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1. Klinische Bedeutung und Testprinzip

Bei der Myasthenia gravis verursachen Autoantikbrper gegen den
Acetylcholinrezeptor der motorischen Endplatte eine Stérung der
neuromuskularen Ubertragung. Klinisch zeigt sich eine Schwache und
abnorme Ermudbarkeit der Skelettmuskulatur.

Der ACHRAB®-Assay verwendet Acetylcholinrezeptoren aus einer
humanen Zellinie als Antigen. Die Rezeptoren sind mit 125]-alpha-
Bungarotoxin, einem Schlangengift, das hochspezifisch und fast
irreversibel an den Rezeptor bindet, radioaktiv markiert. Bei der
Inkubationen mit Patientenserum binden sich Acetylcholinrezeptor-
Autoantikdrper an den markierten Rezeptor. Der Antikorper-Rezeptor-
Komplex wird mit einem anti-human IgG-Antiserum ausgefallt. Die im
Prazipitat gemessene Radioaktivitat ist ein Mal3 fur die Autoantikorper-
Konzentrationen im Serum.

Laut Literatur werden bei 95 - 99 % der Patienten mit generalisierter und
bei 55 - 70 % der Patienten mit okularer Myasthenie Autoantikorper
gegen Acetylcholinrezeptoren gefunden. Daher ist der Radiorezeptor-
assay ein hochspezifischer und sensitiver Test bei der Diagnose einer
Myasthenie. Da die Antikdrper-Konzentrationen beim einzelnen
Patienten gut mit dem klinischen Zustand korrelieren, eignet sich der
Test auch sehr gut zur Verlaufskontrolle einer Myasthenie.

2. Hinweise und VorsichtsmalRhahmen

. Dieser Kit ist lediglich zum in vitro-Gebrauch bestimmt.
« Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.
. Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8 °C lagern.

« Einige der Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel
Natriumazid. Verschlucken und Bertihren mit der Haut vermeiden.
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. Fur den Umgang mit radioaktiven Stoffen gelten die Vorschriften der
Strahlenschutzverordnung vom 30. Juni 1989 (zuletzt geandert
durch Artikel 1 der Verordnung vom 18. August 1997; BGBI. I, S.
2113).

« Folgende VorsichtsmalRnahmen sind unbedingt einzuhalten:
Beim Umgang mit radioaktiven Stoffen nicht essen, trinken und
rauchen. Radioaktives Material niemals mit dem Mund pipettieren.
Einmalhandschuhe verwenden. Verschittetes radioaktives Material
sofort aufwischen, kontaminierte Flachen oder Gegenstande mit
geeigneten Detergenzien reinigen.

. Fester und flissiger Abfall sind gemafld 88 81 - 86 StrSchV zu
behandeln.

. Radioaktive Reagenzien dirfen nur an Personen abgegeben
werden, die im Besitz einer gultigen Umgangsgenehmigung sind.

. Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanen Ursprungs
sind, ergaben bei der Prufung auf HBsAg bzw. gegen HIV I/ll-
AntikOrper ein negatives Ergebnis. Trotzdem kann das
Vorhandensein solcher infektioser Erreger nicht mit absoluter
Sicherheit ausgeschlossen werden. Die Reagenzien sollten deshalb
wie potentiell infektioses Material behandelt werden.

. Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die tierischen Ursprungs
sind, stammen von gesunden Tieren, die von einer zertifizierten
Stelle untersucht wurden. Die Reagenzien sollten trotzdem wie
potentiell infektioses Material behandelt werden.

3. Lagerung und Stabilitat der Reagenzien

Der Kit ist bei Lagerung zwischen 2 - 8 °C bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der Kit bis zum Verfallsdatum
haltbar. Zur Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien siehe
Vorbereitung der Reagenzien. Direkte Sonneneinstrahlung ist zu
vermeiden.

Das Verfallsdatum sowie die Chargenbezeichnung sind auf jedem
Flaschchen bzw. Kit angegeben. Bei groReren Ansatzen maoglichst nur
Reagenzien einer Charge verwenden.
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Inhalt des Testbestecks

aa
125|-Rezeptor TRACER "4 1 (4) Flaschchen
Aktivitat < 75 kBq je Flaschchen
Lyophilisat,

125]-alpha-Bungarotoxin markierter
humaner Acetylcholinrezeptor.

Nach Auflosen ist der Rezeptor bei 2 - 8 °C mindestens
2 Wochen haltbar.

