la medicion de la leptina humana en pequefios volimenes de muestra. Gracias al amplio intervalo
de eficacia de este kit de RIA, generalmente no es necesaria una dilucién preparatoria de la muestra. Para la mayoria de las
determinaciones (muestras de suero o plasma, y valores esperados no extremos), el uso de muestras sin diluir de 25 pl por tubo deberia



ser apropiado. En el caso de esperarse niveles de leptina superiores a 64 ng/ml, p. ej. pacientes obesos (IMC > 35), la muestra puede y
deberia diluirse, p. €]. 1:10.

Las concentraciones de leptina humana pueden ser totalmente diferentes en liquidos corporales de origen humano distintos al suero o
sobrenadante de cultivos celulares.

REACTIVOS PROPORCIONADOS

ASS Tampdn de ensayo

(1 frasco, 125 ml; listo para usar)

Anticuerpo de captura: IgG anti-conejo conjugado con biotina. Reconstituya en 7 ml de tampdn de ensayo.
(1 frasco, 7 ml; liofilizado)

oy
S

Anticuerpo especifico: anticuerpo de conejo anti-leptina humana. Reconstituya en 7 ml de tampén de ensayo.
(1 frasco, 7 ml; liofilizado)

iil

g Trazador: "®I-leptina; < 2,85 uCi o < 105 kBq, respectivamente. Reconstituya en 13 ml de tampon de ensayo.

(1 frasco, 13 ml; liofilizado, de color rojo)

¢
B

Calibradores 1-7. (7 viales, 750 pl cada uno; listos para usar). Contienen leptina recombinante. Utilice 25 pl / tubo.
Véanse los valores exactos en la etiqueta del vial.

Control 1
(1 vial, 0,75 ml; suero humano; liofilizado). Reconstituya con 750 pl de tampdn de ensayo.
Véanse los valores exactos en la etiqueta del vial.

CONTROL

:‘I
-]

Tubos (125 tubos recubiertos con estreptavidina, listos para usar)

MATERIALES NECESARIOS PERO NO PROPORCIONADOS

Pipetas de precision (50, 100 y 500 pl). Micropipetas y pipetas multicanal con puntas de plastico desechables

Agitador tipo vortex

Dispositivo para aspirar el liquido de los tubos (recomendado debido al peligro potencial de radiactividad e infeccién por muestras humanas)
Dispositivo de agitacion: 350 rpm

Contador gamma

PREPARACION DE LOS REACTIVOS
Siga estrictamente el protocolo de la prueba al realizar el ensayo. La incubacién a temperatura ambiente quiere decir: incubacién a 20 - 25 °C.

No deben mezclarse reactivos de distintos nimeros de lote. Todos los reactivos son estables sin abrir hasta la fecha de caducidad si se conservan en la
oscuridad a 2° - 8 °C (véase la etiqueta).

El control 1, el anticuerpo de captura, el anticuerpo especifico y el trazador tienen que reconstituirse en tampoén de ensayo. Se recomienda
conservar los reactivos reconstituidos a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego mezclarlos completamente pero con suavidad (no debe
formarse espuma) con un agitador tipo vortex.

El periodo de validez de los reactivos después de la apertura esta de acuerdo con la vida util de Tracer. Los reactivos reconstituidos (control 1,
anticuerpo de captura, anticuerpo especifico y trazador) deben conservarse a -20 °C (o menos). Deben evitarse ciclos repetidos de congelacion-
descongelacion.

Todos los componentes del kit deben estar a temperatura ambiente antes de utilizar. Los precipitados, posibles en los tampones, deben disolverse
antes de usar estos mezclandolos y calentandolos.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Solo para uso diagnéstico in vitro. Solo para uso profesional.
La posesion y utilizacion del kit estan sujetas a la normativa de las autoridades reguladoras nacionales en materia nuclear.

No deben mezclarse reactivos de distintos nimeros de lote.

. Los reactivos contienen azida sédica como conservante, sin embargo, altamente diluida (0.02%).

. Hoja de datos de seguridad disponible bajo pedido.

Los reactivos contienen azida sédica como conservante, aunque muy diluido (0,02 %). La azida sédica es muy toxica; deben tenerse en cuenta las
frases R: 28, 32, 50/53y las frases S: 28, 45, 60, 61.

Lea las instrucciones atentamente y por completo antes de comenzar el ensayo. Utilice la versién valida del prospecto facilitado con el kit.
Asegurese de entenderlo todo.

Todos los componentes del kit deben estar a temperatura ambiente a 20 - 25 °C antes de usar. Los precipitados de los tampones deben
disolverse antes de usar estos mezclandolos y calentandolos. La temperatura AFECTARA al ensayo. Sin embargo, no afectara a los
valores de las muestras de pacientes.

No use material obvio dafiado o contaminado con microbios o derramado.



Precaucion: Este kit contiene material de origen humano y/o animal. El suero de origen humano del control 1 proporcionado en este kit fue
probado por los métodos recomendados y resulté no reactivo para el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg), ni para anticuerpos del
virus de la hepatitis C (VHC) y del virus de inmunodeficiencia humana 1y 2 (VIH). Ningin método de prueba puede ofrecer una garantia total
de la ausencia de microorganismos infecciosos; por tanto, todos los componentes y muestras de pacientes deben tratarse como
potencialmente infecciosos.

Radiactividad - Antes de pedir o utilizar materiales radiactivos, es necesario tomar las medidas oportunas para garantizar el cumplimiento de
la normativa nacional que regula su uso. Asimismo, deberan observarse las disposiciones locales de cada establecimiento que definen las
medidas y procedimientos en las zonas de trabajo radiactivas. Las recomendaciones que se proporcionan en el presente documento no
sustituyen ninguna disposiciéon local, las instrucciones o la formacion en el establecimiento, ni las recomendaciones de asesores para la
proteccion frente a la radiacion. Es importante seguir el codigo de buenas practicas de laboratorio ademas de las precauciones especificas
relacionadas con el radiondclido I-125 utilizado.

El yodo-125 tiene una semivida radioactiva T1/2 de 60 dias y emite 35,5 keV de radiacion gamma, rayos X de 27 — 32 keV y ninguna
radiacién beta. La proteccion eficaz se realiza con plomo, la primera capa de valor medio del plomo es de 0,02 mm, la reduccién al 10 % se
hace con 0,2 mm.

Para reducir la dosis de radiacién debe minimizarse el tiempo que se pasa manipulando radiactividad (planifique por adelantado) y debe
maximizarse la distancia de la fuente de radiacion (duplicar la distancia disminuye en un cuarto la dosis de radiacion).

La formacién de aerosoles, p. ej. al abrir y mezclar incorrectamente los viales o al pipetear soluciones que podrian hacer que diminutas
gotitas de radiactividad fueran transportadas por el aire, es un peligro que debe evitarse.

Las soluciones que contienen yodo no deben hacerse acidicas ya que esto podria dar lugar a la formacion de yodo elemental volatil.
Como algunos compuestos yodados pueden penetrar a través de los guantes de goma, se aconseja llevar dos pares o llevar guantes de
polietileno sobre los de goma.

Para la limpieza de zonas o equipos contaminados, el yodo-125 debe estabilizarse quimicamente empleando servilletas de papel o celulosa
con solucion alcalina de tiosulfato sédico.

Procedimientos generales de primeros auxilios:

Contacto con la piel: lavese bien la zona afectada con agua. Tire la ropa y calzado contaminados.

Contacto con los ojos: en caso de contacto con los 0jos, lavense inmediata y abundantemente con agua durante 15 minutos como minimo.
Para que el lavado sea efectivo abra los parpados.

Ingestion: si se ingiere, enjuaguese la boca con abundante agua. Consulte a un médico inmediatamente.

No coma, beba ni fume en estas zonas.

No pipetee nunca con la boca los materiales.

El material derramado debe limpiarse de inmediato y desinfectarse. Limpie las zonas y equipos contaminados con un detergente apropiado.

Para la manipulacién de material radiactivo y potencialmente infeccioso deben observarse las recomendaciones siguientes:

El material debe conservarse y utilizarse en una zona especial que se haya designado para tal fin.

No coma, beba ni fume en estas zonas.

No pipetee nunca con la boca los materiales.

Evite el contacto directo con estos materiales llevando batas de laboratorio y guantes desechables.

El material derramado debe limpiarse inmediatamente. Limpie las zonas y equipos contaminados con un detergente apropiado.

El material radiactivo no utilizado y los residuos radiactivos deben eliminarse de conformidad con las recomendaciones de las autoridades reguladoras
nacionales.

Declaracion de advertencia

Las concentraciones de biotina> 125 ng / ml en hLeptin mostraron una interferencia significativa con el sistema de ensayo y dieron como
resultado valores altos falsos. Por lo tanto, las muestras de pacientes que reciben dosis altas de biotina (> 10 mg / dia) no pueden usarse
para la medicion de leptina con esta prueba.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

NOTAS: Todas las determinaciones (calibradores, control 1 y muestras) deben analizarse por duplicado. Se recomiendan un pipeteo preciso
y la adherencia al protocolo para obtener unos resultados 6ptimos.

Al realizar el ensayo, los calibradores, el control 1y las muestras deben pipetearse lo mas rapido posible.

Cuadro del protocolo del ensayo

Tampén de ensayo, Anticuerpo de Anticuerpo Trazador
N.° Tubo calibradores, captura especifico
control 1, muestras pl
1] ul
ul
1,2 TC 100
34 Bo Tampon gg ensayo: 50 50 100
) 100
5-18 Calibradores Cal 1-7: 25 50 50
) 100
19,20 Control 1 Control 1: 25 50 50
21,22 Muestra 1 25 50 50 100




23,24

Muestra 2 25 50 50 100

etc.

1)

2)

3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

10)

11)
12)
13)

El etiquetado de los tubos del ensayo debe realizarse en el orden siguiente:

1,2 recuentos totales (TC),

3,4 calibrador cero (By),

5-18 duplicados de calibradores (1-7),
19, 20 duplicados del control (1),

21, 22, etc. duplicados de muestras.

Afada 25 pl de tampén de ensayo a los tubos 3y 4.
Anada 25 pl de calibradores a los tubos 5 - 18:

56 calibrador 1

7,8 calibrador 2, etc.

Anada 25 pl de control 1 a los tubos 19y 20.

Afada 25 pl de la primera muestra a los tubos 21y 22, etc.
Anada 50 pul de anticuerpo de captura empezando por el tubo 3.
Anada 50 pul de anticuerpo especifico empezando por el tubo 3.
Anada 100 ul de trazador a todos los tubos.

Retire los tubos 1y 2 (recuentos totales) o tape con un tapon.

Agite los tubos en un dispositivo de agitacion (350 rpm) por la noche (al menos 15 h) a temperatura ambiente (los pasos 9 al 12
pueden no realizarse con los tubos 1y 2).

Aspire el liquido (excepto el de los tubos 1 y 2) completamente.

Tenga cuidado de que el recubrimiento de los tubos permanezca intacto. Dependiendo del equipo del laboratorio y de las practicas
habituales de este, la aspiracion del liquido puede sustituirse por una cuidadosa decantacion.

Anada 500 pl de tampon de ensayo a los tubos (excepto los tubos 1y 2).
Aspire el liquido (véase el paso 10).

Mida la radiactividad de todos los tubos en un contador gamma durante 1 a 3 min.

CALCULO DE LOS RESULTADOS
Establecimiento de la curva de calibracion

Calibrador | Bo 1 2 3 4 5 6 7
ng/ml 0 1 2 4 8 16 32 64
1. Calcule el promedio de recuentos de cada par de tubos. Esto es igual al valor de unién B.
2. La media del patrén cero (tubos 3 y 4) es igual a B.
3 Calcule el porcentaje unido (% B/Bo) dividiendo los valores de B entre Bq:
% B/Bo = B/Bg x 100 %.
4. Represente el % B/Boen funcion de las concentraciones de los calibradores en papel semilogaritmico o logit-log, respectivamente.
Se recomienda por comodidad utilizar programas informaticos de reduccién de datos.
5. Calcule el ‘porcentaje unido del calibrador cero’:

El promedio de los tubos 3, 4 (B0) dividido por el promedio de los tubos 1, 2 (recuentos totales) multiplicado por el 100 %.
Deberia ser % BO/TC > 20 %.

Evaluacion de las concentraciones de las muestras:
Lea el valor de la concentracién (abscisas) correspondiente al % B/B, de la muestra segun el ejemplo que se indica a continuacién:

Promedio de recuentos del calibrador cero (By):
Promedio de recuentos del tubo de muestra:

8648 cpm
4283 cpm

% B/Bp =recuentos de muestras / Bo x 100 %

=4283/8648 x 100 %
=0,495x 100 % =49,5%

Para un valor del 49,5 % en el eje de las Y (ordenadas) puede obtenerse un valor de 7,28 ng/ml en el eje de las X (abscisas).
En el caso de dilucién de las muestras, la multiplicacion de este valor determinado graficamente o mediante la ayuda de un programa
informatico por el factor de dilucion da la concentracién de leptina de la muestra.

Concentracion del control:




El control 1 debe encontrarse dentro del intervalo de concentracion de la etiqueta. La concentracion de leptina medida solo es valida si el
valor medido del control esta dentro del intervalo de concentracion etiquetado. De lo contrario, es preciso un analisis del proceso y
dependiendo de los resultados se aceptaran o no los valores medidos.

VALORES NORMALES ESPERADOS

Los niveles de leptina sérica se determinan principalmente mediante la masa de grasa corporal con niveles bajos en individuos delgados y niveles altos
en sujetos obesos. Ademas, existe una clara diferencia segun el sexo, con niveles mas altos en las mujeres para un porcentaje dado de grasa corporal.
Lo que es mas, el desarrollo puberal influye en los niveles de leptina. Por tanto, toda tentativa de proporcionar intervalos de los niveles de leptina
esperados debe tener en cuenta estas relaciones.

Existen varios métodos para la estimacion de la grasa corporal como el calculo del indice de masa corporal (IMC) (peso, en kg, dividido por el cuadrado
de la altura, en m), el andlisis por impedancia bioeléctrica (AIB) o la absorciometria de rayos X de doble energia (DXA) corporal total. Aunque la
exactitud del IMC con respecto a reflejar la verdadera masa de grasa es inferior a la de otros métodos mas sofisticados como el AIB o la DXA, el IMC
proporciona una serie de ventajas:

1) Es independiente de los modelos de regresién aplicados.

2) Es facil de determinar, solo se necesitan medidas del peso y la altura.

3) Esta disponible generalmente retrospectivamente.

4) Es la medida mas precisa durante los cambios a corto plazo de la masa de grasa, p. €j. durante el ayuno.

Por tanto, los siguientes intervalos de los niveles de leptina sérica esperados se refirieron al IMC como la principal variable independiente de confusién y
se estratificaron por sexo y desarrollo puberal (45; véanse las figuras 1-8 y las tablas 4-11). Después de los 20 afios, no se observé ninguna
dependencia significativa de la edad. Estos intervalos esperados ajustados por sexo y edad pueden utilizarse para comparar un nivel de leptina medido
para un IMC determinado con sujetos normales a fin de detectar desviaciones patolégicas.

Las lineas de regresién de mejor ajuste de los diversos subgrupos son curvas exponenciales de la forma leptina = a-e(b'IMC).

Los percentiles 5y 75 vienen dados por las siguientes ecuaciones:

(b-IMC-c) (b-IMC+c)

leptina = a-e y leptina=a-e , respectivamente.

En una representacion semilogaritmica (eje Y = log leptina), estas curvas dan lineas rectas. Los valores de a, b y ¢ se indican en la tabla 3 por sexo y
estadio puberal, y también para adultos. Con estos valores, los intervalos de los niveles de leptina esperados se pueden extender facimente a intervalos
del IMC menores o mayores si es preciso.

Ejemplo:
El percentil 50 de los chicos en los estadios de Tanner 3y 4 viene determinado por la curva siguiente:

leptina = 0,0181 - (0,2067 . IMC)

El percentil 5 viene dado por: leptina = 0,0181 - (0,2067.IMC-1,1919)

y el percentil 95 viene dado por: leptina = 0,0181 - (0,2067..IMC +1,1919)
En una representacion semilogaritmica, estas lineas son paralelas con una distancia igual al percentil 50.

Calculo de las puntuaciones de la desviacion estandar (PDE; puntuaciones Z)

Un método practico de detectar cualquier desviacién de un nivel de leptina medido del intervalo de referencia correspondiente es calcular su puntuacion
de desviacion estandar relacionando el nivel de leptina para el IMC del paciente con el valor promedio de la leptina del sexo y grupo de edad
correspondiente y expresando su desviacion por X veces la desviacion estandar. Este método puede considerarse como la normalizacion para la
cohorte de referencia normal. Asi, se pueden ajustar los niveles de leptina para el IMC, el sexo y estadio/edad puberal (es decir, se elimina la influencia
del sexo, edad e IMC) y se pueden agrupar para posteriores analisis.

Teniendo en cuenta la distribucion logaritmica de los niveles de leptina, la PDE de la leptina se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:
PDE leptina = (In(leptina) - In(a) - b-IMC) / d

En esta ecuacién, In representa el logaritmo natural (referido a la base e). Las constantes a, b y d se indican en la tabla 3 por sexo y estadio/edad
puberal.

Ejemplo:

Un chico en el estadio 3 de Tanner con un IMC = 25 kg/m?, concentracion de leptina medida = 5 ng/ml.
PDE leptina = (In(5) - In (0,0181) - 0,2067-25) / 0,6850 =
(1,6094 - (-4,0118) - 5,1675)/ 0,6850 = 0,66

Estimacion de la dilucion 6ptima de las muestras

Como los niveles de leptina sérica varian mucho con respecto a varias 6rdenes de magnitud, dependiendo principalmente de la masa de grasa corporal,
una diluciéon adecuada podria ser un requisito previo para obtener una medicion precisa. Por tanto, las muestras deberian diluirse de modo que la
concentracién de leptina esté cerca de este valor para aprovechar al maximo la precision del kit. Los intervalos de referencia proporcionan una
herramienta util para hacer una buena estimacion del valor esperado de la leptina segun el IMC, el sexo y la edad.



Ejemplo:

Mujer adulta, IMC = 45 kg/m2 (130 kg, 1,70 m de altura). A partir del intervalo de referencia para mujeres adultas, el promedio del nivel de
leptina para un IMC de 45 kg/m2 es de 224 ng/ml aproximadamente. La dilucion optima seria de 1:30.



APENDICE

Tabla 3: Las constantes a, b, c y d para el calculo de los intervalos de referencia de la leptina y la PDE de la leptina se basan en el IMC. Los
grupos de individuos sanos normales se estratificaron por sexo y estadio/edad puberal. TS = estadio de Tanner, n = nimeros de sujetos, a, b,
¢y d = constantes definidas en el texto.

Grupos n a b c d
Hombres

TS1y2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379
TS3y4 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850
TS5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558
Adultos 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740
Mujeres

TS1y2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786
TS3y4 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379
TS5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301
Adultos 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212




Tabla 4: Estadios de Tanner 1y 2 para chicas

Tabla 5: Estadios de Tanner 1y 2 para chicos

Percentil (ug/l)

Percentil (ug/l)

IMC (kg/m?) 1 5 50 |95 99
11 022 |030 |066 |145 |1.99
12 028 |039 |085 |18 |256
13 036 |050 |1.09 |238 |3.29
14 046 |064 |140 |3.06 |4.22
15 060 |082 |179 |393 |542
16 076 [105 |230 |504 |696
17 098 [135 |295 |647 |893
18 125 [173 |379 |8.31 115
19 161 |222 |487 [107 |147
20 207 |285 |625 [137 |189
21 265 |366 |803 |17.6 |243
2 341 470 [103 |226 |312
23 437 |603 |132 [200 |400
24 562 |775 |[170 |372 |514
25 721 |995 |218 |478 |659
26 926 |128 |280 |[614 |847
27 119 |164 |359 |[788  [109.0
28 153|211 464 |101.0 |140.0
29 196 |27.0 |592 |[130.0

30 152 |347 | 7641

31 323 |4468 |o77

32 M5 |572 |1250

33 532 |734

34 684 |943

35 87.8 | 121.0

36 113

37 145

Girls Tanner Stage 1 & 2

107 ¢

Leptin (ng/mL)

BMI (kg/m?)

