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A 

AChR MAb1 Coated Wells 
12 teilbare Streifen mit je 8 Vertiefungen 
(insgesamt 96) in einem Rahmen und in 
einem Folienbeutel versiegelt. Vor dem 
Öffnen des Folienbeutels mindestens 30 
Minuten bei Raumtemperatur (20-25°C) 
stehen lassen. 
Stellen Sie sicher, dass die benötigten 
Vertiefungen fest in den mitgelieferten 
Rahmen eingepasst sind. Nach dem 
Öffnen unbenötigte Vertiefungen wieder 
in den mitgelieferten Original-Folienbeutel 
geben und mit Klebeband verschließen. 
Den Folienbeutel zusammen mit dem 
Trocknungsmittel in den mitgelieferten 
selbstverschließenden Plastikbeutel legen 
und bei 2-8°C bis zum Verfallsdatum des 
Kits lagern. 

B 

Foetal Type AChR 
3 Fläschchen 
Lyophilisiert 
Jedes Fläschchen mit 0,7 mL 
Reconstitution Buffer for AChR (D) 
rekonstituieren. Vorsichtig mischen und 
vor Gebrauch 5 Minuten bei 
Raumtemperatur (20–25°C) stehen 
lassen. Wenn mehr als ein Fläschchen 
verwendet wird, die Fläschchen poolen, 
und dann sofort verwenden, um Adult 
Type AChR (C) zu rekonstituieren. 

C 
Adult Type AChR 
3 Fläschchen 
Lyophilisiert 

B+C 

Jedes Fläschchen (C) mit 0,5 mL 
rekonstituiertem Foetal Type AChR (B), um 
eine Mischung aus Foetal und Adult Type 
AChR (B+C) zu erhalten. Vorsichtig 
mischen und vor Gebrauch 5 Minuten bei 
Raumtemperatur (20–25°C) stehen lassen.
Wenn mehr als ein Fläschchen benötigt 
wird, die Fläschchen poolen. Bis zu 6 
Stunden nach Rekonstitution verwendbar, 
wenn bei 2-8°C gelagert1. 

D 
Reconstitution Buffer for AChR 
5 mL 
Gebrauchsfertig 

E 

AChR MAb–Biotin (MAb2+MAb3) 
3 Fläschchen 
Lyophilisiert 
Jedes Fläschchen mit dem auf dem 
Etikett angegeben Volumen 
Reconstitution Buffer for MAb-Biotin (F) 
rekonstituieren. Vorsichtig mischen und 
vor Gebrauch 5 Minuten bei 
Raumtemperatur (20–25°C) stehen 
lassen. Wenn mehr als ein Fläschchen 
benötigt wird, die Fläschchen poolen. 
Nach Rekonstitution bis zum 
Verfallsdatum des Kits bei 2-8°C lagern. 

F 
Reconstitution Buffer for MAb-Biotin 
15 mL  
Gebrauchsfertig 

G 

Streptavidin Peroxidase (SA-POD)  
0,7 mL 
Konzentrat 
1:20 mit Diluent for SA-POD (H) 
verdünnen. Zum Beispiel 0,5 mL (G) + 
9,5 mL (H). Bis zu 16 Wochen bei 2–8°C 
lagern. 

H 
Diluent for SA-POD 
15 mL  
Gebrauchsfertig 

J 
Peroxidase Substrate (TMB) 
15 mL  
Gebrauchsfertig 

K 
Stop Solution 
10 mL 
Gebrauchsfertig 

L 

Concentrated Wash Solution 
100 mL 
Konzentrat 
Vor Gebrauch 10 x mit Reinstwasser 
verdünnen. Zum Beispiel 100 mL (L) + 
900 mL Reinstwasser. Nach Verdünnung 
bis zum Verfallsdatum des Kits 
verwenden. 

M1-4 

Calibrators  
0,5; 1,0; 6,5 and 20 nmol/L Toxin 
gebunden 
4 x 0,7 mL 
Gebrauchsfertig 

N 
Negative Control 
3 mL 
Gebrauchsfertig 

P1-2 

Positive Controls l & ll 
(Siehe Etikett für Konzentrationsbereich) 
2 x 0,7 mL 
Gebrauchsfertig 

1Die Extinktion bei 450 nm ist 10–15% niedriger, wenn 
rekonstituierte Rezeptoren 6 Stunden lang bei 2–8°C 
gelagert wurden. 

TESTVERFAHREN 
Alle Reagenzien vor Gebrauch mindestens 30 
Minuten lang bei Raumtemperatur (20-25°C) stehen 
lassen. Für die Schritte 2, 5, 7, 9 und 10 wird ein 
Mehrfachdispenser (z. B. Eppendorf Multipette®) 
empfohlen. 