Negative Kontrolle CONTROL - 1 Flaschchen
0,1 ml, gebrauchsfertig,
enthalt normales Humanserum.

Positive Kontrollen |CONTROL A|&|CONTROL B |2 Flaschchen
je 0,1 ml, gebrauchsfertig,

enthalt Humanserum mit Antikbrpern

gegen den Acetylcholin-Rezeptor.

Konzentrationsbereiche siehe QC-Zertifikat.

Anti-human-IgG ANTI-IGG 1 Flaschchen
1,5 ml (5,5 ml) gebrauchsfertig.

Waschl6sung WASH BUFFER 1 (2) Flasche(n)
70 ml (120 ml), gebrauchsfertig.
enthalt PBS mit 0,01 % Triton X-100.

Normalserum SERUM 1 Flaschchen
1 ml (4 ml), gebrauchsfertig,

enthalt humanes Normalserum

zum Verdinnen hoher Patientenseren.

Puffer BUFFER 1 (4) Flaschchen

4 ml, gebrauchsfertig,
zum Rekonstituieren der Rezeptoren.
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Weiter werden ben6étigt (nicht im Kit enthalten):

« Pipetten 5, 50, 100 pl und 1 ml Pipetten

. Einmalspritze mit Nadel fr mind. 2,7 ml

« Polystyrol-Rundboden-R6hrchen

. Zentrifuge (maoglichst mit Kiihlung) mit 3.000 x g
o Dest. Wasser

. Absaugvorrichtung

. Vortex-Mischer

« Gamma-Counter

5. Probengewinnung und Aufbewahrung

Fur den Test kann Serum oder Plasma eingesetzt werden. Hamolytische
bzw. lipAmische Proben sollten nicht verwendet werden. Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen der Proben vermeiden. Proben, die eine
Tribung zeigen, sollten vor dem Test zentrifugiert werden.

Die Proben kdénnen bis zu einer Woche bei 2 - 8 °C im Kiuhlschrank oder
eingefroren bei -20 °C flr einen langeren Zeitraum gelagert werden.
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6. Probenvorbereitung

6.1 Patientenproben

Vor dem Test sollen die Proben auf Raumtemperatur gebracht und
durchmischt werden. Es empfiehlt sich, eingefrorene Proben nach dem
Auftauen kurz zu zentrifugieren, um eventuelle Schwebeteilchen zu
entfernen.

6.2 Verdinnung der Patientenproben

Wird ein Patientenserum erstmals getestet, sollten 5 ul des Serums
unverdinnt eingesetzt werden. Falls notwendig (siehe
Linearitatsbereich), missen Patientenseren verdinnt eingesetzt werden.
Es empfiehlt sich, feste Verdinnungsstufen einzuhalten. Die
Patientenseren durfen nur mit dem im Kit mitgelieferten Normalserum
verdinnt werden. Bei Verwendung anderer Verdinnungsmedien kann
es zu einer Verfalschung der Ergebnisse kommen.

6.3 Auflosen der markierten Rezeptoren [TRACER

Ca. 30 Min. vor Gebrauch wird der lyophilisierte Tracer je Flaschchen mit
2,7 ml Puffer aufgelost. Das Flaschchen wird anschlielend leicht
geschwenkt, bis sich eine homogene, leicht tribe L6sung gebildet hat.
Der Tracer enthalt eine Aktivitat von ca. 100.000 cpm pro 100 pl.
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7.  Testdurchfihrung

7.1 5 pl unverdinnte Kontrollseren und 5 pl unverdinnte oder mit
Normalserum verdinnte Patientenseren werden in Polystyrol-
réhrchen in Doppelbestimmung pipettiert. Die negative und die
positiven Kontrollen sollten bei jedem Testlauf mitgemessen
werden.

7.2 Zu jedem RoOhrchen werden 100 pl 125]-Rezeptor pipettiert und
anschlieBend gemischt. Die Rohrchen werden fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. FUr die Messung der Totalaktivitat
empfiehlt es sich, drei Rohrchen wahrend dieser Inkubation im
Gamma-Counter zu messen, um auf diese Art Tracer-Reagenz zu
sparen.

7.3 Zu jedem RoOhrchen werden 50 pl Anti-human-IgG pipettiert und
anschlieBend gemischt. Die Roéhrchen werden 30 Minuten bei
Raumtemperatur oder 18 - 20 Stunden (Uber Nacht) bei 2 - 8 °C
inkubiert.