Figura 1: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos
referidos al IMC: estadios de Tanner 1y 2 para chicas (ver

detalles en texto)

IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 0.08 0.12 0.29 0.69 0.99
12 0.01 0.16 0.38 0.91 1.30
13 0.14 0.20 0.49 1.19 1.71
14 0.19 0.26 0.65 1.56 2.24
15 0.24 0.35 0.85 2,04 293
16 0.32 0.46 1.11 268 3.84
17 0.41 0.60 1.45 3.51 5.04
18 055 0.79 1.90 460 6.60
19 072 1.03 2.50 6.03 8.66
20 0.94 1.35 327 7.90 1.3
21 1.24 1.77 4.29 10.4 149
22 1.62 233 562 136 19.5
23 212 3.05 7.37 17.8 255
24 278 3.99 9.66 233 335
25 3.65 5.24 127 306 | 439
26 7.78 6.87 16.9 40.1 575
27 6.27 9.0 217 525 75.4
28 8.22 11.8 285 68.9 988
29 10.7 15.5 374 903 | 129.0
30 14.1 20.3 48.9 118.0
31 185 266 64.2
32 243 348 84.1
33 318 456 110.0
34 417 59.8 144.0
35 54.6 784
36 716 | 1020
37 939 | 134.0
38 123.0

Boys Tanner Stage 1 & 2
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Figura 2: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos

referidos al IMC: estadios de Tanner 1y 2 para chicos (ver

detalles en texto)




Tabla 6: Estadios de Tanner 3 y 4 para chicas Tabla 7: Estadios de Tanner 3 y 4 para chicos

Percentil (ug/l) Percentil (ug/l)
IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99 IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 0.32 0.41 0.73 1.29 1.63 11 0.03 |[0.05 |0.18 0.58 0.94
12 041 | 052 | 092 1.63 2.06 12 004 |007 |022 0.71 1.16
13 052 | 066 | 116 | 207 | 261 13 049 008 027 |088 1.43
14 065 | 083 | 147 | 261 | 331 14 006 1010 033 1108 |175
15 0.83 1.05 187 3.31 4.19 15 0.07 |0.12 |0.40 1.32 2.16
16 1.05 133 236 419 530 16 0.09 (0.15 |049 1.63 2.65
17 1.33 1.68 2.99 5.30 6.71 17 0.11 0.18 | 061 200 3.26
18 0.14 (023 |0.75 2.46 4.01
18 1.68 213 3.78 6.71 8.49
19 017 028 |0.92 3.03 4.93
19 213 2.69 4.79 8.5 10.8
20 0.21 034 |1.13 3.72 6.06
20 2.69 3.41 6.06 10.7 13.6
21 0.26 |0.42 1.39 4.58 7.46
21 3.41 4.31 7.67 13.61 17.2 29 032 |os2 171 563 917
22 4.32 5.46 9.71 17.2 21.8 23 039 |064 |210 6.02 13
23 5.46 6.91 12.3 21.8 27.6 24 048 |078 |258 8.51 13.9
24 691 | 875 | 156 | 276 | 349 P 059 096 1318 |105 |170
25 875 | 111 | 197 | 349 | 442 26 073 [1.19 |3.91 129  [210
26 11 140 | 249 44.2 56.0 27 0.89 |1.46 |4.80 15.8 25.8
27 14.0 17.7 31.6 56.0 70.9 28 1.10 1.79 |5.90 194 31.7
28 17.8 225 39.9 70.9 89.7 29 135 |220 |7.26 239 39.0
29 22.5 28.4 50.5 89.7 114.0 30 166 |2.71 8.93 294 48.0
30 284 36.0 63.9 114.0 144.0 31 205 |333 |11.0 36.2 58.9
31 36.0 456 80.9 144.0 32 2.51 409 |135 445 724
32 45.6 577 80.2 144.0 33 3.09 (504 |16.6 54.7 89.1
33 57.7 73.0 102.0 34 380 (620 |204 67.2 109.0
34 73.0 9.4 130.0 35 468 |762 |251 82.6 134.0
35 024 117.0 36 575 937 |309 101.0
36 1170 | 1480 37 7.07 1.5 |37.9 124.0
38 8.7 142 | 46.7
37 148.0
39 10.7 174 | 574
. 40 131 214 | 705
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Figura 3: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos Figura 4: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos
referidos al IMC: estadios de Tanner 3 y 4 para chicas (ver referidos al IMC: estadios de Tanner 3 y 4 para chicos (ver

detalles en texto) detalles en texto)



Tabla 8: Estadio de Tanner 5 para chicas Tabla 9: Estadio de Tanner 5 para chicos

Percentil (ug/l) Percentil (ug/l)
IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99 IMC (kg/m?) 1 5 50 |95 |99
11 050 |066 |134 [271 |362 11 003 |005 |0.16 |047 [0.73
12 058 |077 |156 |35 [4.21 12 004 |006 |018 |054 |[0.84
13 067 |089 |181 [367 |4.89 13 005 |007 |021 |062 [097
14 078 |104 |211 |426 |569 14 005 008 |024 [072 [1.12
15 091 |121 |245 |49 |662 15 006 010 |028 |084 |[1.30
16 105 |[141 [285 |576 |7.70 16 007 |01 |033 [097 |[151
17 122 |[164 [331 [670 |895 17 008 013 |038 [1.12 |[1.74
18 142 [190 [385 [779 |104 18 01 015 |044 [13 [202
19 166 |221 |448 906 |12 19 011 017 |051 |150 |[2.34
20 193 [257 [520 |105 | 14.1 20 013 |02 |059 [174 |27
21 224 |299 |605 [123 |164 21 015 023 |068 [201 |[3.13
22 260 |348 |703 [142 |190 22 017 027 |079 |233 |[362
23 303 (404 |818 [166 [221 23 020 |031 |091 [269 |[4.19
24 352 |470 |9.51 193 | 257 24 023 (036 |105 [3.12 [485
25 409 |546 (110 |224 |299 25 027 |041 [122 [361 |[562
26 476 |635 [129 |260 |348 26 031 |048 |141 [417 |65
27 553 (739 |150 [303  |404 27 036 |055 |163 |483 |[752
28 643 (859 |17.39 [352 |47.0 28 041 |064 |189 |559 |[8.71
29 748 (999 202 [409 |547 29 048 |0.74 |219 |647 |[10.1
30 870 |116 |235 |476 |635 30 055 |086 |254 |749 [117
31 101 |135 [273 |553 |739 31 064 |100 |294 |867 |[135
32 118 [157 [318 |644 |859 32 074 |115 |34 [100 [156
33 137 [183 [370 |749 |999 33 086 |133 [394 |116 |[18.1
34 159 [212 [430 |870 |116.0 34 099 |154 |455 |134 [209
35 185 |247 |500 |101.0 |135.0 35 115 [179 [527 |156 |24.2
36 215 |287 |58.1 118.0 36 133 207 [610 |180 |28.1
37 250 (334 |676 [137.0 37 154 [239 [7.06 |208 |325
38 291 |388 |786 38 178 |277 |817 |241 |376
39 338 (451 |914 39 206 |321 |946 [279 |[435
40 394 |525 |106.0 40 238 |371 |109 [323 (503
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Figura 5: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos Figura 6: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos
referidos al IMC: estadio de Tanner 5 para chicas (ver detalles en referidos al IMC: estadio de Tanner 5 para chicos (ver detalles en

texto) texto)



Tabla 10: Mujeres adultas

Percentil (ug/l)

Tabla 11: Hombres adultos

Percentil (ug/l)

BMI (kg/m?)

IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
1 046 |065 |153 3.59 5.10
12 053 |075 |1.77 4.16 5.90
13 061 |087 |205 4.82 6.83
14 071 |1.01 |237 5.58 7.91
15 782 (117 |275 6.46 9.17
16 095 |1.35 |3.18 7.48 10.61
17 110 |157 |3.68 8.66 12.3
18 128 |1.81 |4.27 10.0 14.2
19 148 |210 |4.94 1.6 16.5
20 171 | 243 |5.72 13.4 19.1
21 199 |282 |6.62 15.6 221
22 230 |326 |767 18.0 256
23 266 |3.78 |8.88 20.9 29.3
24 308 |4.38 |103 242 343
25 357 |507 |11.9 28.0 39.7
26 413 |587 |138 324 46.0
27 479 |679 |16.0 375 533
28 554 |7.87 |185 435 61.7
29 642 911 |214 50.4 715
30 743 | 106 |24.8 58.3 82.8
31 861 |122 |287 67.5 95.8
32 997 |141 |333 78.2 111.0
33 15 |164 |385 90.5 129.0
34 134 |190 |446 105.0 | 149.0
35 155 |220 |516 121.0
36 179 |254 |598 141.0
37 208 |295 |69.3
38 240 |341 |802
39 278 |395 |929
40 322 |457 |108.0
Adult Women (20 - 80 yrs)
: : : T
ST o S S SO =L AU o y

= 1 1 ] 1 1 -~

- ! ! P ; L

. ! Pt . -

i : -7 Pl
j ' | gl |
E 10’ T I - _/ ' :_
= : : ! . :
£ ‘ 4 ! : !
c ! ! ! ! !
= P | | | '
& ! ! ! ! !
B Bt CE T I B

10'1 . . . . .
15 20 25 30 35 40 45

Figura 7: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos

referidos al IMC: Mujeres adultas (ver detalles en texto)

IMC (kg/m2) 1 5 50 95 99
11 0.03 [0.05 |015 |0.44 0.69
12 0.04 [0.06 |0.18 |0.55 0.87
13 0.05 [0.08 |023 |0.69 1.08
14 0.06 [0.09 |028 |0.85 1.34
15 0.07 (012 |0.35 1.06 1.67
16 0.09 [(0.15 |044 1.33 2.09
17 0.12 [0.18 |0.55 1.65 2.60
18 0.14 [023 |068 |2.06 3.24
19 018 (028 |085 |257 4.04
20 022 (035 |106 |3.20 5.03
21 023 |[044 1.32 | 3.98 6.27
22 035 |0.54 164 |4.97 7.81
23 043 (078 [205 |6.19 9.73
24 054 (085 [255 |7.71 121
25 0.67 1.05 |3.18 |9.61 151
26 0.83 |[1.31 3.96 12.0 18.8
27 1.04 164 |4.94 14.9 23.5
28 130 |204 |6.15 18.6 29.2
29 1.61 254 | 767 |232 36.4
30 2.01 316 [956 |28.9 454
31 2.51 3.94 11.9 |36.0 56.6
32 312 (491 148 |449 705
33 3.89 |6.12 185 |55.8 87.8
34 485 |763 |23.0 |69.6 109.0
35 6.04 |9.51 28.7 |86.7 136.0
36 7.53 11.8 |35.8 108.0
37 938 (148 |446 135.0
38 11.7 | 184 |555
39 146 |229 |69.2
40 182 |28.6 |86.2
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Figura 8: Intervalos de referencia de niveles séricos humanos
referidos al IMC: Hombres adultos (ver detalles en texto)




64 32 16 8 4 2 1
Factor de dilucion

Figura 9: Dilucion seriada del calibrador de leptina (circulo negro) y distintos sueros con
concentraciones variables de leptina. El nivel de leptina del calibrador sin diluir fue de 16 ng/ml. Se
muestran las medias de las mediciones duplicadas.
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RESUMEN - DIAsource Hu LEPTIN RIA KIPMR44

Preparacion de los reactivos: Reconstitucion:
Anticuerpo de captura
Anticuerpo especifico
Trazador

Control 1

en 7 ml de tampoén de ensayo
en 7 ml de tampoén de ensayo

€n 13 ml de tampén de ensayo
en 750 pl de tampon de ensayo

Las muestras de plasma/suero se pueden utilizar sin diluir.

Procedimiento de ensayo propuesto para la determinacién doble

Adicién de reactivo [pl]

Tampon de ensayo
No. de tubos Contenido de los Calibradores Anticuerpo de Antlcu’erpo Trazador
tubos Control 1 captura especifico
Muestras

1,2 TC - - - 100

3,4 Bo Tampon ensayo: 25 50 50 100
5-18 Calibradores CAL 1-7: 25 50 50 100

19, 20 Control 1 25 50 50 100
21,22 Muestra 1 25 50 50 100
23, 24 (etc) Muestra 2 (etc) 25 50 50 100

Retirar tubos no. 1 y 2 hasta medir la actividad

lincubar, por la noche, al menos 15 horas a temp. ambiente, 350 rpm |

Aspire el liquido completamente. Tenga cuidado de que el recubrimiento de los tubos permanezca intacto.

Anada 500 pl de tampoén de ensayo a los tubos.

Aspire el liquido completamente (como anteriormente).

Mida la radiactividad de todos los tubos.

Fecha de revisién: 27-07-2023




Human-Leptin-RIA-CT

Dosage radio-immunologique avec des tubes revétus de streptavidine pour la I
détection quantitative de la leptine sérique et plasmatique chez I'homme
KIPMR44

Usage diagnostique in vitro

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique - Tél. : +32 10 84 99 11 - Fax:+32 10 84 99 91

CARACTERISTIQUES +APPLICATIONS TECHNIQUES

Mesure la concentration totale de leptine dans le sérum, le plasma EDTA/hépariné
Calibré par rapport a la norme internationale de I'OMS : Code NIBSC 97/594
Anticorps de haute affinité, aucune influence de la protéine de liaison de la leptine
Calibrateurs préts a I'emploi avec 0-64 ng/ml

Petit volume de sérum suffisant, mesure possible dans le sang capillaire
Manipulation aisée

* S 6 & o o

INTRODUCTION

Produit du géne ob (1,2), la leptine est une protéohormone a chaine unique, découverte en 1994, d'un poids moléculaire de 16 kD, qui jouerait un réle
clé dans la régulation du poids corporel. Sa séquence d'acides aminés ne présente pas d'homologies majeures avec d'autres protéines (1). La leptine
est presque exclusivement produite par des adipocytes différenciés (3-5). Elle agit sur le systéme nerveux central, en particulier I'nypothalamus,
supprimant ainsi I'apport alimentaire et stimulant la dépense énergétique (2,6-9). Les récepteurs de la leptine - il existe d'autres formes épissurées qui
différent en longueur - appartiennent a la famille des récepteurs des cytokines de classe | (10-12). lls sont omniprésents dans |'organisme (10, 11, 13,
14), ce qui indique un réle général de la leptine, qui n'est pas encore totalement compris. |l existe une forme circulante du récepteur de la leptine qui
agit comme I'une des nombreuses protéines de liaison a la leptine (15). Outre ses effets métaboliques, il a été démontré que la leptine exerce une forte
influence sur un certain nombre d'axes endocriniens. Chez la souris male, elle a atténué la baisse marquée des teneurs en LH, testostérone, thyroxine
et 'augmentation de I'ACTH et de la corticostérone provoquées par le jelne. Chez la souris femelle, la leptine a empéché le retard de l'ovulation
provoqué par le jene (16). Les souris ob/ob, qui sont déficientes en leptine en raison d'une mutation du géne ob, sont stériles. Ce défaut pourrait étre
corrigé par I'administration de la leptine, mais pas par une perte de poids due au jeline (17), ce qui suggére que la leptine est essentielle aux fonctions
de reproduction.

Toutes ces actions peuvent, au moins en partie, étre expliquées par I'effet suppressif de la leptine sur I'expression du neuropeptide Y (NPY) et la
sécrétion par les neurones du noyau arqué (6,18,19). Le NPY est un puissant stimulateur de I'appétit (20,21) et est connu pour étre impliqué dans la
régulation de diverses hormones hypophysaires, par exemple la suppression de la GH par la stimulation de la somatostatine (22,23), la suppression
des gonadotrophines (23) ou la stimulation de I'axe hypophyso-surrénalien (21).

La variable la plus importante qui détermine les niveaux de leptine en circulation est la masse graisseuse (24-26). De toute évidence, dans des
conditions de cycles alimentaires réguliers, la leptine reflete la proportion de tissu adipeux (27), affichant une relation exponentielle (37). Cette synthése
constitutive de la leptine est modulée par un certain nombre de variables non hormonales et hormonales. Les stimulateurs chez le rongeur et 'lhomme
sont la suralimentation (28,29), l'insuline (3,5,30-33) et les glucocorticoides (5,34-36). La suppression a été démontrée pour le jelne (27), I'AMPc et
les agonistes des béta-3-adrénocepteurs (35). Ces résultats montrent clairement que la leptine fait partie intégrante de diverses boucles de feedback
métaboliques et endocriniennes (38).

A des fins cliniques, il est important de noter que les taux sériques de leptine présentent une variation circadienne modérée, avec un pic pendant la nuit
vers 2 heures du matin (37). Les valeurs de leptine a ce moment sont environ 30 a 100 % plus élevées que les niveaux mesurés le matin ou en début
d'aprés-midi. Cette variation, ainsi que l'influence de la consommation alimentaire, doivent étre prises en compte lors de la collecte d'échantillons de
sang.

Dans des conditions assez standardisées, c'est-a-dire des cycles alimentaires normaux et des prélévements sanguins le matin ou en début d'apres-
midi, une seule mesure de la leptine apporter toutes les informations nécessaires.

Pour une interprétation appropriée des taux de leptine mesurés, des fourchettes de référence sont nécessaires. Comme la masse graisseuse est la
principale variable de confusion, ces intervalles doivent se référer a des mesures du pourcentage de graisse corporelle telles que l'indice de masse
corporelle (IMC) ou le pourcentage de graisse corporelle déterminé, par exemple, par I'analyse de I'impédance bioélectrique (BIA). Les taux de leptine
sont plus élevés chez les femmes que chez les hommes (38,39) et une dépendance a I'age a été démontrée chez les enfants et les adolescents (40).
Par conséquent, les plages de référence se rapportant aux mesures de la graisse corporelle doivent étre stratifiées en fonction du sexe et du
développement pubertaire.

Les taux de leptine sont élevés chez la plupart des patients obéses, ce qui suggére la présence d'une insensibilité a la leptine (20,26,37,38,41,42).
Cependant, chez un petit pourcentage de patients, les taux de leptine se sont avérés anormalement bas par rapport a leur masse graisseuse. |l reste
a prouver, par des études futures, que ces patients représentent une nouvelle entité physiopathologique : la déficience en leptine. Comme il a également
été démontré que la leptine est d'une grande importance pour les fonctions de reproduction, de nouveaux mécanismes physiopathologiques pourraient
étre découverts, reliant l'infertilité a une production insuffisante de leptine.

La découverte de la leptine a déclenché une avalanche d'activités de recherche visant a comprendre la régulation et les actions de cette nouvelle
hormone. Plus important encore, elle a fourni une clé pour mieux comprendre la physiologie de la régulation du poids corporel et pour dévoiler les
éventuels mécanismes physiopathologiques de I'obésité et des troubles alimentaires. En outre, elle pourrait apporter de nouvelles connaissances sur
certaines causes de l'infertilité.

UTILISATION PREVUE

Cette trousse de dosage radio immunologique est adaptée a la mesure de la leptine humaine dans le sérum ou le plasma (plasma EDTA/Héparine).

Dans des conditions de cycles alimentaires normaux, la mesure dans un seul échantillon de sang prélevé le matin ou en début d'apres-midi est
suffisante.

La comparaison avec les plages de référence liées a I'lMC peut étre utile pour détecter des conditions de déficience relative en leptine comme cause
possible d'obésité ou fournir une indication sur la résistance a la leptine respectivement.



En raison de sa forte corrélation avec la masse graisseuse corporelle, la mesure de la leptine dans des conditions normalisées peut étre utilisée comme
un test simple et peu colteux pour déterminer la masse graisseuse corporelle.

PRINCIPE

Pour le dosage radioimmunologique de la leptine humaine, un anticorps polyclonal de lapin de haute spécificité est utilisé. La leptine est mesurée
quantitativement et la protéine de liaison n'influence pas les résultats du test. Les tubes ont été revétus de streptavidine et la séparation est facilitée
par un anticorps de lapin biotinylé.

Des calibrateurs sont préparés a partir de leptine humaine recombinante a des concentrations comprises entre 1, 2, 4, 8, 16, 32 et 64 ng/ml.

Etalonnage du dosage

Les dosages sont calibrés conformément a la norme internationale pour la leptine humaine. La préparation standard de 'OMS avec le code 97/594
(y) est disponible aupres de I'Institut national (britannique) des normes et du contréle biologiques (NIBSC (z)). Une ampoule de la préparation,
reconstituée dans 1 ml de tampon de dosage, sera quantifiée avec la teneur nominale de 5000 ng de leptine humaine.

CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES

Sensibilité
La sensibilité analytique du dosage donne 0,1 ng/ml (2x ET des calibrateurs zéro)

Variation intra-essai

Ecart-type
Nombre de détermination Valeur moyenne [ng/mi] (ng/,,¥||)o %VC
Echantillon 1 6 19,67 0,87 44
Echantillon 2 6 6,95 0,33 4,8
Variation inter-essais
Ecart-type %VC
Valeur moyenne (ng/ml) (ng/ml) (%)
Echantillon 1 8,975 0,48 53
Echantillon 2 6,3 0,32 51
Echantillon 3 20,9 1,05 50

Linéarité
Le test Leptin RIA KIPMR44 peut étre utilisé pour des échantillons dilués. La linéarité des dilutions de sérum est excellente (Fig.9).

Récupération
Des expériences de dopage du sérum avec de la leptine humaine recombinante ont permis une récupération de 97% (x 2%).

PRELEVEMENT, PREPARATION ET CONSERVATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons de sérum ainsi que de plasma EDTA/hépariné sont appropriés (aucun écart significatif des niveaux de hLeptine dans les échantillons
de sérum ou de plasma correspondants n'a été trouvé). Une préparation externe de I'échantillon avant le dosage n'est pas nécessaire.

Mise en garde

Des concentrations de biotine >125 ng/mL dans la trousse hLeptine ont montré une interférence significative avec le systéme de dosage et ont donné
des valeurs faussement élevées. Par conséquent, les échantillons de patients sous biotine a forte dose (>10 mg/jour) ne peuvent pas étre utilisés pour
la mesure de la leptine par ce test.

Les échantillons doivent étre manipulés selon les recommandations générales : le plus rapidement possible et réfrigérés des que possible. Au cas ou
il y aurait une période plus longue entre le retrait de I'échantillon et la détermination, conserver les échantillons non dilués congelés a -20°C ou moins
dans des tubes en plastique & fermeture étanche. Evitez principalement les cycles répétés de congélation-décongélation du sérum/plasma (si
nécessaire, veuillez réaliser une sous-aliquote) bien que les niveaux de leptine se soient avérés non affectés par quelques cycles (5x) dans nos
expériences.

La grande sensibilité de I'essai permet de mesurer la hLeptine dans de petits volumes d'échantillons. En raison de la large plage d’efficacité de cette
trousse de RIA, une dilution préparatoire de I'échantillon n'est généralement pas nécessaire. Pour la plupart des déterminations (échantillons de sérum
ou de plasma, et aucune valeur extréme attendue), I'utilisation d'échantillons non dilués de 25 pl par tube devrait étre appropriée. Dans le cas ou
des niveaux de leptine supérieurs a 64 ng/ml sont attendus, par exemple chez les patients obeses (IMC>35), I'échantillon doit et peut étre dilué, par
exemple 1:10,

Les concentrations de hLeptine peuvent étre complétement différentes dans les fluides corporels d'origine humaine autres que les surnageants de
sérum ou de culture cellulaire.

