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1. Klinische Bedeutung und Testprinzip

Bei Patienten, die an Myasthenia gravis leiden, findet man in 80 % der
Félle Veranderungen des Thymus, bei ca. 10 % entwickelt sich die
Thymusneoplasie in Form eines epithelialen Thymoms (TET,
Thymuskarzinom). Die moglichst friihe Diagnose des Thymoms und die
anschlieBende Thymektomie ist entscheidend flir die Prognose dieser
Patienten.

Die meisten dieser Patienten entwickeln neben den gut nachzuweisen-
den Acetylcholinrezeptor-Antikdrpern zur Diagnose einer Myasthenia
gravis (ACHRAB®-Assay), weitere Autoantikbrper gegen die querge-
streifte Muskulatur, unter anderem auch Antikérper gegen Titin.

Titin ist ein Protein der quergestreiften Muskulatur mit extrem grof3em
Molekulargewicht. Die immunogenen Regionen des Titins liegen auf
einem 30 kD Protein-Fragment und lassen eine Kreuzreaktivitat mit den
Epitopen der Acetylcholinrezeptoren vermuten (paraneoplastische
Myasthenia gravis). Das rekombinant hergestellte MGT30 Peptid wird fur
den ELISA zum spezifischen Nachweis der anti-Titin-AntikGrper
eingesetzt.

Der neue ELISA-Test ist dem Immunfluoreszenz-Test (IFT) auf
Schnitten quergestreifter Muskulatur (Human, Affe) deutlich tberlegen.

Der Anti-Titin-ELISA ist ein Sandwich-Enzymimmunoassay. Wahrend
der Probeninkubation binden anti-Titin-Antikdrper aus den verdinnten
Patientenproben und Standards an rekombinantes Titin-Fragment
(MGT30-Peptid), das auf der Oberflache von Mikrotiterplatten-Vertiefun-
gen immobilisiert ist.

Nach einem Waschschritt wird Peroxidase-markiertes Protein A zuge-
setzt, das an die anti-Titin-AntikOrper bindet. Nach einem weiteren
Waschschritt wird die gebundene Enzymmenge Uber den Umsatz von
Tetramethylbenzidin (TMB) bestimmt. Dabei entsteht zunachst ein
blauer Farbstoff. Der Zusatz von Schwefelsaure stoppt diese Nachweis-
reaktion und bewirkt einen Farbumschlag nach Gelb.

Die Extinktionen der Proben werden dann mit einem Mikrotiterplatten-

photometer bei 450 nm gemessen und mit Hilfe des im Test einge-
setzten Kalibrators ausgewertet.
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3.

VorsichtsmalRinahmen

Dieser Kit ist zum in vitro-Gebrauch bestimmit.

Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.
Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8 °C lagern.
Wahrend der Testdurchfiihrung Einmal-Handschuhe tragen.

Einige der Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Natrium-
azid. Verschlucken und Beruhren mit der Haut vermeiden.

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanen Ursprungs
sind, ergaben bei der Prifung auf HBsAg, HCV bzw. HIV I/lI-
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.

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.

Alle Reagenzien mussen vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur ge-
bracht und sofort nach Gebrauch wieder kihl gestellt werden.
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4. Inhalt des Testbestecks

4.1 MT-Streifen STRIPS 6 Stlck
Mikrotiterstreifen mit je 8 Kavitaten, einzeln abbrechbar
beschichtet mit rekombinantem MGT30-Peptid

4.2 Enzymkonjugat CONJ 1 Flaschchen
6 ml, gebrauchsfertig
Protein-A konjugiert an Peroxidase
Achtung

4.3 Kalibrator CAL 1 Flaschchen
1 ml Serum, gebrauchsfertig (1:101 vorverdinnt)

4.4 Negativ-Kontrolle CON - 1 Flaschchen
1 ml Serum, gebrauchsfertig (1:101 vorverdinnt)

@)
O
pd
+

45 Positive Kontrolle 1 Flaschchen

1 ml Serum, gebrauchsfertig (1:101 vorverdinnt)

4.6 Probenverdiinnungspuffe 1 Flasche
55 ml, gebrauchsfertig
4.7 Waschpuffer WASH 1 Flasche

50 ml, Konzentrat
Inhalt mit bidest. Wasser auf 500 ml auffllen.

4.8 Substrat 1 Flaschchen
Gefahr

6 ml TMB-L6sung, gebrauchsfertig

4.9 Stoppldésung STOPP 1 Flaschchen
6 ml, gebrauchsfertig
Enthalt 0,3M Schwefelsaure
Vorsicht, atzend!

Zusatzlich benottigte Materialien und nutzliche Hilfsmittel
. Variable Préazisionspipetten mit auswechselbaren Spitzen (10, 100 pl)

« Multipette (Eppendorf) mit auswechselbaren Aufsatzen fur unter-
schiedliche Volumina

. Mehrkanalpipette oder Waschgerat
. Photometer fir die Auswertung von Mikrotiterplatten
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5. Vorbereitung der Reagenzien und Proben

Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen.

5.1 Patientenproben

Es sollten frische Proben eingesetzt werden. Falls notwendig, kdnnen
Serum- bzw. Plasmaproben bei -20 °C gelagert werden. Wiederholtes
Auftauen und Wiedereinfrieren soll vermieden werden. Hamolytische
Proben sollten nicht verwendet werden.

Die Patientenproben missen fir die Messung 1:101 mit Probenverdin-
nungspuffer verdinnt werden (z.B. 10 ul Probe + 1.000 ul Puffer).
Verdlinnte Proben, die flr eine eventuelle Wiederholungsmessung
aufbewahrt werden sollen, missen ebenfalls eingefroren werden.