7.4 Zu jedem Rohrchen wird 1 ml Waschlésung gegeben.

7.5 Die Rohrchen werden anschlieend 20 Minuten bei 3.000 x ¢
zentrifugiert. Es empfiehlt sich der Gebrauch einer kihlbaren
Zentrifuge.

7.6 Der Uberstand wird aus den Réhrchen abgesaugt oder dekantiert.

7.7 Zu jedem RoOhrchen wird wiederum 1 ml Waschlosung gegeben.
AnschlieRend wird der Niederschlag mit Hilfe eines Vortex-Mischers
(mindestens 10 Sek. lang) aufgeschiittelt.

7.8 Die Rohrchen werden anschlieend 20 Minuten bei 3.000 x g
zentrifugiert.

7.9 Der Uberstand wird aus den Rohrchen abgesaugt oder dekantiert.

7.10Die Rohrchen werden 1 Minute im Gamma-Counter gemessen.
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8. Testauswertung

Die Konzentration der Acetylcholinrezeptor-Antikdrper wird, da die
genauen stochiometrischen Verhaltnisse im Bungarotoxin-Rezeptor-
Antikorper Komplex nicht bekannt sind, als Nanomol Bungarotoxin-
Bindungsstellen pro Liter Serum angegeben. Die Konzentration der
Antikorper berechnet sich aus der Formel:

(cpm Probe - cpm Negative Kontrolle) x D

Serumvolumen (pl) x spez. Aktivitat Bungarotoxin x Z x U

cpm = gemessene radioaktive Zerfélle pro Minute

D = Faktor fur Zerfall nach Markierung

Z = Zahlausbeute des Gamma-Counters (wird als 0,7
angenommen)

U = Umrechnungskonstante von Zerféllen pro Minute in Curie

(2,22 x 1012 dpm/Ci)

Die MelRwerte im Nenner werden als Konstante K zusammengefalit. K
ist so berechnet, dal3 die Ergebnisse in nmol/l erhalten werden.

K ist _chargenspezifisch und auf dem im_Kit beigelegten Zertifikat
angegeben.

Somit vereinfacht sich die Formel auf:

Konzentration ACHRAB = (cpm Probe - cpm Neg. Kontrolle) x D x K
D ist die Radioaktivitat zum Zeitpunkt der Markierung geteilt durch die
Radioaktivitdt zum Zeitpunkt der Testdurchfihrung und wird flr jede

Woche von der nachfolgenden Tabelle abgelesen. Der Tag der
Markierung ist auf dem Zertifikat angegeben.
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Woche der
Testdurchfihrung Faktor D
nach Markierung

1.-2. 1.12
2.-3. 1.22
3.-4. 1.32
4. -5, 1.43
5. - 6. 1.55
6.-7. 1.68
7.-8. 1.82
8.-09. 1.98
9. - 10. 2.14

War der Tag der Markierung z. B. der 01. November, so bedeutet "1. - 2.
Woche nach Markierung" der Zeitraum vom 08. bis 15. November mit
einem Faktor D von 1,12.

K gilt fir eine Zahlerausbeute des Gamma-Counters von 70 %; bei
anderen Zahlausbeuten (in der Bedienungsanleitung des Geréates
angegeben) mul3 K entsprechend angepalit werden.

Berechnungsbeispiel:

Der Faktor K sei 0,33 x 10-3, D sei 1.22 (2. - 3. Woche), so daR sich fir
unverdiinnte Seren die Rechenkonstante zu 0,40 x 10-3 ergibt.

Probe Mittelwert Mittelwert cpm Konzentration
cpm — cpm Neg. Kontr. | ACHRAB in nmol/l

Negative 454 0 0
Kontrolle
Patiente"nserum 1 3291 2 837 11
(unverdiinnt)
Patientenserum 2 2 439 1.985 16.7
(1 : 21 verdiinnt) ’
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9. Normalbereich

Gesunde Blutspender zeigen Werte bis 0,15 nmol/l. Werden flr die
Ermittlung des Normbereiches auch die Werte von Patienten mit
anderen Autoimmunerkrankungen und anderen neuromuskularen
Erkrankungen beriicksichtigt, ergibt sich eine obere Grenze von 0,25
nmol/l fir eine 95%ige Spezifitat. Oberhalb von 0,4 nmol/l wurden bisher
keine falsch positiven Werte gefunden.