REACTIFS FOURNIS

Tampon de dosage
(1 bouteille, 125 ml ; prét a I'emploi)

anticorps de capture: IgG anti-lapin, conjuguée a la biotine. Reconstituer avec 7 ml de tampon
(1 bouteille, 7 ml; lyophilisé)

BIOT

Anticorps spécifique : anticorps de lapin anti-leptine humaine. Reconstituer avec 7 ml de tampon de dosage.
(1 bouteille, 7 ml; lyophilisé)



Ag 2 Traceur : '®I-leptine; < 2,85 pCi ou < 105 kBq respectivement. Reconstituer avec 13 ml de tampon de dosage.
(1 bouteille, 13 ml; lyophilisé, coloré en rouge)

CAL Calibrateurs (1-7). (7 flacons, 750 pl chacun; prét a utiliser). Contient de la leptine recombinante. Utiliser 25 pl / tube.
Voir les valeurs exactes sur I'étiquette du flacon

(1 flacon, 0,75 ml; sérum humain; lyophilisé). Reconstituer avec 750 pl de tampon de dosage.
Voir les valeurs exactes sur ['étiquette du flacon

U Tubes (125 tubes revétus de streptavidine, prét a utiliser)

MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

Pipettes de précision (50, 100 et 500 pl) Micropipettes et pipettes multicanaux a embout plastique jetable

Mélangeur vortex

Dispositif pour aspirer le liquide des tubes (recommandé en raison du danger potentiel de radioactivité et d'infection par des échantillons humains)
Dispositif d’agitation : 350 tr/min

Compteur gamma.

PREPARATION DES REACTIFS
En effectuant le dosage, suivez scrupuleusement le protocole d'essai. Par incubation a température ambiante, nous entendons une incubation entre
20 et 25°C.

Les réactifs ayant des numéros de lot différents ne doivent pas étre mélangés. Tous les réactifs sont stables sans étre ouverts jusqu'a la date de péremption, s'ils
sont conservés a l'obscurité entre 2° et 8°C (voir I'étiquette).

Le Contrdle 1, I'Anticorps de capture, I'Anticorps spécifique et le Traceur doivent étre reconstitués dans un tampon de dosage. Il est recommandé de
conserver les réactifs reconstitués a température ambiante pendant 30 minutes, puis de les mélanger soigneusement, mais délicatement (aucune mousse ne doit
en résulter) avec un mélangeur Vortex.

La durée de conservation des réactifs apres ouverture est conforme a la durée de conservation du traceur.

Les composants reconstitués (Contréle 1, Anticorps de capture, Anticorps spécifique et Traceur) doivent étre conservés a -20°C (ou moins). Les cycles
répétés de congélation-décongélation doivent étre évités.

Avant utilisation, tous les composants de la trousse doivent &tre amenés a température ambiante. Les précipités, éventuellement dans des tampons, doivent étre
dissous avant I'utilisation par mélange et réchauffement.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement. Réservé a un usage professionnel.
La possession et ['utilisation de la trousse sont soumises a la réglementation des autorités nationales de réglementation nucléaire.

Les réactifs ayant des numéros de lot différents ne doivent pas étre mélangés.
e Les réactifs contiennent de I'azoture sodium comme agent de conservation qui est toutefois fortement dilué (0,02%).
. Fiche de données de sécurité disponible sur demande

Avant de commencer le test, lire les instructions complétement et attentivement. Utilisez la version valide de la notice d’'accompagnement fournie avec
le kit. Assurez-vous que tout est bien compris.

Avant I'utilisation, tous les composants de la trousse doivent étre portés a température ambiante entre 20 et 25°C. Les précipités dans les tampons
doivent étre dissous avant I'utilisation en les mélangeant et en les réchauffant soigneusement. La température aura une incidence sur le dosage.
Cependant, les valeurs des échantillons des patients ne seront pas affectées.

N'utilisez pas de matériel manifestement endommagé ou contaminé par des microbes ni de matériel renversé.

Attention : Cette trousse contient des composants d'origine humaine et/ou animale. Le sérum humain source pour le Contréle 1 fourni dans cette
trousse a été testé selon les méthodes recommandées et s'est révélé non réactif pour I'antigene de surface de I'hépatite B (HBsAg), le virus de I'hépatite
C (HCV) et l'anticorps du virus de limmunodéficience humaine 1 et 2 (HIV). Aucune méthode de test connue ne peut offrir une garantie totale de
I'absence d'agents infectieux ; par conséquent, tous les composants et les échantillons du patient doivent étre traités comme potentiellement infectieux.

Radioactivité - Avant de commander ou d'utiliser du matériel radioactif, il est nécessaire de prendre les mesures appropriées pour garantir le respect
des réglementations nationales régissant leur utilisation. Les régles locales de chaque établissement, qui définissent les actions et le comportement
dans les zones de travail de la radioactivité, doivent également étre respectées. Les conseils donnés ici ne remplacent pas les regles locales, les
instructions ou la formation dans I'établissement, ni les conseils des conseillers en radioprotection. Il estimportant de suivre le code de bonnes pratiques
de laboratoire en plus des précautions spécifiques relatives au radionucléide 1-125 utilisé.

L'iode 125 a une demi-vie radioactive T1/2 de 60 jours et émet des rayons gamma de 35,5 keV, des rayons X de 27 a 32 keV et aucun rayonnement
béta. Le blindage est efficace avec le plomb, la premiére couche de demi-valeur est de 0,02 mm de plomb, la réduction a 10 % se fait par tranche 0,2
mm.

Pour réduire la dose de rayonnement, le temps passé a manipuler la radioactivité doit étre réduit au minimum (planification obligatoire), et la distance
de la source de rayonnement doit étre maximisée (en doublant la distance de la source, vous divisez par quatre la dose de rayonnement).

La formation d'aérosols, par exemple par une ouverture et un mélange incorrects des flacons ou par le pipetage de solutions qui peuvent entrainer la
mise en suspension dans l'air de minuscules gouttelettes de radioactivité, constitue un risque et doit étre évitée.

Les solutions contenant de I'iode ne doivent pas étre rendues acides, car cela pourrait entrainer la formation d'iode élémentaire volatil.

Comme certains composés iodés peuvent pénétrer dans les gants en caoutchouc, il est conseillé de porter deux paires de gants ou des gants en
polyéthyléne sur le caoutchouc.

Pour le nettoyage des zones ou des équipements contaminés, I'iode 125 doit étre rendu chimiquement stable en utilisant une solution alcaline de
thiosulfate de sodium avec du papier ou du tissu de cellulose.



Procédures générales de premiers secours :

Contact avec la peau : Laver soigneusement la zone affectée avec de I'eau. Jeter les vétements et les chaussures contaminés.

Contact avec les yeux : En cas de contact avec les yeux, rincer immédiatement et abondamment a I'eau pendant au moins 15 minutes. Afin d'assurer
un ringage efficace, écarter les paupieres.

Ingestion : En cas d'ingestion, se rincer soigneusement la bouche avec de I'eau. Consulter immédiatement un médecin.

Ne pas manger, boire ou fumer dans ces zones.

Ne jamais pipetter le matériel radioactif avec la bouche.

Le produit renversé doit étre essuyé immédiatement et il faut procéder a une désinfection de la zone. Nettoyez les zones et les équipements contaminés
avec un détergent approprié.

La manipulation de matériel radioactif et potentiellement infectieux doit étre conforme aux instructions suivantes :

Le matériel doit étre stocké et utilisé dans une zone spéciale désignée.

Ne pas manger, boire ou fumer dans ces zones.

Ne jamais pipetter le matériel radioactif avec la bouche.

Evitez tout contact direct avec ces matériaux en portant des blouses de laboratoire et des gants jetables.

Le matériel renversé doit étre essuyé immédiatement. Nettoyez les zones et les équipements contaminés avec un détergent approprié.

Le matériel radioactif non utilisé et les déchets radioactifs doivent étre éliminés conformément aux recommandations des autorités réglementaires
nationales.

Mise en garde

Des concentrations de biotine >125 ng/mL dans la trousse hLeptine ont montré une interférence significative avec le systeme de dosage et ont donné
des valeurs faussement élevées. Par conséquent, les échantillons de patients sous biotine a forte dose (>10 mg/jour) ne peuvent pas étre utilisés
pour la mesure de la leptine par ce test.

PROCEDURE DE TEST

NOTES : Toutes les déterminations (Calibrateurs, Contrdle 1 et échantillons) doivent étre testées en double. Pour obtenir des résultats optimaux, il est
recommandé d'effectuer un pipetage précis et de respecter le protocole.

Lors de la réalisation du dosage, les Calibrateurs, le Controle 1 et les échantillons doivent étre pipettés aussi vite que possible.

Flow Chart du protocole de dosage

Tampon de dosage, Anticorps de i
4 Tubes Calibrateurs, Contréle 1, claptrt?re Anticorps spécifique Traceur:
Echantillons | ul ul
ul "
1,2 TC - 100
34 BO Tampon de dosage : 25 50 50 100
5-18 Calibrateurs CAL1-7:25 50 50 100
19,20 Controle 1 Contréle 1: 25 50 50 100
21,22 Echantillon 1 25 50 50 100
23,24 Echantillon 2 25 50 50 100
etc.
1) L'étiquetage des tubes a essai doit étre effectué dans I'ordre suivant :
1,2 coups totaux (TC),
3,4 calibrateur zéro (Bo),
5-18 doubles des calibrateurs (1-7),
19, 20 doubles du contrdle (1),
21, 22 etc. doubles des échantillons.
2) Ajouter 25 pl de tampon de dosage aux tubes 3 et 4.
Ajouter 25 pl de calibrateurs aux tubes 5 - 18:
5,6 calibrateur 1
7,8 calibrateur 2, etc.
3) Ajouter 25 pl de contréle 1 aux tubes 19 et 20,
4) Ajouter 25 pl du premier échantillon aux tubes 21 et 22,etc.
5) Ajouter 50 pl d’anticorps de capture en commencgant avec le tube 3.
6) Ajouter 50 pl d’anticorps spécifique en commencgant avec le tube 3.
7) Ajouter 100 pl de traceur a tous les tubes.

8) Retirer les tubes 1 et 2 (coups totaux) ou les fermer avec un bouchon.



9) Agiter les tubes sur un dispositif d'agitation (350 tr/min) pendant la nuit (au moins 15 h) a température ambiante. (les étapes 9 a 12 ne
peuvent pas étre effectuées avec les tubes 1 et 2)

10) Aspirez le liquide (sauf les tubes 1 et 2 I) completement.

Veillez a ce que le revétement des tubes reste intact. En fonction de I'équipement et des pratiques de laboratoire courantes, I'aspiration du
liquide peut étre remplacée par une décantation minutieuse.

11) Ajouter 500 pl du tampon de dosage aux tubes (sauf les tubes 1 et 2 !).

12) Aspirer le liquide (voir étape 10).

13) Comptez la radioactivité de tous les tubes dans un compteur gamma pendant 1 & 3 min.
CALCUL DES RESULTATS

Etablir la courbe de calibration

Calibrateur | B 0 1 2 3 4 5 6 7
(ng/ml) 0 1 2 4 8 16 32 64
1. Calculez la moyenne des comptages/coups de chaque paire de tubes. Elle est égale a la valeur de liaison B.
2. La moyenne du calibrateur zéro (tubes 3 et 4) est égale a B,
3. Calculez le pourcentage lié (% B/B0) en divisant les valeurs B par By:
%B/Bo = B/Bo x100%.
4. Tracez le % B/By en fonction des concentrations du calibrateur sur un papier semi-logarithmique ou logit-log respectivement. Pour des
raisons pratiques, il est recommandé d'utiliser des programmes de réduction des données assistés par ordinateur.
5. Calculer le « pourcentage lié du calibrateur zéro » :

Moyenne des tubes 3, 4 (B,) divisée par la moyenne des tubes 1, 2 (coups totaux) multipliée par 100 %.
Il faut que %Bo/TC > 20%.

Evaluation des concentrations d’échantillon :
Lire la valeur de la concentration (en abscisse) correspondant au %B/B, de I'échantillon comme dans I'exemple donné ci-dessous :

coups moyens du calibrateur zéro (Bo) : 8648 cpm
coups moyens du tube d’échantillon : 4283 cpm

%B/B0 = coups échantillon / By x 100%
=4283/8648 x 100%
=0,495 x 100% = 49,5%

Pour une valeur de 49,5 % sur |'axe des y (ordonnée), on peut obtenir une valeur de 7,28 ng/ml sur I'axe des x (abscisse).
En cas de dilution des échantillons, la multiplication de cette valeur déterminée graphiquement ou a I'aide d'un programme informatique par le facteur
de dilution donne la concentration en leptine de I'échantillon.

Concentration du contréle :

Le contrdle 1 doit correspondre a la plage de concentration indiquée. La concentration de leptine mesurée n’est valable que si la valeur mesurée du
contrdle se situe dans la plage de concentration indiquée. Dans le cas contraire, une analyse du processus est nécessaire et, en fonction des
résultats, les valeurs mesurées seront acceptées ou non.

VALEURS NORMALES ATTENDUES

Les taux de leptine sérique sont principalement déterminés par la masse graisseuse, avec des taux faibles chez les individus maigres et élevés chez les sujets
obéses. En outre, il existe une nette différence entre les sexes, les taux étant plus élevés chez les femmes pour un pourcentage de graisse corporelle donné. En
outre, les niveaux de leptine sont influencés par le développement pubertaire. Par conséquent, toute tentative de donner des fourchettes de niveaux de leptine
attendus doit tenir compte de ces relations.

Différentes méthodes d'estimation de la masse grasse sont disponibles, telles que le calcul de l'indice de masse corporelle (poids (kg) divisé par le carré de la taille
(m)) (IMC), I'évaluation de l'impédance bioélectrique (BIA) ou 'absorptiométrie a rayons X en double énergie (DEXA). Bien que la précision de I'TMC en ce qui
concerne la réflexion de la masse graisseuse réelle soit inférieure a celle d'autres méthodes plus sophistiquées telles que la BIA ou la DEXA, I'TMC présente un
certain nombre d'avantages :

Elle est indépendante des modéles de régression appliqués.

Elle est facile a déterminer, seules les mesures du poids et de la taille sont nécessaires.

Elle est le plus souvent disponible rétrospectivement.

Clest la mesure la plus précise lors de changements de masse grasse a court terme, par exemple lors d'un jetine.

e

Par conséquent, les fourchettes de probabilité suivantes des taux de leptine sérique ont été désignées comme la principale variable indépendante confondante et
ont été stratifiées en fonction du sexe et du développement pubertaire (45 ; voir figures 1-8 et tableaux 4 - 11). Aprés I'age de 20 ans, aucune dépendance
significative a I'égard de I'age n'a été observée. Ces fourchettes de probabilité ajustées en fonction du sexe et de I'age peuvent étre utilisées pour comparer un
taux de leptine mesuré a un IMC donné avec des sujets normaux afin de détecter des anomalies pathologiques.

Les lignes de régression les mieux adaptées pour les différents sous-groupes sont des courbes exponentielles de la formule leptine = a-e(b'BMI).

Les 5e et 95e percentiles sont donnés par les équations suivantes :

(b-BMIc) (b-BMI+c)

leptine = a-e et leptine = a-e respectivement.

Dans un tracé semi-logarithmique (axe des y = log leptine), ces courbes donnent des lignes droites. Les valeurs de a, b et ¢ sont données dans le tableau 3 en
fonction du sexe et du stade de la puberté, ainsi que pour les adultes. A I'aide de ces valeurs, les fourchettes de probabilité des niveaux de leptine peuvent étre
facilement étendues a des plages d'IMC plus basses ou plus élevées si nécessaire.



Exemple :
Le 50e percentile pour les garcons aux stades 3 et 4 de Tanner est donné par la courbe suivante :

leptine = 0,0181 - £(0,2067 . IMC)

Le 5e percentile est donné par : leptine = 0,0181 - 6(0'2067 -IMC -1,1919)

Et le 95e percentile est donné par :leptine = 0,0181 - ©(0,2067 . IMC +1,1919)

Dans un tracé semi-logarithmique, ces lignes sont paralléles avec une distance égale au 50e percentile.

Calcul des scores d'écart-type (SDS ou Z-scores)

Une méthode pratique pour détecter tout écart d'un niveau de leptine mesuré par rapport a la plage de référence correspondante consiste a calculer son score
d'écart-type en mettant en relation le niveau de leptine de I''MC du patient avec la valeur moyenne de leptine du sexe et du groupe d'age correspondants et en
exprimant son écart par un multiple de I'écart-type. Cette méthode peut étre considérée comme une normalisation par rapport a la cohorte de référence normale.
Par conséquent, les valeurs de la leptine peuvent étre ajustées en fonction de I''MC, du sexe et du stade/age pubertaire (c'est-a-dire que l'influence du sexe, de
I'age et de I'IMC est supprimée) et peuvent étre mises en commun pour une analyse plus approfondie.

En tenant compte de la distribution logarithmique des niveaux de leptine, le SDS de la leptine peut étre calculé par I'équation suivante :
SDS leptine = (In(leptine) - In(a) - b-IMC) / d

Dans cette équation, In représente le logarithme naturel (en référence a la base e). Les constantes a, b et d sont données dans le tableau 3 en fonction du sexe
et du stade/age de la puberté.

Exemple :

Un garcon au stade 3 de Tanner, IMC = 25 kg/m2, concentration de leptine mesurée = 5 ng/ml.

SDS leptine = (In(5) - In (0,0181) - 0,2067-25) / 0,6850 =

(1,6094 - (-4.0118) - 5.1675) / 0,6850 = 0,66
Estimation de la dilution optimale des échantillons
Comme les taux de leptine sérique varient considérablement sur plusieurs ordres de grandeur, en fonction principalement de la masse graisseuse, une dilution
adéquate pourrait étre une condition préalable a une mesure précise. C’est pourquoi les échantillons doivent étre dilués de telle sorte que la concentration de
leptine soit proche de cette valeur afin de tirer le meilleur parti de la précision de la trousse de dosage. Les plages de référence fournissent un outil utile pour une
bonne estimation de la valeur attendue de la leptine en fonction de I'MC, du sexe et de I'age.

Exemple :

Femme adulte, IMC = 45 kg/m? (130 kg, taille : 1,70 m). A partir de la plage de référence pour les femmes adultes, le taux moyen de leptine pour un
IMC de 45 kg/m? est d’environ 224 ng/ml. La dilution optimale serait de 1:30.



ANNEXES

Tableau 3 : Constantes a, b, ¢ et d pour le calcul des plages de référence de la leptine et du SDS de la leptine sur la base de I'lMC. Les
groupes d'individus normaux en bonne santé ont été stratifiés en fonction du sexe et du stade de la puberté/age. TS= stade de Tanner, n=
nombre de sujets, a,b,c et d = constantes telles que définies dans le texte.

Groupe n a b c d
Hommes

TS 1&2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379
TS 3&4 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850
TS5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558
Adultes 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740
Femmes

TS 1&2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786
TS 384 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379
TS5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301
Adultes 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212




Tableau 4 : Filles - Stade de Tanner 1 et 2

Percentile (ug/L)
IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 022 (030 |066 |145 1,99
12 028 (039 |085 |1,86 2,56
13 036 |[050 |1,09 |238 3,29
14 046 |064 |140 |3,06 4,22
15 060 (082 |1,79 |3,93 542
16 0,76 |[1,05 |230 |5,04 6,96
17 098 (1,35 |295 |647 8,93
18 1,25 |1,73 [3,79 |831 11,5
19 161 222 |487 |[107 14,7
20 207 |285 |625 |137 18,9
21 265 |366 |803 |17,6 243
22 341 |470 |103 |226 31,2
23 437 (6,03 (132 |290 40,0
24 562 |7,75 |170 |372 51,4
25 721 |995 |218 |478 65,9
26 926 |128 |280 |614 84,7
27 19 (164 |359 |788 109,0
28 153 | 21,1 [46,1 |[101,0 140,0
29 196 (27,0 |592 |130,0
30 152 | 34,7 |76/
31 323 |446 |977
32 415 |572 |[1250
33 532 | 734
34 684 | 94,3
35 87,8 |121,0
36 113
37 145

Girls Tanner Stage 1 & 2

Leptin (ng/mL)

-

BMI (kg/m?)

Figure 1 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant
al'lMC : Filles - Stade de Tanner 1 et 2 (cf. texte pour plus de

détails)

Tableau 5 : Gargons - Stades de Tanner 1 et 2

BMI (kg/m?)