T
ag

 1
 

1 Je 100 L der Proben [Calibrators (M 1-4 
– optional), Positive Controls (P 1-2) und 
Negative Control (N) und Testseren] in 
einzelne 1,5-mL-Eppendorf-Gefäße, die 
entsprechend gekennzeichnet sind, 
pipettieren.  

2 In jedes Eppendorf-Röhrchen (aus Schritt 
1) 25 L der Foetal Type + Adult Type 
AChR-Mischung (B+C) pipettieren und 
die Röhrchen verschließen. Stellen Sie 
sicher, dass sich die gesamte Flüssigkeit 
am Boden jedes Röhrchens befindet (im 
Zweifelsfall die Röhrchen 10 Sekunden 
lang bei 10–15.000 rpm in einer 
Mikrozentrifuge zentrifugieren). Vorsichtig 
vortexen und über Nacht (16–20 
Stunden) bei 2–8°C inkubieren. 

T
ag

 2
 

3 Jedes Röhrchen der Proben-AChR-
Mischung aus Schritt 2 vorsichtig mit 
einem Vortex-Mischer mischen. Je 50 L 
der Probe-AChR-Mischung  
(Doppelbestimmung wird empfohlen) in 
die Vertiefungen der AChR MAb1 Coated 
Wells (A) pipettieren, dabei zwei 
Vertiefungen leer lassen (= Blank). Die 
Vertiefungen abdecken und bei 
Raumtemperatur auf einem ELISA-
Plattenschüttler (500 rpm) für 1 Stunde 
inkubieren. 
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4 Die Vertiefungen mit einer 
Plattenwaschmaschine absaugen oder 
durch rasches Umdrehen über einem 
geeigneten Behälter entleeren. Die 
Vertiefungen dreimal mit verdünnter 
Wash Solution (L) waschen. Beim 
manuellen Waschen die Vertiefungen 
umgedreht auf eine saubere, trockene, 
saugfähige Oberfläche vorsichtig 
trockenklopfen, um Flüssigkeitsreste zu 
entfernen. 

5 Je 50 L rekonstituiertes AChR MAb-
Biotin (E) in jede Vertiefung (außer Blank) 
pipettieren. Die Vertiefungen abdecken 
und bei Raumtemperatur auf einem 
ELISA-Plattenschüttler (500 rpm) für 1 
Stunde inkubieren. 

6 Waschschritt 4 wiederholen. 
7 Je 100 L des verdünnten SA-POD (G) in 

jede Vertiefung (außer Blanks) pipettieren. 
Die Vertiefungen abdecken und bei 
Raumtemperatur auf einem ELISA-
Plattenschüttler (500 rpm) für 30 Minuten 
inkubieren. 

8 Waschschritt 4 wiederholen. Beim 
manuellen Waschen abschließend einen 
zusätzlichen Waschschritt mit 
Reinstwasser durchführen, um 
eventuellen Schaum zu entfernen. Die 
umgedrehten Vertiefungen vorsichtig auf 
einer sauberen, trockenen, saugfähigen 
Oberfläche ausklopfen, um 
Flüssigkeitsreste zu entfernen. 

9 Je 100 L TMB (J) in jede Vertiefung 
(einschließlich Blanks) pipettieren. Die 
Vertiefungen abdecken und im Dunkeln 
bei Raumtemperatur 30 Minuten lang 
ohne Schütteln inkubieren. 

10 Je 50 L Stop Solution (K) in jede 
Vertiefung (einschließlich Blanks) 
pipettieren, abdecken und ca. 5 Sekunden 
lang auf einem Plattenschüttler schütteln. 
Die Dauer der Substratinkubation sollte 
bei allen Vertiefungen gleich lang sein. 

11 Innerhalb von 30 Minuten die Extinktion 
jeder Vertiefung bei 450 nm mit einem 
ELISA-Plattenlesegerät bestimmen, dabei 
bei jeder Vertiefung den Wert der 
Vertiefungen mit nur 100 L TMB (J) und 
50 L Stop Solution (K) (Blanks) 
abziehen. 

TESTAUSWERTUNG 
Eine Kalibrationskurve kann erstellt werden, indem 
die Konzentration der Calibrators (einschließlich eines 
Werts von 0,2 nmol/L für die Negative Control) auf 
der x-Achse (lineare Skala) gegen die Extinktion der 
Calibrators auf der y-Achse (lineare Skala) 
aufgetragen wird. Aus der Eichkurve können dann die 
AChR-Ak-Konzentrationen im Patientenserum 
abgelesen werden. Die Daten in dieser 
Gebrauchsanweisung basieren auf einer 4-Parameter-
Kurvenanpassung. Proben mit hohen AChR-Ak-
Konzentrationen können in Negative Control (N) 
verdünnt werden. Zum Beispiel 10 L Probe plus 90 
L Negative Control (N), um eine 10x Verdünnung zu 
erhalten. Andere Verdünnungen (z. B. 100x) können 
aus einer 10x-Verdünnung oder auf andere Weise 
nach Bedarf hergestellt werden. Es kann vorkommen, 

dass einige Seren sich nicht linear verdünnen, und 
wir schlagen vor, dass die Verdünnung, die einen 
Wert ergibt, der einer 50%igen Inhibition am 
nächsten kommt, zur Berechnung der AChR-Ak-
Konzentration verwendet wird. 

