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Zusammenfassung: Die Eignung von 4 Methoden (Immunfluoreszenz antinukledrer Antikorper (ANA), in-
direkte Hamagglutination, Immundiffusion und Gegenstromimmunelektrophorese) zum Nachweis und zur
Differenzierung von Antikorpern gegen extrahierbares nukledres Antigen (ENA) in Seren von 197 Patienten
mit entziindlich rheumatischen Erkrankungen wurde analysiert. Die Gegenstromimmunelektrophorese zeigte
die hochste Sensitivitit und Spezifitit fiir die Erfassung und Differenzierung von Antikérpern gegen Ribo-
nucleoprotein (RNP), nukléidres Glykoprotein (Sm) und Antikérpern, die bei Sicca-(Sjogren)-Syndrom
(SS-B, Ha) beschrieben wurden. Diese Méthode ist wie die Immundiffusion geeignet, die immunologische
Identitit von ENA-Antikorperseren zu Referenzseren darzustellen. Der Nachweis der immunologischen
Identitit in der Gegenstromimmunelektrophorese wurde mit einem neuentwickelten Testsystem (Pool- Ver-
fahren) durchgefiihrt. Diese Methode zeigt im Vergleich zum Verfahren nach Kurata & Tan ((1976) Arthritis
Rheum. 719, 574—580) Vorteile hinsichtlich der Identifizierbarkeit und Praktikabilitit.

Evaluation of 4 methods (immunofluorescence of antinucleic antibodies (ANA), indirect haemagglutination,
immunodiffusion, counterimmunoelectrophoresis) for the differentiation and identification of antibodies
against extractable nucleic antigen (ENA)

Summary: The performance of four methods (immunofluorescence of antinucleic antibodies (ANA), indirect
haemagglutination, immunodiffusion and counterimmunoelectrophoresis) in the detection and differentiation
of the antibodies against extractable nucleic antigen (ENA) was analysed with the aid of sera from 197
patients suffering from inflammatory diseases. Counterimmunoelectrophoresis showed the highest sensitivity
and specifity for the detection and differentiation of antibodies against ribonucleoproteins (RNP), nuclear
glycoprotein (Sm) and antibodies, which occur in Sicca (Sjogren) syndrome (SS-B, Ha). This method, like
immunodiffusion, is suitable for demonstrating the common immunological identity of the ENA-antibody
sera and the reference sera, The proof of immunological identity using the counterimmunoelectrophoresis was
performed with the newly developed test system (pool procedure). This method, as compared to the pro-
cedure of Kurata & Tan ((1976) Arthritis Rheum. 19, 574—580) has certain technical advantages, and gives
better identification.
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Einfiihrung

Fiir entziindlich rheumatische Erkrankungen schei-
nen Antigen-Antikdrper-Systeme nicht nur eine be-
trachtliche diagnostische Relevanz zu haben, son-
dern zudem eine Bedeutung fiir die Einschidtzung
der Prognose und des Krankheitsverlaufes. Zur Cha-
rakterisierung und Unterscheidung von Kernantige-
nen wird deren Empfindlichkeit gegeniiber nukleo-
lytischen und proteolytischen Enzymen sowie Hitze
herangezogen. Zum anderen wird die Krankheits-
spezifitit des entsprechenden Antikorpers beurteilt.
So ist der n-DNA-Antikorper auf Grund seiner Inzi-
denz von 70% (1) in Sera von Patienten mit systemi-
schem Lupus erythematodes eine wichtige diagnosti-
sche KenngroBe, wobei seine Konzentration mit der
Krankheitsaktivitit eng korreliert (2—5). Weitere
Kernantikérper, die bei systemischem Lupus erythe-
matodes im Serum gefunden werden, sind der Des-
oxyribonucleoprotein (DNP)- und der Sm-Antikor-
per. Letzterer ist nahezu ausschlieBlich beim syste-
mischem Lupus 'erythematodes nachweisbar und
wird daher als ,,Marker“- Antikorper gewertet (1, 6,
7). Ribonucleoprotein (RNP)-Antikérper finden
sich dagegen bei verschiedenen entziindlich rheuma-
tischen Erkrankungen. Besonders hohe Titer wer-
den in Sera von Patienten mit ,,Mixed Connective
Tissue Disease* gemessen (1, 8, 9, 10). Alspaugh
und Mitarbeiter (11) fanden eine hohe Inzidenz von
SS-A-Antikorpern (70%) und SS-B-Antikdrpern
(48%) in Sera von Patienten mit Sicca-Syndrom.
Ebenfalls beim Sicca-Syndrom und auch beim syste-
mischem Lupus erythematodes beschrieben Akizuki
und Mitarbeiter (12) den Ha- Antikorper. Nach Mei-
nung dieser Autoren sind der Ha- und der SS-B-An-
tikérper immunologisch identisch. Tan und Mitar-
beiter (13) berichteten kiirzlich iiber den Nachweis
des Scl-70-Antikorpers, eines ,,Marker“-Antikor-
pers fiir die progressive systemische Sklerodermie.