Percentile / Percentile (ug/L)

IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 0,08 0,12 0,29 0,69 0,99
12 0,01 0,16 0,38 0,91 1,30
13 0,14 0,20 0,49 1,19 1,71
14 0,19 0,26 0,65 1,56 2,24
15 0,24 0,35 0,85 2,04 2,93
16 0,32 0,46 1,11 2,68 3,84
17 0,41 0,60 1,45 3,51 5,04
18 0,55 0,79 1,90 4,60 6,60
19 0,72 1,03 2,50 6,03 8,66
20 0,94 1,35 3,27 7,90 11,3
21 1,24 1,77 4,29 10,4 14,9
22 1,62 2,33 5,62 13,6 19,5
23 2,12 3,05 7,37 17,8 25,5
24 2,78 3,99 9,66 23,3 33,5
25 3,65 5,24 12,7 30,6 43,9
26 7,78 6,87 16,9 40,1 57,5
27 6,27 9,0 21,7 52,5 75,4
28 8,22 11,8 28,5 68,9 98,8
29 10,7 15,5 37,4 90,3 129,0
30 14,1 20,3 48,9 118,0
31 18,5 26,6 64,2
32 24,3 34,8 84,1
33 31,8 45,6 110,0
34 41,7 59,8 144,0
35 54,6 78,4
36 71,6 102,0
37 93,9 134,0
38 123,0
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Figure 2: Plages de référence des teneurs sériques en se référant
a lI'lMC : Gargons - Stades de Tanner 1et 2 (cf. texte pour plus

détails)




Tableau 6 : Filles - Stades de Tanner 3 et 4. Tableau 7 : Gargons - Stades de Tanner 3 & 4

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)

IMC (kg/m2) 1 5 50 95 99 IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 032 | 041 0,73 1,29 1,63 1 003 |005 |018 0,58 0,94
12 041 | 052 | 092 | 163 | 206 12 004 1007 022 071 |1.16
13 052 | 066 | 116 | 207 | 261 13 049 1008 |027 |08 |143
14 065 | 083 | 147 | 261 | 331 14 006 1010 1033 1108 |1.75
" 083 | 105 | 187 231 419 15 007 |02 |040 132|216

16 009 |05 |049 163 | 265
16 1,05 | 133 | 236 4,19 5,30

17 011 |0,18 |061 200 |326
17 1 1 2 71

33 | 168 | 299 | 530 | 6 18 014 023 075 |246 | 4,01

18 168 | 213 | 378 | 671 | 849 19 017 |o28 |092 [303 [a93
19 213 | 269 | 479 85 10,8 20 021 |034 [113 |372 |6,06
20 2,69 3,41 6,06 10,7 13,6 21 026 |042 1,39 458 7.46
21 3.41 4,31 7,67 13,61 17,2 22 032 [052 |1,71 5,63 9,17
22 432 | 546 | 971 17,2 218 23 039 |064 |210 |692 11,3
23 546 | 691 12,3 218 276 24 048 |078 |258 |851 13,9
24 691 | 875 | 156 276 34,9 25 059 [096 |3,18 10,5 17,0
25 875 | 11,1 19,7 34,9 44,2 26 073 119 |3,91 129 1210
26 111 | 140 | 249 | 442 | 560 2 089 |146 480 1158 |258
27 140 | 177 | 316 | 560 | 709 28 110 |79 590 [194 |317
28 178 | 225 | 399 70,9 89,7 2 135 1220 726 1239 1390

30 166 [271 |893 |204 480
29 225 | 284 | 505 897 | 1140

31 205 |333 (110 |32 [589
30 284 | 360 | 639 | 1140 | 1440

32 251 |409 |135 |445 |724
31 360 | 456 | 809 | 1440 33 309 |504 [166 |547 |89
32 456 | 577 | 802 | 1440 34 380 |620 |204 |672 1090
33 577 | 730 | 102,0 35 468 |762 |251 82,6 134,0
34 730 | 924 | 130,0 36 575 |9,37 |309 101,0
35 924 | 1170 37 707 [115 |379 124,0
36 117,0 | 148,0 38 87 |142 |467
37 148,0 39 107 [174 |574

40 131 |214 |705

Boys Tanner Stage 3 & 4
10?

Leptin (ng/mL)

BMI (kg/m?)
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Figure 3 : Plages de référence des teneurs sériques en se reférant  gigyre 4 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant

é’I'IMC : Filles - Stades de Tanner 3 & 4 (cf. texte pour plus de 5 |vC - Garcons - Stades de Tanner 3 et 4 (cf. texte pour plus
détails). détails).



Tableau 8 : Filles - Stade de Tanner 5. Tableau 9 : Garcons - Stade de Tanner 5

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)
IMC (kg/m2) 1 5 50 95 99 IMC (kg/m2) 1 5 50 95 99
11 0,50 |066 |1,34 2,71 3,62 11 003 [005 (016 |047 |0,73
12 0,58 |0,77 |1,56 3,15 4,21 12 004 [006 (018 |054 |0,84
13 067 |089 |1,81 3,67 4,89 13 005 [007 (021 |062 |0,97
14 0,78 |1,04 |211 4,26 5,69 14 005 |008 |024 |072 |1,12
15 091 |121 |245 4,96 6,62 15 006 [010 (028 |084 |1,30
16 1,05 |1,41 |285 5,76 7,70 16 007 [011 (033 |097 |1,51
17 1,22 |1,64 |3,31 6,70 8,95 17 008 [013 (038 [1,12 |1,74
18 142 190 |385 7,79 10,4 18 0,1 0,15 |044 |13 |[202
19 1,66 |221 |448 9,06 12,1 19 011 |07 |051 |[1,50 |234
20 1,93 |257 |520 10,5 14,1 20 013 |02 (059 |[1,74 |27
21 224 (299 |6,05 12,3 16,4 21 0,15 [023 (068 |[201 |3,13
22 260 |348 |7,03 14,2 19,0 22 0,17 |027 (0,79 |233 |362
23 303 |404 |818 16,6 22,1 23 020 |031 |091 [269 |4,19
24 352 |4,70 |951 19,3 25,7 24 023 [036 (1,05 |312 |485
25 409 |546 |11,0 22,4 29,9 25 027 |041 (122 |361 |562
26 476 |635 |129 26,0 34,8 26 031 |048 |141 |417 |65
27 553 |7,39 |150 30,3 40,4 27 036 |055 (163 |483 |7,52
28 643 |859 [17,39 [352 47,0 28 041 |064 |189 |559 |8,71
29 748 |9,99 |202 40,9 54,7 29 048 [074 (219 |647 |10,1
30 870 |11,6 |235 47,6 63,5 30 055 |086 |254 |749 |117
31 10,1 |135 |27,3 55,3 73,9 31 064 [100 (294 |867 |135
32 1,8 |157 |[318 64,4 85,9 32 074 |1,15 |34 10,0 | 156
33 137 |183 |[37,0 74,9 99,9 33 086 |[133 (394 |116 |18,
34 159 |212 |[43,0 87,0 116,0 34 099 |[154 (455 |[134 |209
35 185 |24,7 |50,0 101,0 |135,0 35 115 [1,79 |527 |156 |24,2
36 215 | 287 |58,1 118,0 36 1,33 [2,07 |60 |180 |281
37 250 |334 |676 137,0 37 154 (239 |7,06 |208 |325
38 291 |388 |786 38 1,78 | 2,77 |817 |241 |376
39 338 |451 |914 39 206 [321 (946 |279 |435
40 394 |525 |106,0 40 238 [371 (109 |[323 |503
Girls Tanner Stage 5 (<20 yrs) Boys Tanner Stage 5 (<20 yrs)
102 : : , L — H : ‘ w
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Figure 5 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant

a I'MC : Filles - Stade de Tanner 5 (cf. texte pour plus de détails) Figure 6 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant

al'lMC : Gargons - Stade de Tanner 5 (cf. texte pour plus de détails).



Tableau 10 : Femmes adultes Tableau 11 Hommes adultes

Percentile (ug/L) Percentile (ug/L)
IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99 IMC (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 046 |065 |1,53 3,59 5,10 11 0,03 |0,05 |015 |044 0,69
12 053 0,75 |1,77 4,16 5,90 12 0,04 |0,06 |08 |0,55 0,87
13 061 |087 |2,05 4,82 6,83 13 0,05 |0,08 |023 |0,69 1,08
14 0,71 1,01 |237 5,58 7,91 14 0,06 |0,09 |028 |085 1,34
15 782 | 117 | 275 6,46 9,17 15 0,07 (012 |035 |1,06 1,67
16 095 (1,35 |3,18 748 10,61 16 009 (0,15 |044 |1,33 2,09
17 1,10 (1,57 |3,68 8,66 12,3 17 0,12 (0,18 |055 |1,65 2,60
18 128 (181 |427 10,0 14,2 18 0,14 |023 |068 |206 3,24
19 148 (2,10 |4,94 11,6 16,5 19 0,18 |0,28 |085 |257 4,04
20 1,71 (243 |572 134 19,1 20 022 (035 |1,06 |320 5,03
21 1,99 (282 |6,62 15,6 22,1 21 023 (044 |1,32 |398 6,27
22 230 (326 |767 18,0 25,6 22 035 |054 |164 |497 7,81
23 266 |3,78 |8,88 20,9 29,3 23 043 (0,78 |205 |6,19 9,73
24 3,08 4,38 |103 242 34,3 24 054 |085 |255 |7,71 12,1
25 357 |507 |119 28,0 39,7 25 067 |1,05 |318 |961 15,1
26 413 |587 |138 324 46,0 26 083 |[131 |39 |120 18,8
27 4,79 16,79 |16,0 375 53,3 27 1,04 (164 (494 |149 235
28 554 | 787 |185 43,5 61,7 28 1,30 (204 (615 |186 29,2
29 642 911 |214 50,4 71,5 29 161 [254 |767 |232 36,4
30 743 | 106 |248 58,3 82,8 30 201 |[3,16 |[956 |289 454
31 861 |[122 |287 67,5 95,8 31 251 (394 (119 |36,0 56,6
32 997 |[14,1 |333 78,2 111,0 32 312 491 |148 |449 70,5
33 115 (164 |385 90,5 129,0 33 389 |6,12 |185 |558 87,8
34 134 (19,0 |44,6 105,0 149,0 34 485 |763 |[23,0 |696 109,0
35 155 (220 |51,6 121,0 35 6,04 |951 |287 |867 136,0
36 179 |254 |598 141,0 36 753 11,8 |358 |108,0
37 208 |295 |693 37 938 |14,8 |446 |1350
38 240 |34,1 |80,2 38 11,7 |184 |[555
39 27,8 395 |929 39 146 [229 (692
40 322 | 457 |108,0 40 18,2 [286 (86,2
Adult Womelj (20 - 80 yrs) Adult Men (20 - 80 yrs)
10° A G 4 102
2 =5
‘S, 10" £ Rl B , ----------- E o'
= : 4 ! ! 2
= 10% Froeit -+ 3 10°
10" ) ' 3 3 E 107!
15 20 25 30 35 40 45
BMI (kg/m?) BMI (kg/m?)
) Figure 8 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant
Figure 7 : Plages de référence des teneurs sériques en se référant a I''MC : Hommes adultes (cf. texte pour plus de détails).

a I'lMC : Femmes adultes (cf. Texte pour plus de détails
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Figure 9 : Dilution en série du calibrateur de leptine (cercle rempli) et de différents sérums avec des
concentrations variables de leptine. Le niveau de leptine du calibrateur non dilué était de 16 ng/ml. Les
moyennes de mesures en double sont indiquées.
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RESUME - DIAsource Hu LEPTIN RIA KIPMR44

Préparation des réactifs Reconstitution :

Anticorps de capture dans un tampon de dosage de 7 ml

Anticorps spécifique dans un tampon de dosage de 7 ml

Traceur dans un tampon de dosage de 13 ml

Controéle 1 dans 750 ul de tampon de dosage
Les eéchantillons de plasma/sérum peuvent étre utilisés non dilués.

Procédure de dosage proposée pour la double détermination

Ajout de réactif [pl]

Tampon de dosage
N° de tubes Contenu des tubes Calibraj:eurs Anticorps de An’t it_:c_)rps Traceur
Controle 1 capture spécifique
Echantillon
1,2 TC - - - 100
34 BO Tampon de dosage: 25 50 50 100
5-18 Calibrateurs CAL 1-7: 25 50 50 100
19,20 Contréle 1 25 50 50 100
21,22 Echantillon 1 25 50 50 100
23,24 (etc.) Echantillon 2 (etc.) 25 50 50 100

N° Tubes : 1,2 retirés jusqu’a ce que 'activité soit comptée

lincuber, au moins pendant une nuit. 15 heures a température ambiante, 350 tr/min |

Aspirer complétement le liquide. Veillez a ce que le revétement des tubes reste intact.

Ajouter 500 pl de tampon de dosage aux tubes.

Aspirer completement le liquide (voir ci-dessus).

Comptez la radioactivité de tous les tubes.

Date de révision : 27-07-2023



Human-Leptin-RIA-CT

C € Radioimmunoassay with Coated Tubes for the Quantitative Detection of
human Leptin in serum and plasma
KIPMR44
IN VITRO DIAGNOSTIC USE

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium - Tel: +32 10 84 99 11 - Fax:+32 10 84 99 91

WLASCIWOSCI TECHNICZNE+ZASTOSOWANIE

[ Pomiar catkowitego stezenia leptyny w surowicy, osoczu EDTA/heparyzniowanym

[1 skalibrowany wzgledem Migdzynarodowej Normy WHO: NIBSC Code 97/594

LI Przeciwciata o wysokim powinowactwie, odporne na oddziatywanie biatka wigzgcego leptyne.
IGotowe do uzycia kalibratory o stezeniu 0-64 ng/ml

[ Wymaga niewielkiej ilosci surowicy, mozliwo$¢ wykonania oznaczen na krwi wlosniczkowe;j

LI Proste uzycie

WSTEP

Leptyna, produkt genu ob (1,2), jest odkrywca jednotancuchowego proteohormonu, odkrytego w 1994 r., O masie czgsteczkowej 16 kD, ktéra, jak sie
uwaza, odgrywa kluczowa role w regulacji masy ciata. Sekwencje aminokwasoéw leptyny nie wykazujg istotnej homologii z innymi biatkami (1).
Leptyna jest wytwarzana niemal wytgcznie przez zréznicowane adipocyty (3-5). Oddziatywuje na osrodkowy uktad nerwowy, w szczegdlnosci na
podwzgdrze, zmniejszajgc apetyt i nasilajgc wydatkowanie energii (2,6-9). Receptory leptyny - istniejg tez formy potgczone, ktére roznig sie dtugoscia
- nalezg do receptoréw rodziny cytokin klasy 1 (10-12). Sg one wszechobecne w organizmie (10, 11, 13, 14), co moze potwierdza¢ zasadniczg role
leptyny, ktorej jak dotad nie udato sie jednoznacznie ustali¢. Istnieje krazgca forma receptora leptyny, ktéra dziata jak jedno z kilkunastu biatek
wigzacych leptyne (15). Poza dziataniem metabolicznym wykazano tez silny wptyw leptyny na szereg osi endokrynnych. U samcéw myszy leptyna
ostabiata wywotany gtodem znaczny spadek poziomu LH, testosteronu, tyroksyny i wzrost ACTH i kortykosteronu. U samic myszy leptyna
zapobiegata wywotanemu gtodem opdznieniu owulacji (16). Myszy ob/ob, z niedoborem leptyny ze wzgledu na mutacje genu ob, sg bezptodne. Wade
te mozna skorygowac, podajgc leptyne — o ile nie wystepuje utrata masy ciata spowodowana postem (17) — co sugeruje, ze leptyna ma decydujgce
znaczenie dla funkcji rozrodczych.

Wszystkie z tych dziatan mozna przynajmniej czesciowo wyttumaczy¢ efektem supresyjnym leptyny na ekspresje i uwalnianie neuropeptydu Y (NPY)
przez neurony w jadrze tukowatym (6,18,19). NPY jest silnym stymulatorem apetytu (20,21) oraz bierze udziat w regulacji réznych hormondéw
przysadkowych, np. supresji GH przez stymulacje somatostatyny (22,23), supresji gonadotropin (23) oraz stymulacji osi przysadkowo-nadnerczowej
(21).

Najwazniejszg zmienng determinujacg poziom krazacej leptyny jest masa tkanki ttuszczowej w organizmie (24-26). W warunkach regularnych cykli
jedzenia poziom leptyny odzwierciedla proporcje tkanki ttuszczowej (27) w stosunku wyktadniczym (37). Konstytucyjna synteza leptyny jest
modulowana przez wiele niehormonalnych i hormonalnych zmiennych. Stymulatory u gryzoni i ludzi to przekarmianie (28,29), insulina (3,5,30-33) i
glukokortykoidy (5,34-36). Czynniki supresorowe to post (27), cAMP i agonisci beta-3 adrenoreceptoréw (35). Ustalenia te jasno wskazuja, ze leptyna
jest integralnym skfadnikiem réznorodnych metabolicznych i endokrynnych petli sprzezenia zwrotnego (38).

Do celéw klinicznych nalezy zwréci¢ uwage, ze poziomy leptyny w surowicy wykazujg umiarkowang zmiennos¢ dobowg, przy czym wartos¢
szczytowa przypada w nocy, ok. godz. 2. (37). W tym czasie wartosci stgzenia leptyny sg ok. 30 do 100% wyzsze niz poziomy mierzone w godzinach
porannych lub wczesnopopotudniowych. Podczas pobierania prébek krwi nalezy uwzgledni¢ te zmiennos¢ wraz z wptywem poboru pokarmu.

We wzglednie standaryzowanych warunkach, tj. w warunkach normalnych cykli jedzenia i pobierania prébek krwi w godzinach porannych lub
wczesnopopotudniowych, pojedynczy pomiar stezenia leptyny ma charakter informacyjny.

Aby prawidtowo zinterpretowa¢ zmierzone stezenia leptyny, wymagane sg zakresy referencyjne. Masa tluszczu w organizmie jest gtéwng zmienng
zakidcajaca, wiec zakresy te powinny odnosi¢ sie¢ do pomiaréw zawartosci procentowej tluszczu w organizmie, tj. wskaznika masy ciata (BMI), lub
zawartosci procentowej ttuszczu w organizmie oznaczonej np. w ramach analizy impedancji bioelektrycznej (BIA). Stezenia leptyny sg wyzsze u
kobiet niz u mezczyzn (38,39); wykazano zalezno$¢ wiekowg u dzieci i mtodziezy (40). Z tego wzgledu zakresy referencyjne odnoszace sie do
pomiaréw zawarto$ci ttuszczu w organizmie powinny by¢ stratyfikowane wg pici i fazy dojrzewania.

Stezenia leptyny sg wyzsze u najbardziej otytych pacjentéw, co sugeruje wystepowanie niewrazliwosci na leptyne (20,26,37,38,41,42). Niemniej
jednak u niewielkiego odsetka pacjentdw stwierdzono nieadekwatnie niskie stezenia leptyny w odniesieniu do masy tkanki ttuszczowej. W przysztych
badaniach nalezatoby ustali¢, czy u tych pacjentéw wystepuje nowa jednostka patofizjologiczna: niedobdr leptyny. Wykazano réwniez duze znaczenie
leptyny dla funkcji rozrodczych, wiec nie mozna wykluczy¢, ze zostanie odkryty potencjalnie nowy mechanizm patofizjologiczny wykazujgcy zwigzek
nieptodnosci z niewystarczajgcym wytwarzaniem leptyny.

Odkrycie leptyny uruchomito lawing przedsigwzigé badawczych, majacych na celu odkrycie mozliwosci regulacji i dziatania tego nowego hormonu, a
co najwazniejsze, dostarczyto klucza do lepszego zrozumienia fizjologii regulacji masy ciata i ujawnito potencjalne mechanizmy patofizjologiczne w
otytosci i zaburzeniach odzywiania. Ponadto wyniki tych badan moga rzuci¢ nowe $wiatto na niektére przyczyny nieptodnosci.

PRZEZNACZENIE

Niniejszy test radioimmunologiczny przeznaczony jest do mierzenia poziomu ludzkiej leptyny w surowicy lub osoczu (EDTA-/Heparynie -eseczu).



W warunkach normalnego cyklu odzywiania wystarczajgce jest wykonanie pomiaru w pojedynczej prébce krwi pobranej rano lub wczesnym
popotudniem.

Poréwnanie wyniku z zaleznymi od BMI zakresami referencyjnymi moze poméc w wykryciu wzglednego niedobor leptyny jako mozliwej przyczyny
otytosci lub dostarczy¢ informacji o potencjalnej opornosci na leptyne.

Ze wzgledu na dobrg korelacje z tluszczowg masg ciata, pomiary poziomoéw leptyny wykonywane w znormalizowanych warunkach mogg stanowi¢
prosty i niedrogi test na oznaczanie zawartosci tkanki tltuszczowej w organizmie.

ZASADA DZIALANIA

Do radioimmunologicznego oznaczenia ludzkiej leptyny wykorzystuje sie wysoce swoiste krolicze przeciwciato poliklonalne. Poziom leptyny oznacza
sie ilosciowo, a biatko wigzgce nie wptywa na uzyskiwany wynik. Probéwki powlekane s3 streptawidyna, a rozdziat jest mozliwy dzieki biotynylowaniu
przeciwciata przeciwkréliczego.

Przygotowuije sie roztwory kalibracyjne rekombinowanej leptyny ludzkiej o stezeniach z zakresu 1, 2, 4, 8, 16, 32 i 64 ng/ml.
Kalibracja testu

Testy kalibruje sie wzgledem miedzynarodowego wzorca leptyny ludzkiej. Preparat wzorcowy o numerze WHO 97/594 (y) oferowany jest przez
NIBSC (z). Jedna amputka preparatu rozrobiona z 1 ml Buforu Testowego charakteryzuje sie¢ nominalng zawartoscig 5000 ng leptyny.

PARAMETRY TESTU

Czutos¢
Czutos¢ analityczna testu wOynosi 0,1 ng/ml (dwukrotnos$¢ odchylenia standardowego dla kalibratorow zera)

Wariacja w ramach tej samej reakgcji

$6 & i Odchylenie standardowe
Liczba oznaczen Waartos¢ srednia [ng/ml] y VC%
[ng/ml]
Probka 1 6 19.67 0.87 44
Probka 2 6 6.95 0.33 4.8
Inter-Assay-Variation
M | /ml Standard deviation VC%

ean value (ng/ml) (ng/ml) (%)
Probka 1 8.975 0.48 53
Probka 2 6.3 0.32 5.1
Probka 3 20.9 1.05 5.0

Liniowos¢
Test radioimmunologiczny KIPMR44 moze by¢ uzywany do oznaczania probek rozcienczonych. Test charakteryzuje sie doskonaty liniowoscia
oznaczen dla rozcienczen probek surowiczych (Ryc. 9).

Poziom odzysku
Doswiadczenia z wykorzystaniem préb wzbogacanych rekombinowang ludzkg leptyng wykazaty odzysk na poziomie 97% (+ 2%).

POBIERANIE, PRZYGOTOWYWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

Do oznaczen nadajg sie probki surowicy oraz osocza na EDTA/heparynie (nie stwierdzono istotnych réznic w poziomach h-leptyny w
odpowiadajgcych sobie prébkach surowicy lub osocza). Nie jest wymagane zewnetrzne przygotowywanie prébki przed oznaczeniem.