5.2 MT-Streifen STRIPS

Mikrotiterstreifen im geschlossenen Folienbeutel in etwa 10 Minuten auf
Raumtemperatur bringen. Die nicht benotigten Mikrotiterstreifen dem
Halterahmen entnehmen, wieder in den Beutel legen (das Trockenmittel
im Beutel belassen) und diesen sorgfaltig verschliel3en.

5.3 Waschpuffer

Inhalt des Flaschchens mit destilliertem Wasser auf 500 ml auffillen.
Der fertige Waschpuffer mul3 bei 2 - 8 °C gelagert werden und ist dann
mindestens 2 Monate haltbar.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.7

Testdurchflihrung

Proben-Inkubation

Jeweils 100 pl des gebrauchsfertigen Kalibrators, 100 ul der
gebrauchsfertigen Kontrollen und 100 pl der verdinnten Proben
(vorzugsweise als Doppelbestimmungen) in die Vertiefungen der
Mikrotiterstreifen pipettieren.

60 Minuten bei Raumtemperatur unter Schutteln inkubieren.

Waschen

Vertiefungen entleeren, mit je ca. 300 ul Waschpuffer fillen, und
wieder entleeren. Diesen Vorgang insgesamt 3 - 4 mal durchftihren.
AnschlieRend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine saugfahige
Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
FlUssigkeitsreste zu entfernen.

Konjugat-Inkubation
Jeweils 100 ul Enzymkonjugat in die Vertiefungen pipettieren.
30 Minuten bei Raumtemperatur unter Schitteln inkubieren.

Waschen
Wie unter Punkt 6.2 beschrieben.

Substrat-Inkubation
Jeweils 100 ul Substrat in die Vertiefungen fullen und 15 bis
25 Minuten bei Raumtemperatur unter Schutteln.

Stoppen der Substratinkubation

Jeweils 100 pl Stopplésung in die Vertiefungen flllen; dabei die
gleiche Reihenfolge und den gleichen Zeittakt einhalten wie bei Zu-
gabe der Substratlésung.

Messung

Streifen im Mikrotiterplattenphotometer bei einer MelRwellenlange
von 450 nm (Referenzwellenlange zwischen 570 nm und 650 nm)
gegen Luft messen. Die Messung sollte innerhalb von 10 Minuten
nach dem Abstoppen erfolgen.

Proben, deren OD bei 450 nm Uber 2,5 liegt, sollten zusammen mit
dem Kalibrator bei 405 nm erneut gemessen und ausgewertet
werden.
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7. Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

Die gemessene optische Dichte der Proben wird auf die optische Dichte
des Kalibrators bezogen und als Faktor F angegeben.

Faktor probe = M
OD Kalibrator
Typisches Beispiel
OD#rose ODserote Bewertung
ODKaIibrator
Kalibrator 0,766 1,0
Negativ-Kontrolle 0,126 0,2 -
Positiv-Kontrolle 2,157 2,8 +
Probe 1 0,391 0,5 -
Probe 2 1,498 2,0 +

Proben, deren OD bei 450 nm uber 2,5 nm liegt, sollten bei 405 nm
erneut gemessen und auf die ebenfalls bei 405 nm gemessene OD des
Kalibrators bezogen werden.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse der Messung von 100
Normalseren aufgefiihrt. In der folgenden Abbildung ist die Verteilung
der Normalwerte dargestellt.

Die Tabelle zeigt au3erdem erste Daten von Kontrollgruppen (Patienten
mit ANA bzw. TRAK Antikorpern) zur Uberpriifung der Spezifitat.

Erste Messungen mit Seren von Thymom-Patienten zeigten Werte von
Faktor 2 bis 4.

Als vorlaufiger Referenzbereich kann mit den bisher vorliegenden Daten
mit <1,0 angegeben werden.
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MelRergebnisse

Normal ANA+ TRAK+

N 100 12 6

Min 0,09 0,27 0,20
Max 1,60 1,46 0,38
95%-Percentile 0,54 0,92 0,38
Median 0,25 0,45 0,26

Verteilung der Normalwerte

|
0 010203040506070809 1 111213141516
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Reproduzierbarkeit
Die Reproduzierbarkeit der ELISA-Methode wurde durch die Ermittlung

der Intra- und Inter-Assay-Variationskoeffizienten ermittelt.
(Konzentrationsangaben in ODprobe/ ODkaiibrator-

Intra-Assay

Probe | Anzahln | Mittelwert SD VK (%)

1 40 2,30 0,053 2,3
2 40 0,52 0,015 2,8
Inter-Assay

Probe | Anzahln | Mittelwert SD VK (%)
1 11 0,10 0,012 12,0
2 11 0,16 0,024 15,0
3 11 0,19 0,030 15,8
4 11 0,99 0,082 8,3
5 11 1,40 0,114 8,1
6 11 1,79 0,186 10,4
7 11 2,51 0,207 8,2
8 11 3,39 0,401 11,8
9 11 3,56 0,336 9,4
10 11 4,63 0,632 13,7
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Pipettierschema

Kalibrator 100 pl
Kontrollen (negativ + positiv) 100 ul
Patientenproben 1:101 verdinnt 100 pl
\’
60 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
\’
3 - 4 x Waschen
\2
| Enzymkonjugat | 100p |
\’
30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
\2
3 - 4 x Waschen
\’
| Substrat | 100p |
\2
15 bis 25 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
\!
| Stopplésung | 100p |
\2

Messung der Extinktion bei 450 nm
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