TYPISCHE ERGEBNISSE MIT DER STANDARDKURVE 
(Nur als Beispiel, nicht zur Berechnung der 
tatsächlichen Ergebnisse verwenden) 

Probe 
Ext. 

450 nm 
Konz. 
nmol/L 

Negative Control N 1,970 0,22 

M1 1,616 0,5 
M2 1,329 1,0 
M3 0,524 6,5 
M4 0,144 20 

Positive Control P1 0,469 7,5 
Positive Control P2 1,124 1,6 

2 Siehe Ergebnisanalyse oben 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Die Ergebnisse können auch als Inhibition (% I) der 
AChR-Bindung ausgedrückt werden, berechnet unter 
Verwendung der Formel: 

 

Diese prozentuale Inhibition kann dann mit folgender 
Formel in nmol/L gebundenes Toxin umgewandelt 
werden; 

0,2 x 2 (0,067 x % Inhibition der Probe) 

Diese Formel wurde empirisch aufgestellt durch 
Vergleichen von AChR-Ak-Messungen mit RSR-
ELISA- und RIA-Methoden. Eine hohe 
Übereinstimmung zwischen den nmol/L-Werten, die 
im AChRAb ELISA unter Verwendung der 
Kalibrierungskurve und unter Verwendung dieser 
Formel erhalten wurden, sollte nicht bei allen 
Einzelseren erwartet werden. 

TYPISCHE ERGEBNISSE MIT % INHIBITION 

Probe 
Ext. 

450 nm 

% 

Inhibition 

Kalkuliert 

nmol/L 

Negative Control N 1,970 0 0,2 
Positive Control P1 0,469 76,2 6,9 
Positive Control P2 1,124 42,9 1,5 

ASSAY CUT-OFF 
Negativ < 0,45 nmol/L 
Positiv  0,45 nmol/L 
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ASSAY PLAN 
T
ag
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Lassen Sie alle Reagenzien und Proben vor Gebrauch Raumtemperatur (20-25°C) erreichen 

Pipettieren: 100 L, Calibrators (M 1-4 optional), Controls (N und P 1-2), und Serumproben in 
Eppendorf Röhrchen 

Pipettieren: 
25 L AChR (Foetal Type + Adult Type Mischung B+C) (zentrifugieren falls 

notwendig) und auf einem Vortex-Mischer mischen 

Inkubieren: 16 – 20 Stunden bei 2–8°C 

T
ag

 2
 

Pipettieren: 
50 L Probe-AChR-Mischung (in Doppelbestimmung) von jedem Röhrchen in die 

Vertiefungen (außer Blanks) 

Inkubieren: 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem ELISA-Plattenschüttler bei 500 rpm 

Entleeren: Vertiefungen Absaugen/Dekantieren 

Waschen: Vertiefungen drei Mal waschen und auf saugfähigem Material trockenklopfen 

Pipettieren: 50 L AChR MAb-Biotin (E) (rekonstituiert) in jede Vertiefung (außer Blanks) 

Inkubieren: 1 Stunde bei Raumtemperatur auf einem ELISA-Plattenschüttler bei 500 rpm 

Entleeren: Vertiefungen Absaugen/Dekantieren 

Waschen: Vertiefungen drei Mal waschen und auf saugfähigem Material trockenklopfen 

Pipettieren: 100 L SA-POD (G) (verdünnt 1:20) in jede Vertiefung (außer Blanks) 

Inkubieren: 30 Minuten bei Raumtemperatur auf einem ELISA-Plattenschüttler bei 500 rpm 

Entleeren: Vertiefungen Absaugen/Dekantieren 

Waschen: 
Vertiefungen drei Mal waschen und mit Reinstwasser spülen3 und auf saugfähigem 

Material trockenklopfen 

Pipettieren: 100 L TMB (J) in jede Vertiefung (inklusive Blanks) 

Inkubieren: 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur ohne Schütteln 

Pipettieren: 
50 L Stop Solution (K) in jede Vertiefung (inkusive Blanks) und für 5 Sekunden 

schütteln 
Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe der Stop Solution die Extinktion bei 450 nm messen 
3Spülschritt mit Reinstwasser weglassen, wenn eine Plattenwaschmaschine verwendet wird. 

 