Oswiadczenie ostrzegawcze

Stezenia biotyny> 125 ng / ml w hLeptiny wykazywaly znaczaca interferencje z uktadem oznaczania i skutkowaly fatszywie wysokimi wartosciami. W
zwigzku z tym mozliwe jest zastosowanie terapii biotyna (> 10 mg / dzien) do pomiaru leptyny w tym tescie.

Z probkami nalezy postepowaé zgodnie z ogdlnymi zaleceniami: nalezy je pobiera¢ jak najszybciej i schtadza¢ jak najwczesniej. W przypadku
diuzszego odstepu czasowego miedzy pobraniem prébki a oznaczeniem, nierozcieficzone prébki nalezy przechowywaé¢ w temperaturze -20°C lub
nizszej w szczelnie zamykanych probéwkach plastikowych. Cho¢ w naszych doswiadczeniach kilka cykli zamrazania/rozmrazania surowicy/osocza
(5x) nie miato wptywu na poziom leptyny, nalezy charakterze reguty nalezy w charakterze reguty unika¢ cyklicznego zamrazania/rozmrazania prébek
(w razie potrzeby probke mozna podzieli¢ na podwielokrotnosci).

Wysoka czuto$¢ oznaczenia pozwala na dokonywanie pomiarow poziomu leptyny ludzkiej w prébkach o matej objetosci. Ze wzgledu na szeroki
zakres skutecznosci testu z reguty nie jest konieczne preparatywne rozcienczanie probki. W wiekszosci oznaczen (probki surowicy lub osocza, brak
oczekiwanych wartosci skrajnych wystarczajgce powinno byé uzycie nierozcienczonych prébek w ilosci 25 pl na probéwke. W przypadku, gdy
oczekuje sie poziomu leptyny przekraczajgcego 64 ng/ml, np. u pacjentéw otytych (BMI>35), mozna i nalezy zastosowac probke rozcienczona, na
przyktad w stosunku 1:10.

Pomiary leptyny ludzkiej w ptynach innych niz surowica lub nadsgcze z pozywek hodowlanych moga dawa¢ zupetnie rézne wyniki.



ODCZYNNIKI WCHODZACE W SKLAD ZESTAWU

Bufor testowy

(1 butelka, 125 ml; gotowy do uzycia)

Ab BIOT

Przeciwciato wychwytujgce: przeciwkrolicza IgG, sprzezona z biotyng. Rozpusci¢ w 7 ml buforu testowego.
(1 butelka, 7 ml; liofilizat)
Przeciwciato swoiste: krélicze przeciwciato przeciwko leptynie ludzkiej. Rozpusci¢ w 7 ml buforu testowego.

(1 butelka, 7 ml; liofilizat)

A

!H

Znacznik: 125I-leptyna; < 2,85 pCi lub < 105 kBq.

Rozpusci¢ w 13 ml buforu. (1 butelka, 13 ml; liofilizat, kolor czerwony)

Kalibratory 1-7. (7 fiolek po 750 pl; gotowe do uzycia) . Zawiera rekombinowang leptyne. Uzy¢ w ilosci 25 pl / probdwke.

¢
B

Dokfadne wartosci podano na etykiecie fiolki

Prébka kontrolna 1
(1 fiolka, 0.75 ml; surowica ludzka; liofilizat). Rozpusci¢ w 750 pl buforu testowego.
Doktadne wartosci podano na etykiecie fiolki.

CONTROL

:‘I
-

Probowki (125 probéwek powlekanych streptawidyng, gotowych do uzycia)

MATERIALY WYMAGANE, LECZ NIEWCHODZACE W SKtAD ZESTAWU

Pipety precyzyjne (50, 100 i 500 pl)

Mikropipety i pipety wielokanatowe z jednorazowymi koncéwkami

Wytrzgsarka typu vortex

Urzadzenie do zasysania cieczy z probéwek (zalecane ze wzgledu na potencjalne niebezpieczenstwo zwigzane z radioaktywnoscig i mozliwoscig
zakazenia zawartoscig probek pochodzacych od ludzi)

Urzadzenie wytrzasajgce: 350 obr./min

Licznik promieniowania gamma

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKA
Wykonujgc oznaczenie nalezy postepowac doktadnie z protokotem. Inkubacja w temperaturze pokojowej oznacza Inkubacje w temperaturze 20-25°C.

Nie nalezy mieszac¢ ze sobg odczynnikéw o réznych numerach serii. Wszystkie odczynniki przechowywane w ciemnosci w temperaturze 2-8°C (patrz
etykieta) zachowuja trwato$¢ do daty waznosci.

Prébke kontrolng 1, przeciwciato wychwytujace, przeciwciato swoiste i znacznik radioaktywny nalezy rozpusci¢ w buforze testowym. Rozpuszczone
odczynniki zaleca sig odstawi¢ na 30 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie doktadnie, lecz delikatnie wymieszac (nie pozwalajgc na powstanie piany)
przy uzyciu wytrzgsarki typu vortex.

Okres waznosci odczynnikdw po otwarciu jest zgodny z trwatoscig produktu Tracer. Sktadniki rozpuszczone (prébke kontrolng 1, przeciwciato
wychwytujace, przeciwciato swoiste i znacznik radioaktywny) nalezy przechowywa¢ w temperaturze -20°C (lub nizszej). Nalezy unika¢
wielokrotnych cykli zamrazania i rozmrazania.

Wszystkie sktadniki zestawu nalezy przed uzyciem doprowadzié do temperatury pokojowej. Mogace wystepowac¢ w buforowanych roztworach osady nalezy
przed uzyciem odczynnika rozpusci¢ poprzez mieszanie i ogrzewanie roztworu.

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw wylacznie do zastosowan diagnostycznych in vitro. Przeznaczony do uzytku wytacznie przez profesjonalistow.

Posiadanie i stosowanie niniejszego zestawu podlega przepisom wiasciwych wtadz krajowych odpowiedzialnych za obrét materiatow radioaktywnych.
Nie nalezy mieszac¢ ze sobg odczynnikéw o réznych numerach serii.

. Odczynniki zawierajg azydek sodu w charakterze substancji konserwujacej; choé w duzym rozcienczeniu (0,02%).
. Karta bezpieczenstwa dostepna na zadanie.

Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy dokfadnie i w catosci przeczytaé instrukcje uzycia. Nalezy korzysta¢ z waznej wersji wktadki do opakowania
dostarczonej wraz z zestawem. Nalezy upewni¢ sie co do doktadnego zrozumienia instrukcji.

Przed uzyciem wszystkie skfadniki zestawu nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej 20-25°C. Mogace wystepowac w buforowanych roztworach
osady nalezy przed uzyciem rozpusci¢ poprzez mieszanie i ogrzewanie. Temperatura MA WPLYW na oznaczenie. Nie ma jednak wptywu na wartosci
w probkach pobranych od pacjentow.



Nie uzywaj widocznego zanieczyszczonego lub zanieczyszczonego mikrobiologicznie lub rozlanego materiatu.

Przestroga: Zestaw zawiera materiat pochodzenia ludzkiego i/lub zwierzecego. Zrédtowa surowica ludzka uzyta w Prébce kontrolnej 1 zostata
poddana badaniom metodami zalecanymi, wykazujgc brak reaktywnosci z antygenem powierzchniowym wirusowego zapalenia watroby typu B
(HBsAg), przeciwciatami przeciw wirusowi zapalenia watroby typu C (HCV) oraz ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci (HIV) 1i 2. Zadna ze
znanych metod analitycznych nie moze zagwarantowac catkowitej pewnosci braku srodkéw zakaznych; w zwigzku z tym, wszystkie skfadniki zestawu
i probki pobrane od pacjentow nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

Radioaktywnos¢ - Przed zaméwieniem lub uzyciem materiatow radioaktywnych nalezy podjgé odpowiednie kroki majgce na celu zapewnienie
zgodnosci z krajowymi przepisami dotyczgcymi stosowania tego rodzaju materiatéw. Nalezy réwniez przestrzega¢ lokalnych regut okreslajgcych
czynnosci i zachowania w strefach pracy z materiatami radioaktywnymi w placéwce. Porady przedstawione w niniejszym dokumencie nie zastepujg
lokalnych procedur, instrukcji, lub przeszkolenia personelu w placéwce ani zalecen doradcéw ds. ochrony przed promieniowaniem. Nalezy
przestrzega¢ zasad dobrej praktyki laboratoryjnej praz szczegdtowych srodkéw ostroznosci zwigzanych ze stosowaniem radionuklidu 1-125 .

Jod 125 charakteryzuje sie czasem potowicznego rozpadu T1/2 wynoszgcym 60 dni i emituje promieniowanie gamma o energii 35,5 keV i
promieniowanie rentgenowskie o energii 27-32 keV, bez emisji promieniowania beta. Skuteczng ostone przed promieniowaniem zapewnia otow;
pierwsza warstwa ostfabienia potéwkowego wynosi 0,02 mm, redukcje do wartosci 10 % zapewnia warstwa 0.2.

W celu zmniejszenia dawki promieniowania nalezy minimalizowa¢ czas spedzany na pracy z odczynnikami radioaktywnymi (nalezy go zaplanowac¢ z
gory) oraz maksymalizowa¢ odlegto$¢ od zrodia promieniowania (podwojenie odlegtosci od zrédta zmniejsza dawke promieniowania czterokrotnie).

Tworzenie aerozoli, np. w wyniku nieprawidtowego otwierania i mieszania zawartosci fiolek lub pipetowania roztworéw moze powodowac¢ unoszenie
sie w powietrzu drobnych kropelek radioaktywnych, co stanowi niebezpieczenstwo, ktérego nalezy unikac.

Roztworéw zawierajgcych jod nie wolno zakwaszac, poniewaz mogtoby to prowadzi¢ do powstania lotnego jodu pierwiastkowego. Poniewaz niektore
zwigzki jodu mogg przenikac przez gume rekawic, zaleca sie zaktadanie dwoch par rekawic lub rekawic polietylenowych na rekawice gumowe.

W ramach czyszczenia zabrudzonych powierzchni lub urzgdzen jod-125 nalezy chemicznie utrwali¢ uzywajac do tego celu zasadowego roztworu
tiosiarczanu sodu oraz $ciereczki papierowej lub celulozowe;j.

Ogolne procedury pierwszej pomocy:

Stycznos¢ ze skora: Doktadnie przemy¢ skazony obszar wodg. Zdjg¢ zanieczyszczong odziez i obuwie.

Stycznos¢ z oczami: W przypadku stycznosci z oczami natychmiast rozpoczg¢ przemywanie duzg iloscig wody. Kontynuowa¢ przez co najmniej 15
minut. Rozchyli¢ powieki, aby zapewni¢ skuteczne przemywanie oka.

Potknigcie: W przypadku potkniecia doktadnie wyptuka¢ jame ustng wodg. Niezwlocznie skontaktowac sie z lekarzem.

Nie spozywac positkow, nie pi¢ napojoéw i nie pali¢ tytoniu w miejscach pracy z materiatem.

Materiatu nie nalezy nigdy pipetowac¢ ustami.

Rozlany materiat nalezy niezwtocznie zetrze¢, a powierzchnie zdezynfekowac. Zanieczyszczone powierzchnie i urzadzenia nalezy oczysci¢ przy
uzyciu odpowiedniego detergentu.

Postepowanie z materiatami radioaktywnymi i potencjalnie zakaznymi musi by¢ zgodne z nastepujacymi wytycznymi:
Materiat nalezy przechowywac i uzytkowac¢ w specjalnie oznaczonym obszarze.

Nie spozywac positkdw, nie pi¢ napojow i nie pali¢ tytoniu w miejscach pracy z materiatem.

Materiatu nie nalezy nigdy pipetowaé ustami.

Unika¢ bezposredniego kontaktu z materiatem; zaktadac¢ fartuchy laboratoryjne i rekawice jednorazowe.

Rozlany/rozsypany materiat nalezy natychmiast zetrze¢. Zanieczyszczone powierzchnie i urzadzenia nalezy oczysci¢ przy uzyciu odpowiedniego
detergentu.

Niezuzyty materiat radioaktywny i odpady radioaktywne nalezy usuwac zgodnie z zaleceniami wiasciwych organéw krajowych.
Oswiadczenie ostrzegawcze

Stezenia biotyny> 125 ng / ml w hLeptiny wykazywaty znaczacg interferencje z uktadem oznaczania i skutkowaty fatszywie wysokimi warto$ciami. W
zwigzku z tym mozliwe jest zastosowanie terapii biotyng (> 10 mg / dzien) do pomiaru leptyny w tym tescie.

PROCEDURA OZNACZANIA

UWAGI: Wszystkie oznaczenia (roztwory kalibracyjne, probka kontrolna 1 i prébki wtasciwe) nalezy wykonywa¢ dwukrotnie. W celu uzyskania
optymalnych wynikéw zaleca sie doktadne pipetowanie i przestrzeganie protokotu.Podczas wykonywania oznaczenia roztwory kalibracyjne, probka
kontrolna 1 i prébki wtasciwe powinny by¢ pipetowane tak szybko, jak to mozliwe.

When performing the assay, the Calibrators, Control 1 and the Prébkas should be pipette as fast as possible.

Schemat przebiegu protokotu oznaczenia

kaﬁglf'g:(:re;t;xlgka Przeciwciato Przeciwciato Znacznik

Nr Probowka kontrolna 1, , probki wychwytujace swoiste ul

Ml Ml

ul

1,2 TC - 100
) 100

34 BO Bufor testowy: 25 50 50
. 100

5-18 Kalibratory Cal1-7: 25 50 50
19,20 Probka kontrolna 1 Probla kontrolna 1 50 50 100
21,22 Probka 1 25 50 50 100
23,24 Probka 2 25 50 50 100




itd.

Proboéwki nalezy numerowaé w nastepujacej kolejnosci:

1,2 radioaktywnos¢ catkowita (TC),
34 kalibrator zera (By),

5-18 duplikowane kalibratory (1-7),
19,20 duplikowana prébka kontrolna (1),

21,22 itd. Duplikowane prébki.
2) Doda¢ 25 pl buforu testowego do probowek 3 i 4.
Doda¢ 25 pl buforu testowego do probéwek 5-18.
5,6 kalibrator 1
78 kalibrator 2, itd.
3) Doda¢ 25 pl prébki kontrolnej 1 do probowek 19 i 20.
4) Dodac¢ 25 pl pierwszej probki 1 do probowek 21 i 22 itd.
5) Dodac¢ 50 pl przeciwciata wychwytujgcego poczawszy od probowki 3.
6) Dodac¢ 50 pl przeciwciata swoistego poczgwszy od probowki 3.
7) Dodac¢ 100 pl znacznika do wszystkich probowek.
8) Wyjaé probéwki 1 i 2 (radioaktywnos$é catkowita) lub zatkaé je korkiem.
9) Woytrzasac¢ probki przy uzyciu wytrzgsarki (350 obr./min.) przez noc (co najmniej 15 h) w temperaturze pokojowej. (W przypadku
probéwek 1 i 2 nie trzeba wykonywaé krokéw 9-12)
10) Catkowicie odciggna¢ ciecz (z wyjgtkiem probowek 1i 2!).
Nalezy uwazaé, by nie naruszy¢ powtoki probéwek. W zaleznosci od wyposazenia dostepnego w laboratorium i przyjetej praktyki,
odciggniecie cieczy mozna zastgpi¢ doktadna dekantacja.
11) Dodac¢ 500 pl buforu testowego do probowek (z wyjatkiem probowek 1 i 2!).
12) Odciagna¢ ciecz (patrz krok 10).
13) Podda¢ wszystkie probowki badaniu radioaktywnosci przy uzyciu licznika promieniowania gamma przez okres 1-3 minuty.

OBLICZANIE WYNIKOW
Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej

Kalibrator Bo 1 2 3 4 5 6 7
ng/ml 0 1 2 4 8 16 32 64
1. Wyznaczy¢ srednig liczbe zliczen dla kazdej pary probowek. Wyznaczona wartos¢ jest wartoscig wigzania B.
2. Wartos$¢ By jest $rednig wzorca zerowego (probowki 3 i 4).
3.  Obliczy¢ procent zwigzania (% B/Bo) dzielac B przez By:

%B/Bo = B/Bo x100%.

4. Wyznaczyé wykres % B/B, jako funkcji stezenia roztwordw kalibracyjnych na papierze pétlogarytmicznym lub papierze logit-log. Dla utatwienia
zaleca sie korzysta¢ z komputerowych programéw redukcji danych.

5. Obliczy¢ procent zwigzania kalibratora zera:
Sredni odczyt z probowek 3,4 (Bo) podzieli¢ przez sredni odczyt z probéwek 1,2 (radioaktywnosc¢ catkowita) pomnozony przez 100%. Warto$é
%Bo/TC powinna wynosi¢ > 20%.

Ocena stezen w probkach:
Odczyta¢ warto$¢ stezenia (odcigtg) odpowiadajgcg wartosci %B/B0 probki w sposéb podany w przykiadzie ponizej:

Srednia liczba zliczen dla kalibratora zera (B0):
Srednia liczba zliczen dla probéwki z prébka:

8648 cpm
4283 cpm

%B/B0 = liczba zliczen dla prébki / B, x 100%
=4283/8648 x 100%

=0.495 x 100% = 49.5%

Dla wartosci 49,5% na osi y (rzgdnych) otrzymuje sig na osi x (odcietych) warto$¢ 7,28 ng/ml.
W przypadku prébek rozcienczonych, pomnozenie wartosci wyznaczonej graficznie lub z pomoca programu komputerowego przez wspétczynnik
rozcienczenia daje w wyniku stezenie leptyny w prébce.

Stezenie probki kontrolnej:

Stezenie probki kontrolnej 1 powinno miescic sie w zakresie stezen podanym na etykiecie. Mierzone stezenia leptyny sg wazne jedynie wéwczas, gdy
warto$¢ zmierzona dla probki kontrolnej znajduje sie w zakresie stezen podanym na etykiecie. W przeciwnym wypadku wymagana jest analiza
procesu, a nastepnie akceptacja lub odrzucenie wynikdw w oparciu o rezultaty tej analizy.

SPODZIEWANE WARTOSCI NORMALNE



Poziom leptyny w surowicy determinowany jest gtéwnie przez tluszczowg masg ciata: wartosci u oséb szczuptych sg mniejsze, za$ u oséb otytych
wysokie. Ponadto, istnieje wyrazna réznica migedzy ptciami: poziom leptyny przy danym procentowym udziale tkanki ttuszczowej jest wyzszy u kobiet
niz u mezczyzn. Ponadto wplyw na poziom leptyny ma réwniez faza dojrzewania piciowego. Tym samym wszelkie proby wyznaczenia zakresow
spodziewanych pozioméw leptyny powinny braé pod uwage wymienione powyzej czynniki.

Istniejg rézne metody oceny zawartosci tkanki ttuszczowej w organizmie, na przyktad obliczanie wskaznika masy ciata (masa (kg) podzielona przez
kwadrat wysokosci (m)) (BMI), ocena impedancji bioelektrycznej (BIA) lub absorpcjometria podwadjnej energii promieni RTG (DXA) catego ciata. Cho¢
doktadnos¢ metody BMI w odzwierciedlaniu faktycznej ttuszczowej masy ciata jest gorsza niz doktadnos$¢ bardziej ztozonych metod takich, jak BIA czy
DXA, metoda ta charakteryzuje sig licznymi zaletami:

1) Niezaleznos¢ od stosowanych modeli regres;ji.

2) tatwos¢ wyznaczania: wymagane jedynie pomiary wzrostu i masy ciata.

3) W wiekszosci przypadkéw dostepnosé danych retrospektywnych.

4) Najwieksza precyzja w przypadku krétkoterminowych zmian tluszczowej masy ciata, np. podczas gtodéwek.

W zwigzku z powyzszym, przedstawione ponizej zakresy oczekiwanych wartosci stezenia leptyny w surowicy zostaty powigzane z wartosciami BMI jako gtéwng
niezalezng zmienng zaktécajaca, oraz poddane stratyfikacji w zaleznosci od pici i stadium dojrzatosci (45; patrz ryciny 1-8 i tabele 4-11). Dla pacjentéw w wieku
powyzej 20 nie obserwuije si¢ istotnej zaleznosci wynikéw od wieku. Podane zakresy wartosci spodziewanych skorygowane o pte¢ i wiek mozna wykorzysta¢ do
poréwnywania stezen leptyny mierzonych przy danym BMI z pacjentami zdrowymi o tym samym BMI w celu wykrycia patologicznych odchyler od normy.

Najlepiej dopasowanymi liniami regresji dla poszczegoinych podgrup byty krzywe wyktadnicze o wzorze leptyna = a-e(b'BMI).

Wartosci 5.- i 95. percentyla wyznaczone sg nastepujgcymi wzorami:

(b-BMi-c) (b-BMi+c)

leptyna = a-e ileptyna=a-e

Na wykresach potlogarytmicznych (0$ y = log stezenia leptyny) krzywe te sg liniami prostymi. Wartosci statych a, b i ¢ dla pacjentéw poszczegdlnych pici i
stadiéw dojrzewania, a takze pacjentéw dorostych, podano w tabeli 3. W oparciu o podane wartosci, zakresy spodziewanych stezen leptyny mozna z tatwoscig
rozszerzy¢ na zakresy nizszych lub wyzszych wartosci BMI.