Ein Beispiel fur die Verteilung von ACHRAB-Konzentrationen bei
unterschiedlichen Krankheitsbildern ist auf der folgenden Seite in einem
Histogramm dargestellt.

Es empfiehlt sich daher , den Normbereich mit < 0,25 nmol/l mit einer
Grauzone bis 0,4 nmol/l anzugeben.

10. Spezifitat und Sensitivitat

Der ACHRAB®-Assay weist spezifisch Autoantikdrper gegen den
humanen  Acetylcholinrezeptor nach. Kreuzreaktionen anderer
Autoantikdrper konnten nicht beobachtet werden. Detaillierte Ergebnisse
sind im nachfolgenden Histogramm dargestellt.

Untere Nachweisgrenze: 0,02 nmol/l
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Histogramm verschiedener Patientengruppen
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11. Linearitatsbereich

Jedes positive Patientenserum zeigt beim Verdinnen mit Normalserum
einen linearen Bereich. Je h6her die Konzentration der Autoantikdrper in
den Proben ist, desto eher kommt man in einen nichtlinearen Plateau-
Bereich. Eine quantitative Bestimmung der ACHRAB-Antikorper ist aber
nur im linearen Bereich sinnvoll. Ein Ablesen aul3erhalb des linearen
Bereichs fuhrt zu falsch niedrigen Werten.

Sowohl der lineare Bereich als auch der Plateau-Bereich ist von
Patientenserum zu Patientenserum unterschiedlich. Dieser Bereich muf3
deshalb fir jedes positive Serum durch verschiedene Verdinnungen
ausgetestet werden. Ein Abschatzen der geeigneten Verdinnung ist in
der Verlaufskontrolle durch Kenntnisse der Vorwerte moglich.

Nach bisherigen Erfahrungen ist der Bereich bis ca. 1,5 nmol/l fir alle
unverdunnten Seren linear.

Auf der folgenden Seite sind Verdlinnungskurven als Beispiel flr den
Linearitatsbereich in einem Diagramm dargestellt.

Die Seren 1 und 2 zeigen unverdtnnt einen Wert von ca. 12 nmol/l; der
nach Verdinnung ermittelte richtige Wert liegt bei 66 bzw. 74 nmol/l.

Die Seren 3 und 4 zeigen unverdinnt einen Wert von 8 bzw. 9 nmoll/l;
der nach Verdinnung ermittelte richtige Wert liegt bei 29 bzw. 25 nmol/Il.

13. Reproduzierbarkeit

Die intra- und inter-Assay-Variationskoeffizienten wurden mit 2 Proben
unterschiedlicher Konzentration ermittelt.

intra-Assay Variation (n=20) | linter-Assay-Variation (n=21) |
MW MW
Probe VK (% Probe VK (%
(nmol/l) (%) (nmol/l) (%)
1 3,3 1,9 1 2,2 50
2 1,8 1,7 2 0,5 5,9
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13. Verdunnungskurven

Die in der Abbildung gezeigten Patientenseren wurden unverdinnt
(Verdiinnungsfaktor = 1) und nach Verdinnung mit Normalserum im
ACHRAB®-Assay gemessen. Die aus dem linearen Bereich ermittelten

Konzentrationen sind:

n Serum 1: 66 nmol/l
. Serum 2 : 74 nmol/l
° Serum 3 : 29 nmol/l
. Serum 4 : 25 nmol/l
nmol/l
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Pipettierschema

17 | Negative | Positive | potienten
Kontrolle |Kontrollen
Neg. Kontrolle pl 5
Pos. Kontrolle A&Bul 5
Patientenprobe 5
125|-Rezeptor ul | 100 100 100 100

Sorgfaltig mischen (Vortex) und 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren

Anti-human-ilgG 50 50 50

Sorgfaltig mischen (Vortex) und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
(alternativ: 18 - 20 Stunden bei 2 - 4 °C inkubieren)

Waschpuffer ml 1 1 1

20 Minuten (unter Kiihlung) bei mindestens 3.000 x g zentrifugieren
Uberstand absaugen oder vorsichtig dekantieren (auRer T)

Waschpuffer ml 1 1 1

Sorgfaltig mischen (Vortex)
20 Minuten (unter Kiihlung) bei mindestens 3.000 x g zentrifugieren
Uberstand absaugen oder vorsichtig dekantieren (auRer T)

Rohrchen 1 Minute im Gamma-Counter messen
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