Przyktad:
50 percentyl dla chtopcow w fazie Tannera 3 | 4 ilustruje nastepujgca krzywa::

leptyna = 0.0181 - £(02067 . BM)
5 percentyl: leptyna = 0.01817 - (02067 . BMI-1,1919)

95 percentyl: leptyna = 0.0181 - (0,2067 . BMI +1,1919)
Na wykresie potlogarytmicznym wskazane linie sg réwnolegte, z zachowaniem réwnej odlegiosci do 50 percentyla.
Przeliczenie na wskazniki standaryzowane (SDS; Z-score)

Odchylenia zmierzonego poziomu leptyny od wartosci referencyjnych mozna wykryé, wyliczajac warto$¢ SDS poprzez odniesienie stezenia leptyny do wartosci
wskaznika BMI pacjenta, aby uzyska¢ srednig wartosc¢ leptyny dla danej pici i grupy wiekowej, a odchylenie wyrazi¢ jako odchylenie standardowe bedace
wielokrotnosciag x. Przedstawiong metode mozna uzna¢ za standaryzacje wzgledem normalnej kohorty referencyjnej. Wartosci leptyny mozna zatem skorygowac
wzgledem wskaznika BMI, pici, etapu dojrzewania ptciowego/wieku (tj. zneutralizowa¢ wptyw pici, wieku i wskaznika BMI) i uzyskac¢ zbiorcze dane do dalszych
analiz.

SDS leptyny mozna wyliczy¢ z nastepujacego wzoru, przy uwzglednieniu logarytmicznego rozkiadu pozioméw leptyny:
SDS leptyny = (In(leptyna) -In(a)-b-BMI)/d

W powyzszym wzorze In oznacza logarytm naturalny (odnoszacy sie do podstawy e). State a, b i d przedstawiono w Tabeli nr 3 w podziale na pte¢ i etap
dojrzewania ptciowego/wiek.

Przykiad:

Chiopiec w fazie Tannera 3, BMI = 25 kg/m?, zmierzone stezenie leptyny = 5 ng/ml.
SDS leptyny = (In(5)-In (0.0181) - 0.2067-25) / 0.6850 =
(1.6094 - (-4.0118) - 5.1675) / 0.6850 = 0.66

Szacowanie optymalnego rozcienczenia prébek

Poniewaz warto$ci stezen leptyny w surowicy moga réznic sie o kilka rzedéw wielkosci, gtéwnie w zaleznosci od tuszczowej masy ciata, precyzyjny pomiarmoze
wymagac odpowiedniego rozcieficzenia probki. W zwigzku z tym, w celu mozliwie najlepszego wykorzystania precyzji zestawu, prébki nalezy rozciencza¢
tak, aby stezenie leptyny bylo bliskie spodziewanej wartosci. Zakresy referencyjne stanowig przydatne narzedzie do dobrego szacowania spodziewanych
stezen leptyny dla danej warto$ci BMI oraz pici i wieku pacjenta.

Przykiad:

Dorosta kobieta, BMI = 45 kg/m? (130 kg, wzrost 1.70 m). Na podstawie zakresu referencyjnego dla dorostych kobiet mozna ustali¢, ze $redni poziom
leptyny przy wskazniku BMI 45 kg/m? wynosi okoto 224 ng/ml. Optymalne rozcienczenie wynositoby 1:30.



ZALACZNIK

Tabela 3: State a, b, c i d do obliczania zakreséw referencyjnych stezen leptyny i wskaznik odchylenia standardowego dla oznaczenia
poziomu leptyny w oparciu o wartos¢ BMI. Grupy zdrowych ochotnikéw poddano stratyfikacji w oparciu o pte¢ i stadium dojrzatosci
ptciowej/wiek. TS = stadium Tannera, n = liczba badanych, a,b,c i d = state (definicje podano w tekscie).

Grupa n a b c d
Mezczyzni

TS 1&2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379
TS 3&4 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850
TS5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558
Dorosli 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740
Kobiety

TS 1&2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786
TS 384 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379
TS5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301
Dorosli 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212




Tabela 4: 112 faza rozwoju wg. skali Tannera (kobiety)

Tabela 5: 11 2 faza rozwoju wg. skali Tannera (mezczyzni)

Percentyl (ug/L)

Percentyl (ug/L)

Rycina 1: Zakres odniesienia stezenia leptyny w surowicy
cztowieka wzgledem BMI: 1 | 2 fraza rozwoju wg. skali Tannera

(kobiety) [patrz tekst w celu uzyskania szczegotow]

BMI (kg/m?) 1 5 50 |95 99 BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 022 [030 |066 |145 |1.99 11 008 | 012 0.29 0.69 0.99
12 028 [039 [085 |186 |256 12 0.01 0.16 0.38 0.91 1.30
13 036 |050 |1.09 |238 |3.29 13 014 | 020 0.49 1.19 1.71
14 046 |064 |140 [306 |4.22 14 019 | 026 0.65 1.56 2.24
15 060 [082 [179 [393 |542 15 024 | 035 0.85 2.04 2.93
16 076 [105 |230 |504 |69 16 032 | 046 1.11 2.68 3.84
17 098 [135 |295 |647 |893 17 0.41 0.60 1.45 3.51 5.04
18 125 |1.73 |379 |831 11.5 18 055 | 079 1.90 4.60 6.60
19 161 |222 |487 [107 |147 19 0.72 1.03 2.50 6.03 8.66
20 207 |285 |625 |137 |189 20 0.94 1.35 3.27 7.90 11.3
21 265 |366 |803 |176 |243 21 1.24 1.77 4.29 104 14.9
22 341 |470 |103 [226 |312 22 162 | 233 5.62 13.6 19.5
23 437 603 [132 |290 |400 23 212 | 305 7.37 17.8 255
24 562 |775 |170 [372 |514 24 278 | 399 9.66 233 335
25 721 |995 |218 |478 |659 25 365 | 524 12.7 30.6 439
26 926 |128 |280 |614 |847 26 778 | 687 16.9 40.1 57.5
27 119 |164 |359 |788 |109.0 27 6.27 9.0 217 52.5 75.4
28 153 |21.1 |46 [101.0 |140.0 28 8.22 11.8 285 68.9 98.8
29 196 |27.0 |592 |[130.0 29 107 | 155 374 903 | 129.0
30 152 | 347 |761 30 14.1 203 48.9 118.0
31 323 |446 |977 31 185 | 266 64.2
32 415 |572 |1250 32 243 | 348 84.1
33 532 | 734 33 318 | 456 110.0
34 68.4 |943 34 417 | 598 144.0
35 87.8 [121.0 35 546 | 784
36 113 36 716 | 1020
37 145 37 939 | 1340
38 123.0
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Rycina 2: Zakres odniesienia stezenia leptyny w surowicy
cztowieka wzgledem BMI: 1 12 fraza rozwoju wg. skali Tannera
(mezczyzni) [patrz tekst w celu uzyskania szczego6tow]




Tabela 7:3 i 4 faza rozwoju wg. skali Tannera (mezczyzni)
Tabela 6: 3 i 4 faza rozwoju wg. skali Tannera (kobiety)

Percentyl (ug/L)
Percentyl (ug/L) BMI (kg/m?) | 1 5 50 95 99
BMI (kg/m?) L 5 50 95 99 11 003 |005 |018 [058 |094
11 032 | 041 | 073 1.29 1.63 12 004 |007 |0.22 0.71 1.16
12 0.41 0.52 0.92 1.63 2.06 13 049 |008 |027 0.88 1.43
13 0.52 0.66 1.16 2.07 2.61 14 006 |010 |033 1.08 1.75
14 0.65 0.83 1.47 2.61 3.31 15 0.07 0.12 |0.40 1.32 2.16
15 0.83 1.05 1.87 3.31 419 16 0.09 (0.15 |0.49 1.63 2.65
16 1.05 1.33 2.36 419 5.30 17 0.11 0.18 |0.61 2.00 3.26
17 1.33 1.68 2.99 5.30 6.71 18 0.14 0.23 |0.75 2.46 4.01
18 1.68 213 3.78 6.71 8.49 19 017 028 |0.92 3.03 4.93
20 269 | 341 | 606 | 107 | 136 21 026 |042 |139 1458 |7.46
21 341 | 431 | 767 | 1361 | 172 22 032 052 |171 |563 947
22 4.32 5.46 9.71 17.2 21.8 23 0.39 064 1210 6.92 1.3
23 546 6.91 123 218 276 24 0.48 0.78 | 2.58 8.51 13.9
25 059 |09 |3.18 10.5 17.0
24 6.91 8.75 15.6 27.6 34.9
26 0.73 119 |3.91 12.9 21.0
25 8.75 1.1 19.7 349 442
27 0.89 146 |4.80 15.8 25.8
26 1.1 14.0 249 442 56.0
28 1.10 1.79 [5.90 19.4 31.7
27 14.0 17.7 31.6 56.0 70.9 29 135 |220 |7.26 239 390
28 17.8 225 39.9 70.9 89.7 30 166 | 271 893 29.4 48.0
29 225 28.4 50.5 89.7 114.0 31 205 3.33 1.0 36.2 58.9
32 456 | 577 80.2 144.0 34 380 [620 |204 67.2 109.0
33 57.7 73.0 102.0 35 4.68 762 |25.1 82.6 134.0
34 73.0 924 130.0 36 5.75 9.37 |30.9 101.0
35 924 117.0 37 7.07 115 |[37.9 124.0
36 117.0 | 148.0 38 8.7 142 | 46.7
37 148.0 39 10.7 | 174 |574
40 13.1 214 | 705
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i L . . Rycina 4: Zakres odniesienia stezenia leptyny w surowicy
Rycina 3: Zakres odniesienia leptyny w surowicy cziowieka cztowieka wzgledem BMI: 3 i 4 fraza rozwoju wg. skali Tannera
wzgledem BMI: 3 i 4 faza rozwoju wg. skali Tannera (kobiety) [patrz (mezczyzni) [patrz tekst w celu uzyskania szczegotow]

tekst w celu uzyskania szczegotow]



Tabela 8 : 5 faza rozwoju wg. skali Tannera (kobiety) Tabela 9 : 5 faza rozwoju wg. skali Tannera (mezczyzni)

Percentyl (ug/L) Percentyl (ug/L)
BMI (kg/m2) 1 5 50 95 99 BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 050 |0.66 |1.34 2.71 3.62 11 003 |005 [016 |047 |0.73
12 058 |0.77 |1.56 3.15 4.21 12 004 |006 (018 |054 |0.84
13 067 |089 |1.81 3.67 4.89 13 0.05 |0.07 |0.21 062 |0.97
14 0.78 |1.04 |2.11 4.26 5.69 14 0.05 |[0.08 |024 |0.72 |1.12
15 091 |1.21 |245 4.96 6.62 15 006 [0.10 [028 |0.84 |1.30
16 105 |141 |285 5.76 7.70 16 007 [011 [033 |097 |1.51
17 122 |164 |3.31 6.70 8.95 17 008 [0.13 (038 [1.12 |1.74
18 142 |190 |3.85 7.79 10.4 18 0.1 015 |[044 |13 2.02
19 166 |221 |4.48 9.06 12.1 19 011 [017 [051 [150 |2.34
20 193 | 257 |520 10.5 14.1 20 0.13 |02 059 |[1.74 |27
21 224 299 |6.05 12.3 16.4 21 015 |023 |0.68 |[201 |3.13
22 260 |348 |7.03 14.2 19.0 22 017 |027 |0.79 |233 |362
23 303 |4.04 |8.18 16.6 22.1 23 020 |031 |091 |269 |4.19
24 352 |470 |951 19.3 25.7 24 023 |036 [1.05 [312 |4.85
25 409 |546 |11.0 224 29.9 25 027 |041 |1.22 |361 |562
26 476 |635 |129 26.0 34.8 26 031 |048 |[1.41 |417 |65
27 553 739 |[15.0 30.3 404 27 036 [055 |163 (483 |[7.52
28 643 |859 |[17.39 35.2 47.0 28 0.41 064 [1.89 |559 |871
29 748 999 [202 40.9 54.7 29 048 [0.74 |219 |647 |10.1
30 870 |11.6 |235 47.6 63.5 30 055 |086 |254 |749 |117
31 101 [135 |[27.3 55.3 73.9 31 064 |1.00 |294 |867 |135
32 1.8 |157 |31.8 64.4 85.9 32 074 |115 |34 100 | 156
33 137 183 |37.0 749 99.9 33 08 |[133 [394 (116 |181
34 159 |212 |[43.0 87.0 116.0 34 099 |154 |455 |134 |209
35 185 |247 |50.0 101.0 |135.0 35 115 [179 |527 [156 |24.2
36 215 |28.7 |581 118.0 36 133 |207 [610 [180 |[28.1
37 250 |334 |676 137.0 37 154 [239 |706 |[208 |325
38 291 |388 |786 38 178 [277 |817 |241 |376
39 338 |451 |914 39 206 |321 |946 |279 |435
40 394 |525 |106.0 40 238 |3.71 109 323 |50.3
Girls Tanner Stage 5 (<20 yrs) Boys Tanner Stage 5 (<20 yrs)
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Rycina 5: Zakres odniesienia stezenia leptyny w surowicy Rycina 6: Zakres odniesienia stezenia leptyny w  surowicy

czlowieka wzgledem BMI: 5 fraza rozwoju wg. skali Tannera  CZlowieka wzgledem BMI: 5 fraza rozwoju wg. skali Tannera
(kobiety) [patrz tekst w celu uzyskania szczegotow] (mezczyzni) [patrz tekst w celu uzyskania szczegétow]

Tabela 10 Dorosle Kabiety



Percentyl (ug/L)
BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
1" 046 |0.65 |[1.53 3.59 5.10
12 053 |0.75 [1.77 4.16 5.90
13 061 |0.87 |[205 4.82 6.83
14 071 |1.01 |[237 5.58 7.91
15 782 | 117 |275 6.46 9.17
16 095 |135 |[3.18 7.48 10.61
17 110 |1.57 |3.68 8.66 12.3
18 128 |1.81 |4.27 10.0 14.2
19 148 |210 |4.94 11.6 16.5
20 1.71 | 243 |572 134 19.1
21 199 |282 |6.62 15.6 221
22 230 |326 |7.67 18.0 256
23 266 |3.78 |8.88 20.9 29.3
24 3.08 |438 (103 242 34.3
25 357 |507 (119 280 39.7
26 413 |587 |138 324 46.0
27 479 |6.79 |16.0 375 53.3
28 554 |7.87 |[185 435 61.7
29 642 |911 |[214 50.4 715
30 743 | 106 |[248 58.3 82.8
31 861 |122 |287 67.5 95.8
32 997 |141 |333 78.2 111.0
33 115 |164 |385 90.5 129.0
34 1834 |19.0 |446 105.0 149.0
35 155 | 220 |516 121.0
36 179 | 254 |59.8 141.0
37 208 |295 |[69.3
38 240 |341 |802
39 278 |395 (929
40 322 | 457 |[108.0
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Rycina 7: Zakres odniesienia stezenia leptyny W surowicy

czlowieka wzgledem BMI: doroste kobiety [patrz tekst w celu
uzyskania szczegoétéw]

Tabela 11 Dorosli mezczyzni

Percentyl (ug/L)
BMI (kg/m?) 1 5 50 |95 99
1 0.03 (005 |015 |044 0.69
12 0.04 [006 |0.18 |0.55 0.87
13 0.05 [0.08 |023 |0.69 1.08
14 0.06 |009 |028 |0.85 1.34
15 0.07 [012 |035 |1.06 1.67
16 009 (015 |044 |1.33 2.09
17 0.12 018 |055 |1.65 2.60
18 0.14 |023 |068 |206 3.24
19 0.18 028 |085 |257 4.04
20 022 (035 [1.06 |3.20 5.03
21 023 |044 [132 |398 6.27
22 035 |054 |164 |4.97 7.81
23 043 |078 |205 |6.19 9.73
24 054 |085 |255 |7.71 12.1
25 067 [105 |3.18 |9.61 15.1
26 083 [131 |39 |120 18.8
27 104 |164 |494 |149 235
28 130 |204 |6.15 |186 29.2
29 161 |254 |767 |232 36.4
30 201 [316 |956 |289 454
31 251 (394 |[119 |36.0 56.6
32 312 491 |148 |449 705
33 389 (612 |185 |558 87.8
34 485 |763 |230 |[696 109.0
35 6.04 |951 |287 |86.7 136.0
36 753 | 118 |358 |108.0
37 938 |148 |446 |135.0
38 117 |184 |555
39 146 |229 |69.2
40 182 |286 |86.2
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Rycina 8: Zakres odniesienia stezenia

leptyny w surowicy

czlowieka wzgledem BMI: doro$li mezczyzni [patrz tekst w celu

uzyskania szczegotow]
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Dilution Factor

Wspdiczynnik rozciehczania

Rycina 9: Seria rozcienczen roztworéw kalibracyjnych leptyny (kétka petne) i réznych surowic o réznych
stezeniach leptyny. Poziom leptyny w nierozcienczonym kalibratorze wynosit 16 ng/ml Na ilustrac;ji
przedstawiono $rednie wartosci dwukrotnych oznaczen
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PODSUMOWANIE - Test DIAsource Hu LEPTIN RIA KIPMR44

Reconstitution:

w 7 ml buforu testowego
w 7 ml buforu testowego
w 13 ml buforu testowego
w 750 pl buforu testowego

Przygotowanie odczynnika:
Przeciwciato wychwytujace
Przeciwciato swoiste

Znacznik

Prébka kontrolna

rébki osocza/surowicy mozna stosowac¢ w postaci nierozcienczone;.

Proponowana procedura podwéjnego oznaczania

Dodanie odczynnika [pl]

Li . Zawartos¢ Bufor testowy, kalibratory, Przeciwciato Przeciwciato .
iczba probéwek . . P R R Znacznik
probéwek probka kontrolna 1, probki wychwytujace swoiste
1,2 TC - - - 100
34 Bo Ass Buf: 25 50 50 100
5-18 Kalibratory CAL 1-7: 25 50 50 100
19,20 Probka kontrolna 1 25 50 50 100
21,22 Prébka 1 25 50 50 100
23,24 (etc) Préka 2 (etc) 25 50 50 100

Probéwki nr 1,2: wyjaé do momentu badania radioaktywnosci

Poddac¢ inkubacji, co najmniej przez noc. 15 godzin w temp. pok., 350 obr./min.

Catkowicie odciggnac ciecz. Nalezy uwazag, by nie naruszy¢ powtoki probdwek.

Doda¢ 500 pl buforu testowego do probdwek.

Catkowicie odciggnac ciecz (patrz wyzej).

Dokonac¢ zliczania radioaktywnosci dla wszystkich probowek.
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Human-Leptin-RIA-CT

Radioimmunoassay mit beschichteten Réhrchen fiir die quantitative e
Bestimmung von humanem Leptin
KIPMR44
fiir in-vitro-Diagnostik

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium -
Tel: +32 1084 99 11 - Fax: +32 10 84 99 91

TECHNISCHE EIGENSCHAFTEN + EINSATZMOGLICHKEITEN

Messung der gesamt-Leptin-Konzentration in Serum, Plasma

Kalibriert am Internationalen Standard der WHO: NIBSC Code 97/594

Hoch affine Antikérper keine Beeintrachtigungen durch Leptin-Bindungsproteine
Einzelstandards mit 0 - 64 ng/ml sind im Kit enthalten

Einfache Handhabung: gebrauchsfertiger Standard/ weiter Standardbereich
Einsatz kleiner Serumvolumina, Messungen von Kapillarblut

* & & o o o

EINFUHRUNG

1994 wurde das Proteohormon Leptin als das Produkt des ob-Gens identifiziert (1,2). Es besitzt ein Molekulargewicht von 16 kD und man
nimmt an, dal® es eine Schliisselrolle bei der Regulierung des Koérpergewichts spielt. Seine Aminosaurensequenz weist keine groReren
Homologien zu anderen Proteinen auf (1). Leptin wird fast ausschlieBlich von differenzierten Fettzellen produziert (3-5). Es wirkt auf das
zentrale Nervensystem ein, vor allem auf den Hypothalamus, wobei es die Nahrungsaufnahme unterdriickt und den Energieverbrauch steigert
(2,6-9). Es existieren unterschiedlich gespleifite Formen des Leptin-Rezeptors, die sich in ihrer Lange unterscheiden. Sie gehoéren zu der
Cytokin-Klasse-1-Rezeptor-Familie (10-12) und

kommen ubiquitar im Kérper vor (10,11,13,14). Dies laf3t auf eine umfassende Funktion von Leptin schlie3en, die bis jetzt aber noch nicht
vollig verstanden wird.

Eines der vielen Leptin Bindungsproteine stellt eine zirkulierende Form eines Leptin-Rezeptors dar (15). Neben seinem Einflul? auf den
Stoffwechsel besitzt Leptin auch einen starken Einfluf} auf eine Anzahl endokriner Achsen. In mannlichen Mausen schwachte es die durch
Hungern induzierte

ausgepragte Abnahme von LH, Testosteron und Thyroxin bzw. die Zunahme von ACTH und Corticosteron ab. In weiblichen Mausen
verhinderte Leptin die durch Hungern induzierte Verzégerung des Eisprungs (16). Ob/ob-Mause, die aufgrund einer ob-Genmutation einen
Leptin-Mangel aufweisen, sind unfruchtbar. Dieser Defekt konnte durch Leptinapplikation korrigiert werden, jedoch nicht durch Gewichtsverlust
infolge von Nahrungskarenz (17). Dies 14t darauf schliessen, dass Leptin eine wichtige Rolle fiir die Reproduktion spielt.

Die Wirkung von Leptin kann wenigstens teilweise auf den supprimierenden Effekt von Leptin auf die Bildung und Sekretion von Neuropeptid
Y (NPY) durch Neuronen des Nucleus arcuatus erklart werden (6,18,19). NPY ist ein starker Stimulator fiir den Appetit (20,21) und ist
bekanntermalien an der Regulation verschiedener Hypophysen-Hormone beteiligt. Dazu gehéren z.B. die Suppression von
Wachstumshormon durch Stimulierung von Somatostatin (22,23), die Suppression von Gonadotropinen (23) und die Stimulierung der
Hypophysen-Nebennieren-Achse (21).

Die wichtigste Variable, die die zirkulierende Leptinkonzentration bestimmt, ist die Kérperfettmasse (24-26). Bei regelmaBiger Nahrungszufuhr
reflektiert Leptin den Anteil von Fettgewebe (27). Die Leptinkonzentration steigt exponentiell mit der Fettmasse an. Diese konstitutive
Synthese von Leptin wird durch eine Vielzahl von nicht-hormonellen und hormonellen Faktoren moduliert. Stimulatoren bei Nagern und
Menschen sind Uberernahrung (28,29), Insulin (3,5,30-33) und Glucocorticoide (5,34-36). Hemmfaktoren sind Fasten (27), cAMP und R3-
Adrenozeptor-Agonisten (35).

Generell 4Rt sich sagen, daB Leptin einen wesentlichen Bestandteil einer Vielzahl von metabolischen und endokrinen Feedback-Schleifen
darstellt.

Fir die klinische Verwendung ist es wichtig zu wissen, daf die Leptinwerte eine moderate zirkadiane Variation zeigen, mit einem Maximum
gegen 2 Uhr nachts (37). Die Leptinwerte zu dieser Zeit sind um etwa 30 - 100% hoher als die Werte, die morgens oder am frihen Nachmittag
gemessen werden. Zusammen mit der Nahrungsaufnahme missen diese Schwankungen bei der Entnahme von Blutproben beriicksichtigt
werden. Unter standardisierten Bedingungen, z.B. normaler Essensrhythmus und Blutabnahme am Morgen oder friihen Nachmittag, reicht
eine

Leptin-Messung fir eine informative Aussage aus.

Fir eine aussagekraftige Interpretation der gemessenen Leptin-Werte werden Referenz-Bereiche benétigt. Da die Korperfettmasse die Werte
am meisten beeinflult, sollten Referenz-Bereiche auf Korperfettmasse bezogen sein (Body Mass Index, BMI, oder Prozent Kérperfett,
bestimmt durch

Bioelektrische Impedanz-Schatzung, BIA). Es besteht eine Altersabhéngigkeit (38) der Leptinwerte. Auerdem besitzen Frauen bei gleicher
Fettmasse einen hoheren Leptinspiegel als Manner (39,40). Daher sollten die Referenzbereiche zusatzlich noch das Geschlecht und die
pubertare Entwicklung berticksichtigen.

Der bei fettleibigen Menschen vorliegende meist hohe Leptinspiegel lalt auf eine Leptin-Unempfindlichkeit schliel3en (20, 26, 37, 38, 41, 42).
Bei einer kleinen Anzahl von Patienten wurden jedoch unverhaltnismagig niedrige Leptinwerte, bezogen auf die Korperfettmasse, gefunden.
Weitere Studien werden nétig sein, um zu beweisen, daf diese Patienten ein neues pathophysiologisches Krankheitsbild repréasentieren:
Leptinmangel. Da Leptin von groRer Wichtigkeit fir reproduktive Funktionen ist, kdnnen méglicherweise neue pathophysiologische
Mechanismen entdeckt werden, die Unfruchtbarkeit mit einer ungeniigenden Leptin-Produktion verkniipfen.

VERWENDUNGSZWECK




Mit diesem Immunoassay Kit kann humanes Leptin in Serum oder Plasma (EDTA-/Heparin-Plasma) bestimmt werden.

Sofern ein normaler Essrhythmus vorliegt, reicht die Einzel-Messung einer Blutprobe, die morgens oder am friithen Nachmittag gewonnen
wurde, vollig aus.

Der Vergleich der Ergebnisse mit BMI-bezogenen Referenzwerten kann bei der Einschatzung eines relativen Leptinmangels als mogliche
Ursache fir Fettleibigkeit helfen bzw. Hinweise auf eine Leptin-Resistenz geben.Aufgrund seiner hohen Korrelation mit der Kérperfettmasse
kann die Leptin-Bestimmung unter standardisierten Bedingungen als einfacher und kostenglinstiger Test fur die Bestimmung des Korperfettes
genutzt werden.

METHODIK

Der Radioimmunoassay flir humanes Leptin verwendet einen polyklonalen Antikorper mit hoher spezifischer Affinitat fur Leptin. Leptin wird
quantitativ erkannt, eventuell vorhandene Bindungsproteine von Leptin stéren den Test nicht. Die R6hrchen wurden mit Streptavidin
beschichtet. Die Separation erfolgt durch einen biotinylierten Sekundar-Antikérper mit Bindungsspezifitat fir den Primar-Antikorper. Die
Standards und der 125I-Tracer wurden aus rekombinantem Leptin hergestellt.

Kalibrierung des Assays:
Der Assay ist am Internationalen Standard fir human Leptin kalibriert. Der Standard der WHO wird unter Code 97/594 (43) vom NIBSC (44)
vertrieben. Eine Ampulle der Praparation, in 1 ml Vedinnungspuffer des Kits rekonstituiert, wird mit dem Nominalgehalt von 5000 ng

rekombinanten human Leptin bestimmt. Die Standards bestehen aus rekombinantem Leptin in Konzentrationen von 1, 2, 4, 8, 16, 32 und 64
ng/ml.

ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG
Die analytische Sensitivitat des Lep-R44 betragt 0,1 ng/ml (zweifache Standardabweichung des Null-Standards).

Der DIAsource Leptin RIA KIPMR44 ist Gber einen sehr weiten Bereich verdiinnungsecht. Die Linearitiat von Serenverdiinnungen ist
hervorragend (s. Abb 9)

Die Wiederfindung von rekombinantem hLeptin in verschiedenen Humanseren betrug im Mittel 97% der theoretisch zu erwartenden Menge.

Die Inter- und Intraassay Variationskoeffizienten liegen beide deutlich unter 10%. Beispielhafte Bestimmungen sind in Tabelle 1 und Tabelle 2
dargestellt.

Tabelle 1: Inter-Assay-Varianz

. Standardabweichung VK
Mittelwert (ng/ml) (ng/ml) (%)
Probe 1 8.975 0.48 53
Probe 2 6.3 0.32 5.1
Probe 3 20.9 1.05 5.0
Tabelle 2: Intra-Assay-Varianz
Anzahl der . Standardabweichung VK
Bestimmungen Mittelwert (ng/ml) (ng/ml) (%)
Probe 1 6 19,67 0.87 53
Probe 2 6 6,95 0.33 51

PROBEN: EIGNUNG, VORBERAITUNG UND LAGERUNG
Geeignet sind Serum- und Heparin/EDTA-Plasmaproben (in korrespondierenden Serum- und EDTA-Plasma-Proben wurden keine
signifikanten Abweichungen im hLeptin-Gehalt gefunden). Eine spezielle externe Probenvorbehandlung ist nicht nétig.

Warnhinweis

Biotin-Konzentrationen von >125 ng/ml in hLeptin kit zeigten signifikante Interferenzen mit dem Assay-System und fiihrten zu falsch hohen
Werten. Daher kénnen Proben von Patienten mit hochdosierter Biotintherapie (>10 mg/Tag) fiir die Leptinmessung mit diesem Test nicht
verwendet werden.

Generell sollten Proben so schnell wie méglich nach der Abnahme gekiihlt werden. Falls zwischen Abnahme und Bestimmung ein langerer
Zeitraum liegt, sollten die unverdiinnten Proben bei -20°C oder kalter in fest verschlieBbaren Plastikgefalen aufbewahrt werden. Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen von Serum/Plasma sollte prinzipiell vermieden werden (gegebenenfalls subaliquotieren) einige Zyklen (5x) haben in
unseren Versuchen jedoch auf die messbare hLeptin Konzentration keine Auswirkungen gehabt.

Die hohe Sensitivitat des Assays erlaubt hLeptin Messungen in kleinen Probenvolumina. Im Allgemeinen ist durch den grofen Messbereich
des Kits eine vorbereitende Serum- oder Plasma-Verdiinnung nicht notwendig. Fir die meisten Untersuchungen (Serum- oder Plasmaproben
und keine Extremwerte zu erwarten) sollten unverdinnte Proben mit 25 pl pro Réhrchen eingesetzt, geeignet sein. Falls Werte von tber 64
ng/ml erreicht werden kénnen, sollte und kann die Probe vorab in Testpuffer A verdiinnt werden, z.B. bei stark adipdsen Patienten
(BMI>35kg/m2) wird eine Vorverdiinnung von 1:10 empfohlen.

Die hLeptin-Konzentrationen in anderen humanen Kérperflissigkeiten und in Kulturiiberstdnden kénnen stark von den Serumwerten
abweichen.

MATERIALIEN



Inhalt der Testpackung

ASS Testpuffer, gebrauchsfertig , 125 ml

BIOT Fang-Antikorper, lyophilisiert, 7 ml, biotinyliertes anti-Kaninchen-IgG. Rekonstituieren in 7 ml Testpuffer.

A Spezifischer Antikdrper, lyophillisiert, 7 ml, Rekonstituieren in 7ml Testpuffer.

Tracer, lyophilisiert, 13 ml, 2,85 pCi bzw. < 105 kBg. in 13 ml A rekonstituieren, rot gefarbt

I u-

Standards, gebrauchsfertig, 750 pl, enthalten rekombinantes humanes Leptin Die Standardkurve deckt einen Bereich von 1-64
ng/ml (1;2;4;8;16;32 und 64 ng/ml) Leptin ab. Fur den Assay werden jeweils 25 pl pro Réhrchen eingesetzt.

¢
g

CONTROL Kontrolle 1, lyophilisert, 750 l, in 750 pl A rekonstituieren. Soll-Konzentration auf dem Zertifikat ~ +/- 2SD.

Roéhrchen, 125 Stuick, beschichtet mit Streptavidin

(:I
B

Zusatzlich benoétigte Materialien

Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen
Vortex-Mischgerat

Gamma-Zahler

Schiittler

TECHNISCHE HINWEISE

Der Assay ist strikt nach dem Testprotokoll durchzufiihren.

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

Fir die Rekonstitution der lyophilisierten Komponenten muss der im Kit erhaltene Testpuffer A verwendet werden. Es empfiehlt sich zum
Rekonstituieren die Reagenzien 30 Minuten bei Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschlielend kraftig mit einem Vortex-Mixer zu
mischen. Schaumbildung sollte jedoch vermieden werden. Dies gilt insbesondere fiir die Kontrolle N!

Die Haltbarkeit der gedffneten Reagenzien entspricht der Tracer Haltbarkeit
Rekonstitutierte Komponenten sollten bei -20°C (oder kalter) aufbewahrt werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte vermieden
werden.

Alle Komponenten des Kits missen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden, die evil. in manchen Puffern vorhandenen
Prazipitate mussen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder geldst werden. Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation
bei 20 - 25°C.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Der DIAsource Kit ist nur zur In-vitro Diagnostik und nicht zur inneren Anwendung bei Mensch und Tier geeignet. Dieses Produkt darf nur
exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt werden. DIAsource ImmunoAssays SA 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 enthéalt Material humanen und/oder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des Kits sind so zu handhaben, als
ob sie infektios seien.

Angemessene VorsichtsmaBnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis miissen bei Lagerung, Gebrauch und Entsorgung der
Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss nach den 6rtlichen Vorschriften erfolgen.

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

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: N

Das humane Material, das fir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, ist durch von der US-amerikanischen
Arzneimittelzulassungsbehoérde FDA empfohlene Nachweisverfahren auf die Prasenz von Antikérpern gegen human Immuninsuffizienz Virus
(HIV 1 und 1), gegen Hepatitis B-Oberflachenantigen und gegen Hepatitis C Virus geprift und fiir negativ befunden worden. Da kein Test das
Vorhandensein von infektiésen Erregern vollig ausschliefen kann, sollten die Reagenzien gemaR der Vorgaben der Biosicherheitsstufe 2
gehandhabt werden.

NaAzid
< 0,02% Natriumazid



Die Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr verdiinnt (0,02%). Die Reagenzien enthalten als
Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr stark verdiinnt (0,02%). Ein Sicherheitsdatenblatt ist auf Anfrage erhaltlich.

Erste-Hilfe Malknahmen:

Nach Hautkontakt: Nach BerUhrung mit der Haut wahrend mindestens 15 Minuten mit genligend Wasser abwaschen. Kontaminierte Kleidung
und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Bertihrung mit den Augen wahrend mindestens 15 Minuten mit gentigend Wasser spilen. Ausreichende Spuilung
durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

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

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

Beim Umgang mit radioaktivem und potentiell infektiésem Material miissen folgende Richtlinien befolgt werden:

Das Material sollte in speziell ausgewiesenen Bereichen gelagert und verwendet werden.

Essen, Trinken und Rauchen ist in diesem Bereich verboten!

Niemals mit dem Mund pipettieren!

Direkter Kontakt mit diesem Material muss vermieden werden! Deshalb Laborkleidung und Einmalhandschuhe tragen.

Verschlttete Reagenzien missen sofort aufgewischt und kontaminierte Flachen und Gerate mit einem geeigneten Detergenz gereinigt
werden.

Unbenutzte radioaktive Materialien und radioaktiver Abfall missen entsprechend den Empfehlungen der nationalen Aufsichtsbehdrden
gelagert werden.

Radioaktivitét

Vor der Bestellung oder dem Gebrauch radioaktiver Produkte ist es notwendig, die Einhaltung der nationalen Bestimmungen oder Gesetze
die deren Anwendung regeln, sicherzustellen. Ortliche Vorschriften der jeweiligen Einrichtung, die Umgang und Verhalten im Radioaktiv-
Arbeitsbereich regeln, mussen befolgt werden. Die hier gegebenen Ratschldge ersetzen nicht die lokalen Regeln, Anweisungen oder
Ausbildungen der jeweiligen Einrichtung, ebenso wenig die Anordnungen des zustandigen Strahlenschutzbeauftragten. Es ist wichtig, die
Richtlinien der guten Laborpraxis zu erfillen, daneben gilt es die Besonderheiten im Umgang mit dem Radionuklid Jod-125 zu beachten.
Jod-125 hat eine Halbwertszeit T1/2 von 60 Tagen und emittiert 35,5 keV Gamma-Strahlung, 27 — 32 keV Rontgen-Strahlung und keine Beta-
Strahlung. Effektive Abschirmung ist durch Blei méglich, die Halbwertschichtdicke betragt 0,02 mm Blei, Reduktion auf 10% ist durch 0,2 mm
zu bewerkstelligen.

Zur Reduzierung der Strahlendosis sollte die Zeit des Umgangs mit Radioaktivitat minimiert werden (Arbeitsschritte vorplanen), sowie die
Entfernung zur Strahlenquelle maximiert werden (Verdopplung der Entfernung reduziert die Strahlendosis auf ein Viertel). UnsachgeméaRes
Offnen von GeféRen oder Pipettieren von Lésungen kann zur Bildung von Aerosolen, also Freisetzung von Radioaktivitat in Trépfchenform,
fuhren und muss vermieden werden. Der pH-Wert von Ldsungen, die Jod enthalten, sollte nicht im sauren Bereich sein, da dies zur
Freisetzung von fliichtigem elementarem Jod flihren kann.

Einige Jod-Verbindungen koénnen durch Gummihandschuhe diffundieren, deshalb sollten zwei Paar oder Polyethylen- und
Gummihandschuhe getragen werden.

Zur Reinigung von kontaminierten Flachen oder Gegenstdnden sollte, um das Jod-125 chemisch zu stabilisieren, alkalische
Natriumthiosulfatldsung und Papier od. Zellstoff verwendet werden.

Warnhinweis

Biotin-Konzentrationen von >125 ng/ml in hLeptin zeigten signifikante Interferenzen mit dem Assay-System und fihrten zu falsch hohen
Werten. Daher kénnen Proben von Patienten mit hochdosierter Biotintherapie (>10 mg/Tag) fir die Leptinmessung mit diesem Test nicht
verwendet werden.

TESTDURCHFUHRUNG
" Testpuffer, Standards, Fang- Spezifischer

Nr. Rehrchen Kontrolle , Proben Antikorper  Antikdrper Tracer

1,2 TC 100

34 By Testpuffer: 25 50 50 100
5-18 Standards Standards: 25 50 50 100
19,20 Kontrolle Kontrolle: 25 50 50 100
21,22 Probe 1 25 50 50 100
23,24 Probe 2 25 50 50 100
etc...

(Alle Volumina in pl)

1) Beschriftung der Réhrchen:



1,2 Gesamtaktivitat (total counts, TC),

3,4 Nullstandard (By),

5-18 Standards als Doppelwerte,
19, 20 Kontrolle ,

ab 21 Proben als Doppelwerte.

2)  Zugabe von je 25 pl Testpuffer in Réhrchen 3, 4.
Zugabe von je 25 pl der Standards in Rohrchen 5-18:
5, 6 Standard 1,
7, 8 Standard 2; usw. bis 18.
3)  Zugabe von je 25 pl Kontrolle in Réhrchen 19 und 20.
4)  Zugabe von je 25 pl Probe ab Réhrchen 21.
5)  Zugabe von 50 pl Fang-Antikérper, ab Réhrchen 3.
6)  Zugabe von 50 pl Spezifischer Antikorper , ab Réhrchen 3.
7)  Zugabe von 100 pl Tracer in alle Réhrchen.
Réhrchen 1 und 2 (Gesamtaktivitat) mit Stopfen verschlieen und bis zum Schritt 12) beiseite stellen.
8) Die restlichen Rohrchen Gber Nacht (mindestens 15 Stunden) bei Raumtemperatur auf einem Schittler bei 350 upm inkubieren.
9) Flussigkeit ab Rohrchen 3 dekantieren oder vollstéandig absaugen, dabei darf die Beschichtung der Rhrchen nicht beschadigt werden.
10) Zugabe von je 500 pl Testpuffer
11) Flissigkeit vollstandig dekantieren oder absaugen, siehe Punkt 9).
12)  Alle Réhrchen im Gamma-Counter fur 1 (bis 3) min zahlen.

AUSWERTUNG

Berechnung der Standardkurve
Die bereitgestellten Standards enthalten folgende Leptin-Konzentrationen:

Standard Bo 1 2 3 4 5 6 7
ng/ml 0 1 2 4 8 16 32 64
1) Ermittlung des Mittelwerts (MW) der Doppelbestimmungen (entspricht der Bindung B).
2) Der Mittelwert des Nullstandards (R6hrchen 38&4) entspricht Bo.
3) Berechnung der Prozentverhaltnisse (%B/By).
4) Auftragen von %B/B, gegen die Konzentrationen der Standards in halb-logarithmischem oder logit-log MaR3stab auf Papier oder per
Computerauswertung
5) Qualitatskontrolle, Berechnung des Nullstandards in %:

Bo/Gesamtaktivitat (MW Rohrchen 3&4 / MW Réhrchen 1&2) 100%. Soll: %Bd/TC > 20%

Ermittlung der Proben-Konzentrationen:
Die Leptin-Konzentration (Abszisse, x-Achse) wird entsprechend dem %B/B0-Wert der Probe aus dem Schaubild abgelesen.

Beispiel:

Mittelwert der Réhrchen 3 und 4 (Nullstandard, B): 8648 cpm

Mittelwert der Réhrchen 21 und 22 (Probe 1): 4283 cpm

%B/Bg= TP 4 100% = 4283 100% = 49,5%
By 8648

Ein Wert von 49,5% auf der Ordinate (y-Achse) entspricht in dem hier gewahlten Beispiel einem Abszissen-Wert von 7,28 ng/ml.

Bei vorausgegangener Verdiinnung der Probe ergibt sich die Leptin-Konzentration der Probe durch Multiplikation des aus der Grafik (oder mit
Hilfe eines Computer-Programms) ermittelten Werts mit dem Verdiinnungsfaktor.

Konzentration der Kontrolle:

Der aus der Standardkurve ermittelte Wert fiir die Kontrolle N sollte innerhalb des zertifizierten Bereichs liegen. Die ermittelten Leptin-
Konzentrationen der Proben kénnen nur als valide angesehen werden, wenn die Kontrolle mit einem Wert innerhalb des Sollbereichs
gefunden wird. Andernfalls ist eine Fehleranalyse durchzufiihren als deren Resultat die Ergebnisse des Testes akzeptiert oder verworfen
werden.

Referenzwerte

Die Serum-Leptin-Konzentrationen spiegeln hauptsachlich die Korper-Fettmasse wieder. Schlanke Personen besitzen niedrige, fettleibige
Personen hohe Leptin-Werte. Auferdem besteht ein eindeutiger Geschlechtsunterschied zwischen Mann (niedrigere Werte) und Frau (h6here
Werte) bei gegebenem Korperfett-Verhaltnis. Die Entwicklung wahrend der Pubertat besitzt ebenfalls einen Einfluss auf den Leptin-Wert.
Diese Abhangigkeiten miissen mit in Betracht gezogen werden, bevor Erwartungsbereiche fiir Leptin-Werte aufgestellt werden kénnen.

Es gibt verschiedene Methoden, den Korperfett-Anteil zu bestimmen, z.B. Berechnung des Body Mass Index (BMI, Gewicht (in kg) dividiert
durch das Quadrat der GroRRe (in m)), Bioelektrische Impedanz-Schatzung (BIA) oder total body dual energy x-ray absorptiometry (DXA).
Obwohl die Genauigkeit bei der Einschatzung der tatsachlichen Kérperfettmasse durch den BMI schlechter ist als bei den héherentwickelten
Methoden wie BIA oder DXA, besitzt die Angabe des BMI mehrere Vorteile:



1) Der BMI ist unabhangig von den angewandten Regressionsmodellen.

2) Der BMl ist leicht zu bestimmen, da nur Groe und Gewicht angegeben werden mussen.
3) Der BMI ist meist auch nachtraglich noch bestimmbar.
4) Der BMI ist die praziseste Messung bei kurzfristigen Anderungen der Fettmasse, z.B. wahrend des Fastens.

Daher wurden die folgenden Erwartungsbereiche fiir Serum-Leptinkonzentrationen auf der Basis des BMI als die wichtigste einschrankende,
unabhangige Variable, unter Einbeziehung des Geschlechts und der pubertaren Entwicklung, erstellt (45; s. nachstehende Abbildungen 1 bis
8 und Tabellen 4 bis 11). Ab einem Alter von 20 Jahren wurde keine signifikante Altersabhangigkeit der Werte mehr gefunden. Die
aufgefiihrten und nach Geschlecht und Alter getrennten Erwartungswerte konnen bei gegebenem BMI des Patienten zum Vergleich mit
gemessenen Leptin-Werten von normalen Patienten genutzt werden, um pathologische Abweichungen festzustellen.

Die besten Regressionen fir die verschiedenen Personengruppen (siehe Abbildungen 1 bis 8) ergeben sich mit folgender
Exponentialfunktion:

(b - BMI)
Leptin=a"e

Die 5. und 95. Perzentile werden durch folgende Gleichungen wiedergegeben:
(b-BMI-c)
Leptin=a’ e
bzw ) _ (b-BMI +¢)
: Leptin=a’" e

Bei halb-logarithmischer Auftragung (y-Achse = log Leptin) ergeben diese Funktionen Geraden.
Die Werte fir a, b und ¢ sind in Tabelle 3 getrennt nach Geschlecht, pubertarer Entwicklung und fir Erwachsene angegeben. Mit diesen
Werten konnen die Erwartungsbereiche fiir Leptin im Bedarfsfall leicht auch auf héhere oder niedrigere BMI-Bereiche ausgeweitet werden.

Beispiel:
Die 50. Perzentile fur Jungen im Tanner-Stadium 3 & 4 wird durch die folgende Kurve wiedergegeben:

(0,2067 - BM’ie@tm =0,0181
(0,2067 - BMI - 1,1919)
(0,2067 -BMI + 1,1919)

Die 5. Perzentile entspricht: Leptin = 0,0181 e
und die 95. Perzentile entspricht: Leptin = 0,0181 e

In einem halb-logarithmischen Diagramm entsprechen diese Funktionen parallelen Geraden mit gleichen Abstanden zur 50. Perzentile.

Berechnung der Standardabweichung (SA; Z-Werte):

Eine geeignete Methode, die Abweichung einer gemessenen Leptin-Konzentration vom entsprechenden Referenzbereich festzustellen, ist die
Berechnung der Standardabweichung. Hierbei wird der gemessene Leptin-Wert bei gegebenem BMI des Patienten zu dem Leptin-Wert der
entsprechenden Geschlechts- und Altersgruppe in das Verhéltnis gesetzt. Die berechnete Abweichung entspricht der x-fachen
Standardabweichung. Auf diese Weise kdnnen die Leptin-Werte nach BMI, Geschlecht und pubertare/s Entwicklung/Alter eingestuft werden
und fiir weitere Analysen gepoolt werden. Dadurch kann z.B. der Einfluss von BMI, Geschlecht und Alter fir die weiteren Analysen eliminiert
werden.

Aufgrund der logarithmischen Abhangigkeit der Leptin-Werte berechnet sich die Leptin-SA wie folgt:
Leptin SA = In(Leptin) - In(a) - b - BMI
d

In dieser Gleichung steht "In" fir den natlrlichen Logarithmus (bezogen auf die Basis €). Die Konstanten a, b und d sind in Tabelle 3 getrennt
fur Geschlecht und Alter angegeben.

Beispiel:
Ein Junge im Tanner-Stadium 3, BMI = 25 kg/mz, gemessene Leptin-Konzentration = 5 ng/ml:
LeptinSA= In 0,0181)-02067-25 =0,66
0,6850

Abschétzung der optimalen Probenverdinnung:

Da die Serum-Leptin-Werte abhangig von der Korperfettmasse (iber mehrere GréRRenordnungen variieren, ist eine adaquate Verdiinnung
Voraussetzung fiir eine hohe Messgenauigkeit. Um die Messgenauigkeit optimal auszunutzen, kénnen die Proben daher so verdiinnt werden,
dass die End-Konzentrationen nahe an diesen Wert herankommen. Die Erwartungsbereiche stellen eine nitzliche Hilfe dar, um die erwarteten
Leptin-Werte bezogen auf BMI, Geschlecht und Alter einzuschatzen.

Beispiel:

Erwachsene Frau, BMI = 45 kg/m2 (130 kg,1,70 m GrolRe). Der durchschnittliche Leptin-Wert bei einem BMI von 45 kg/m2 liegt nach den
Referenzbereichen fir erwachsene Frauen bei ca. 224 ng/ml. Die gut geeignete Verdinnung ware hier also z.B. 1:30.

ANHANG



Tabelle 3: Konstanten a, b, c und d fiir die Berechnung der Referenzbereiche und Leptin Standardabweichungen basierend
auf dem BMI. Gruppen von normalen, gesunden Personen wurden nach Geschlecht und pubertarem

Entwicklungsstadium/Alter getrennt. TS = Tanner-Stadium, n = Anzahl der Personen, a, b

Gruppe n a b c d
maénnlich
TS 1&2 136 0,0146 0,2706 0,8821 0,5379
TS 384 50 0,0181 0,2067 1,1919 0,6850
TS5 112 0,0316 0,1462 1,0821 0,6558
Erwachsene 380 0,0130 0,2200 1,1053 0,6740
weiblich:
TS 1&2 136 0,0422 0,2499 0,7849 0,4786
TS 384 43 0,0543 0,2357 0,5745 0,3379
TS5 157 0,2550 0,1508 0,7053 0,4301
Erwachsene 587 0,3042 0,1467 0,8548 0,5212
Tabelle 4: Madchen im Tanner-Stadium 1 und 2
Perzentile (pg/L)
BMI (kg/m?) |1 5 50 95 99
11 0.22 [0.30 |0.66 | 1.45 1.99
12 0.28 {0.39 |0.85 |1.86 |2.56
13 0.36 | 0.50 | 1.09 |2.38 |3.29
14 0.46 [0.64 | 140 |3.06 |4.22
15 0.60 {0.82 |1.79 |3.93 |542
16 0.76 {1.05 |2.30 |5.04 |6.96
17 0.98 {1.35 295 |6.47 |8.93
18 1.25 [1.73 | 3.79 | 8.31 11.5
19 1.61 |2.22 [4.87 [10.7 14.7
20 2.07 |2.85 [6.25 |13.7 18.9
21 2.65 |3.66 |[8.03 (176 |24.3
22 3.41 (470 |10.3 |226 |31.2
23 437 |6.03 [13.2 [29.0 |40.0
24 562 |7.75 |17.0 |37.2 |514
25 721 |9.95 |21.8 |47.8 |65.9
26 9.26 ({12.8 |28.0 |614 |84.7
27 119 [16.4 | 35.9 |78.8 109.0
28 15.3 [21.1 |46.1 | 101.0 | 140.0
29 19.6 |27.0 | 59.2 | 130.0
30 15.2 | 34.7 | 761
31 32.3 |44.6 |97.7
32 415 | 57.2 | 125.
33 53.2 |734
34 68.4 |94.3
35 87.8 [ 121.
36 113
37 145

c und d = Konstanten (siehe Text).



Abb.1: Referenzbereiche fir humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Madchen im Tanner-Stadium 1 + 2 (s.
Text).

Girls Tanner Stage 1 & 2
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Tabelle 5: Jungen im Tanner-Stadium 1 und 2

Perzentile (pg/L)

BMI (kg/m?) 1 5 50 95 99
11 0.08 | 0.12 0.29 0.69 | 0.99
12 0.01 0.16 0.38 0.91 1.30
13 0.14 | 0.20 0.49 1.19 | 1.71
14 0.19 | 0.26 0.65 156 | 2.24
15 024 | 0.35 0.85 204 | 293
16 0.32 | 0.46 1.1 268 | 3.84
17 0.41 0.60 1.45 351 | 5.04
18 0.55 | 0.79 1.90 460 | 6.60
19 0.72 | 1.03 2.50 6.03 | 8.66
20 094 | 135 3.27 790 | 11.3
21 124 | 1.77 4.29 104 | 149
22 162 | 233 5.62 13.6 | 195
23 212 | 3.05 7.37 17.8 | 255
24 278 | 3.99 9.66 233 | 335
25 365 | 524 12.7 30.6 | 43.9
26 778 | 6.87 16.9 401 | 575
27 6.27 9.0 217 525 | 754
28 822 | 118 28.5 68.9 | 98.8
29 10.7 | 155 374 90.3 | 129.0
30 141 20.3 489 | 118.0
31 185 | 26.6 64.2
32 243 | 3438 84.1
33 318 | 456 | 110.0
34 417 | 59.8 | 144.0
35 546 | 784
36 71.6 | 102.0
37 93.9 | 134.0
38 123.0




Abb.2: Referenzbereiche fir humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 1 + 2 (s.
Text)

Boys Tanner Stage 1 & 2
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Tabelle 6: Madchen im Tanner-Stadium 3 und 4

Percentile / Perzentile (ug/L)

BMI (kg/m?) | 1 5 50 95 99
11 032 | 041 | 073 | 129 | 1.63
12 041 | 052 | 092 | 163 | 2.06
13 052 | 066 | 1.16 | 2.07 | 2.61
14 065 | 0.83 | 1.47 | 261 | 3.31
15 0.83 | 1.05 | 1.87 | 3.31 | 4.19
16 1.05 | 1.33 | 236 | 419 | 5.30
17 1.33 |1 168 | 299 | 530 | 6.71
18 168 | 213 | 3.78 | 6.71 | 849
19 213 | 269 | 4.79 8.5 10.8
20 269 | 341 | 6.06 | 10.7 | 136
21 341 | 431 | 767 | 13.61| 17.2
22 432 | 546 | 9.71 | 172 | 21.8
23 546 | 691 | 123 | 218 | 27.6
24 6.91 | 875 | 156 | 276 | 34.9
25 875 | 111 | 197 | 349 | 442
26 111 | 140 | 249 | 442 | 56.0
27 140 | 17.7 | 316 | 56.0 | 70.9
28 17.8 | 225 | 399 | 709 | 89.7
29 225 | 284 | 505 | 89.7 | 114.0
30 284 | 36.0 | 63.9 | 114.0 | 144.0
31 36.0 | 45.6 | 80.9 | 144.0
32 456 | 57.7 | 80.2 | 144.0
33 57.7 | 73.0 | 102.0
34 73.0 | 924 | 130.0
35 924 |117.0
36 117.0 | 148.0
37 148.0




Abb.3: Referenzbereiche fur humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Madchen im Tanner-Stadium 3 + 4 (s.
Text).

Girls Tanner Stage 3 & 4
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Tabelle 7 : Jungen im Tanner-Stadium 3 und 4

Percentile / Perzentile (ug/L)

BMI (kg/m?) | 1 5 50 95 99
11 0.030.05| 0.18 | 0.58 | 0.94
12 0.04 | 0.07 | 0.22 | 0.71 1.16
13 049|0.08| 027 | 0.88 | 1.43
14 0.06 |0.10| 0.33 | 1.08 | 1.75
15 0.07|0.12| 040 | 1.32 | 2.16
16 0.09015| 049 | 163 | 2.65
17 0.11]0.18| 0.61 | 200 | 3.26
18 0141023 | 0.75 | 2.46 | 4.01
19 0.17 1028 | 092 | 3.03 | 4.93
20 021|034 | 113 | 3.72 | 6.06
21 026|042 | 139 | 458 | 7.46
22 0.32|052| 1.71 | 563 | 9.17
23 039064 210 | 692 | 113
24 048 | 0.78 | 2.58 | 8.51 13.9
25 059096 | 3.18 | 105 | 17.0
26 0.73|11.19| 391 | 129 | 21.0
27 089|146 | 480 | 158 | 25.8
28 110 [ 1.79| 590 | 194 | 31.7
29 1.35|220| 7.26 | 23.9 | 39.0
30 1.66 | 2.71| 893 | 29.4 | 48.0
31 2.05(3.33| 11.0 | 36.2 | 589
32 251(14.09| 135 | 445 | 724
33 3.09|504| 166 | 54.7 | 89.1
34 3.80|6.20| 204 | 67.2 | 109.0
35 468 |762| 251 | 826 | 134.0
36 5.7519.37 | 309 | 101.0
37 707 | 11.5| 379 | 1240
38 8.7 | 142 | 46.7
39 10.7 | 174 | 574
40 131214 | 70.5




Abb.4: Referenzbereiche fir humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 3 + 4 (s.
Text).
Boys Tanner Stage 3 & 4
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Tabelle 8 : Madchen im Tanner-Stadium 5

Percentile /Perzentile (ug/L)
BMI (kg/m?) |1 5 50 95 99
11 0.50 |0.66 |1.34 |2.71 |3.62
12 058 [0.77 |1.56 |3.15 |4.21
13 0.67 |0.89 |1.81 |3.67 |4.89
14 0.78 |1.04 [211 |4.26 |5.69
15 091 [1.21 |245 |4.96 |6.62
16 1.05|1.41 (285 |576 |7.70
17 122 1164 |3.31 |6.70 |8.95
18 1421190 (3.85 |7.79 |104
19 1.66 |2.21 [4.48 [9.06 |[12.1
20 1.93 257 |520 |10.5 |14.1
21 2241299 |6.05 |123 |16.4
22 260 (348 |7.03 |[142 |19.0
23 3.03 (4.04 {818 |16.6 |221
24 352|470 {951 |193 |257
25 4.09 |546 |11.0 |224 |29.9
26 476 16.35 129 [26.0 |34.8
27 553 (7.39 |[15.0 |30.3 |404
28 6.43 |8.59 [17.39 |35.2 |47.0
29 748 19.99 [20.2 |409 |54.7
30 8.70 |11.6 |23.5 |476 |63.5
31 10.1 [ 13.5|27.3 |55.3 |73.9
32 11.8 |15.7 |31.8 |644 |85.9
33 13.7 118.3 |37.0 |[749 |99.9
34 159 (212 143.0 |(87.0 |116.0
35 18.5|24.7 |50.0 |101.0 [135.0
36 215]28.7 |58.1 |118.0
37 25.0 1334|676 |137.0
38 29.1 |138.8 |78.6
39 33.8 {451 (914
40 39.4 |52.5 | 106.0

Abb.5: Referenzbereiche fir humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Madchen im Tanner-Stadium 5 (s.

Text).




Girls Tanner Stage 5 (<20 yrs)
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Tabelle 9: Jungen im Tanner-Stadium 5

Percentile / Perzentile (ug/L)

BMI (kg/m?) 1 5 50 |95 |99

11 0.03 | 0.05 | 0.16 | 0.47 | 0.73
12 0.04 |0.06 |0.18 | 0.54 | 0.84
13 0.05 | 0.07 | 0.21 | 0.62 | 0.97
14 0.05 | 0.08 |0.24 |0.72 |1.12
15 0.06 |0.10 | 0.28 | 0.84 | 1.30
16 0.07 {0.11 | 0.33 | 0.97 | 1.51
17 0.08 |0.13 |0.38 |1.12 | 1.74
18 0.1 |0.15|044 |13 |2.02
19 0.1110.17 | 0.51 | 1.50 |2.34
20 013102 |0.59 |1.74 | 2.7

21 0.15]0.23 | 0.68 | 2.01 | 3.13
22 0.17 | 0.27 | 0.79 | 2.33 | 3.62
23 0.20 {0.31 | 0.91 |2.69 |4.19
24 0.23 |10.36 |1.05 | 3.12 |4.85
25 0.27 |0.41 |1.22 | 3.61 | 5.62
26 0.31 1048 |1.41 |4.17 |65

27 0.36 |0.55 | 1.63 |4.83 |7.52
28 0.41 |0.64 |1.89 |5.59 |8.71
29 0.48 |0.74 | 2.19 |6.47 | 10.1
30 0.55(0.86 |2.54 |7.49 |11.7
31 0.64 | 1.00 | 2.94 |8.67 |13.5
32 0.74 1115 |34 |10.0 [15.6
33 0.86 | 1.33 | 3.94 | 11.6 | 18.1
34 0.99 |1.54 |4.55 |13.4 |20.9
35 115 |1.79 | 527 | 156 | 24.2
36 1.33 | 2.07 [6.10 | 18.0 | 28.1
37 154 1239 |7.06 |20.8 | 32.5
38 1.78 |2.77 |8.17 |24.1 | 37.6
39 2.06 | 3.21 |9.46 | 279 |43.5
40 2.38 13.71 |10.9 | 32.3 | 50.3

Abb.6: Referenzbereiche flir humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Jungen im Tanner-Stadium 5 (s. Text)



Boys Tanner Stage 5 (<20 yrs)
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Tabelle 10: Erwachsene Frauen

Percentile / Perzentile (ug/L)

BMI(kg/m?) |1 |5 |50 |95 |99

11 046 |0.65 | 153 |359 |5.10
12 053 [0.75 [1.77 |4.16 |5.90
13 061 |0.87 [2.05 |4.82 |6.83
14 071 [1.01 [237 |558 |7.91
15 782 [117 (275 |6.46 |9.17
16 095 [1.35 |3.18 |7.48 |10.61
17 110 | 157 |3.68 |8.66 |12.3
18 128 |1.81 |427 [100 |142
19 148|210 |4.94 [116 |165
20 171 | 243 |5.72 [13.4 | 191
21 199 |2.82 |6.62 |156 |221
22 2.30 |3.26 |767 |180 |256
23 266 |3.78 |8.88 |209 |293
24 308 [4.38 (103 |242 |34.3
25 357 [507 (119 |280 |39.7
26 413|587 [13.8 |324 |46.0
27 479 |6.79 [16.0 |375 |533
28 554 |7.87 (185 |435 |61.7
29 642 (911 (214 |504 |715
30 743 (106 |248 |583 |82.8
31 861 [12.2 (287 |675 |95.8
32 9.97 [14.1 (333 |782 |111.0
33 115 [ 164 |385 |905 |129.0
34 134 |19.0 |446 |105.0 |149.0
35 155 |22.0 | 516 |121.0

36 179 | 254 |59.8 |141.0

37 20.8 | 29.5 | 69.3

38 24.0 |34.1 |80.2

39 27.8 (395 | 92.9

40 32.2 [45.7 [108.0




Abb. 7: Referenzbereiche fur humane Serumwerte bezogen auf den BMI: adulte Frauen (s. Text).

Adult Women (20 - 80 yrs)

rd

15 20 25 30 35 40 45
BMI (kg/m?)

Tabelle 11: Manner

Percentile / Perzentile (ug/L)
BMI (kg/m?) 1 5 50 |95 99
11 0.03 |0.05|0.15 |0.44 |0.69
12 0.04 |0.06 |0.18 |0.55 |0.87
13 0.05 |0.08 |0.23 |0.69 |1.08
14 0.06 [0.09 |0.28 |0.85 |1.34
15 0.07 |0.12 |0.35 [1.06 |1.67
16 0.09 |0.15|0.44 [1.33 |2.09
17 0.12 |0.18 |0.55 |1.65 |2.60
18 0.14 |0.23 |0.68 |2.06 |3.24
19 0.18 |0.28 |0.85 |2.57 |4.04
20 0.22 |0.35|1.06 |3.20 |5.03
21 0.23 1044 |1.32 |3.98 |6.27
22 0.35 054|164 |497 |7.81
23 0.43 /0.78 |2.05 |6.19 |9.73
24 0.54 1085|255 |7.71 |12.1
25 0.67 | 1.05|3.18 |9.61 |15.1
26 0.83 {1.313.96 |12.0 |18.8
27 1.04 |1.64 |494 |[149 |23.5
28 1.30 |2.04 |6.15 | 18.6 |29.2
29 1.61 254 |7.67 |23.2 |36.4
30 2.01|3.16 |9.56 [28.9 |454
31 2511394119 |36.0 |56.6
32 3.12 1491|148 |449 |70.5
33 3.89 |6.12 /18,5 |55.8 |87.8
34 485|763 |23.0|69.6 |109.0
35 6.04 |9.51 |28.7 |86.7 |136.0
36 7.53 111.8 |35.8 | 108.0
37 9.38 | 14.8 |44.6 | 135.0
38 11.7 | 18.4 | 55.5
39 14.6 |22.9 |69.2
40 18.2 | 28.6 | 86.2




Abb.8: Referenzbereiche fur humane Serumwerte bezogen auf den BMI: Manner (s. Text).

Adult Men (20 - 80 yrs)
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Abb. 9: Verdinnungsreihe des Leptin-Standards (schwarze Kreise) und verschiedene Serumproben mit
unterschiedlichen Leptin-Konzentrationen. Der Leptin-Gehalt des unverdinnten Standards betragt 16 ng/ml. Es
sind jeweils die Mittelwerte der Doppelmessungen aufgefiihrt.
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KURZANLEITUNG -hLEPTIN RIA CT KIPMR44

Reagenzpréaparation: Rekonstitution:
Fang-Antikorper in 7 ml Testpuffer

Spezifischer Antikorper in 7 ml Testpuffer

Tracer in 13 ml Testpuffer

Kontrolle in 750 ul Testpuffer
Plasma/Serum Proben kénnen unverdiinnt eingesetzt werden.




Vorschlag zur Testdurchfiihrung in Doppelbestimmung:

Zugabe von Reagenz [ul]
Testpuffer
.. Inhalt der Standards Fang- Spezifischer | Tracer
Nr. der Rohrchen Rohrchen Kontrolle Antikdrper Antikérper
Proben

1,2 TC - - - 100

34 Bo Assay buffer: 25 50 50 100

5-18 Standards 1-7:25 50 50 100

19,20 Kontrolle 25 50 50 100

21,22 Probe 1 25 50 50 100
23,24 (etc) Probe 2 (etc) 25 50 50 100

Nr.:1,2 bis zum Zahlen der Aktivitat beiseite stellen

Inkubation, tGiber Nacht mind. 15 Stunden, bei RT, 350 upm

Flussigkeit vollstandig dekantieren oder absaugen, ohne die Beschichtung der R6hrchen dabei zu
beschadigen.

Waschen durch Zugabe von je 500 pl Testpuffer

Flussigkeit vollstandig absaugen (s.0.)
Zahlen der Aktivitat aller Rohrchen mit einem Gammazahler

Revision date: 2023-07-27
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