Die genannten Antikorper kénnen mittels der Im-
munfluoreszenz auf Gewebeschnitten erfaBt werden,
eine Unterscheidung der Antikorperspezifititen ist
aber nur bedingt méglich.

So bewirkt der Desoxyribonucleoprotein (DNP)-
Antikorper an Zellkernen ein homogenes Muster in
der Immunfluoreszenz, der nDNA-Antikérper da-
gegen ein ringformiges (,,rim*, oder ,,peripheral®)
Immunfluoreszenzmuster (14, 15). Ein fleckformi-
ges (,,speckled*‘) Fluoreszenzbild wird von Antikér-
pern gegen verschiedene l6sliche Kernantigene
(ENA-Antikorper) hervorgerufen (Tab. 1). Zu die-
sen gehdren der RNP-, der Sm-, der SS-B-, der Ha-
und der Scl-70-Antikorper (6, 11, 12, 13, 16). Zur
Differenzierung der fiir das »speckled* Immunfluo-

reszenzmuster verantwortlichen Antikérper ist ein
Extrakt aus Kaninchen- oder Kalbsthymuszellker-
nen (ENA-Extrakt) (9, 17) geeignet, der die Antige-
ne dieser fiinf Antikérper enthilt (15). In den letz-
ten Jahren wurden unter Verwendung dieser .Ex-
trakte Methoden zum Nachweis der genannten Anti-
korper entwickelt, u.a. eine Doppeldiffusionsmetho-
de in Agarosegel nach Ouchterlony (6, 11, 12, 13,
16) die indirekte Hamagglutination (1, 9, 18) sowie
die Gegenstromimmunelektrophorese (17, 19, 20).
Eine weitere Moglichkeit zur Erfassung von RNP-
Antikorpern bietet eine Modifikation der Immun-
fluoreszenzmethode, die antinukledre Antikorper-
Ribonuclease (ANA-RNase)-Technik (10, 21).

Die vorliegende Arbeit vergleicht diese vier Metho-
den zum Nachweis von Antikorpern gegen Thymus-
zellkernextrakt (ENA-Antikorpern) und versucht,
die einzelnen Verfahren zu werten hinsichtlich

1. der Moglichkeit, mehrere Antigen-Antikorpér-
- Systeme auf eininal zu erfassen (Differenzierbar-
keit)

2. der Identifizierbarkeit der Antikérper
3. der Empfindlichkeit der Methoden

4. Ihrer Praktikabilitat fiir die Anwendung in einem
Routinelabor,

S. einer Strategie fiir den Einsatz dieser vier Metho-
den in einem Routinelabor.

Material und Methoden

Es wurden Sera von 197 Patienten mit entziindlich rheumatischen
Erkrankungen untersucht: systemischer Lupus erythematodes (n
= 46); ,,Overlap“-Syndrom (n = 14); progressive systemische
Sklerodermie (n = 48); Spondylitis ankylosans (n = 36); rheuma-
toide Arthritis (n = 50); Verdacht auf Immunerkiankung (n = 3);
auBerdem Sera von Kontrollpersonen (n = 23). Die Séra wurden
bis zur Untersuchung eingefroren (—20°C) und vor dem Test de=
komplementiert (56 °C/30 min).

Diagnosen

Patienten mit systemischem Lupus erythematodes und rheuma-
toider Arthritis erfiillten die jeweiligen Klassifikationskriterien
der American Rheumatism Association (22, 23). Die Diagnose
progressive systemische Sklerodermie wurde gestellt, wenn typi-
sche Hautverdnderungen und eine Organbeteiligung vorlagen
(24). Ein ,,Overlap*-Syndrom wurde diagnostiziert bei gleichzei-
tigem Auftreten von mindestens zwei der folgenden Krankheits-
bilder: systemischer Lupus erythematodes, progressive systemi-
sche Sklerodermie; - Dermato-Polymyositis, Sjogren-Syndrom.
Patienten mit Spondylitis ankylosans entsprachen den von Moll &
Wright (25) beschriebenen klinischen und radiologischen Charak-
teristika. Kontrollpersonen waren gesunde Klinikangestellte (Al-
ter unter 40 J.). .

0§
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Rcferenzsera

Referenzsera mit Antikorpern gegen das RNP-, Sm- und SS-B-/
Ha-Antigen, die mit den von Dr. E. M. Tan benutzten identisch
sind, wurden uns freundlicherweise vom Center for Disease Con-
trol, Atlanta, USA, zur Verfiigung gestellt. Das Serum MZI wur-
de von E. S. Maxwell & T. E. Martin, University of Chicago, De-
partment of Biology, als anti-RNP-, das Serum AGR als anti-
RNP- und anti-Sm-haltig charakterisiert (persdnliche Mitteilung).
Beide dienten ebenfalls als Vergleichssera.

Extrakt und Extraktbehandlung

Als Antigenquelle diente ein lyophilisierter Extrakt aus Kanin-
chenthymus (Pel-Freez-Biologicals, Rogers, Arkansas).

Zur Antigendifferenzierung wurde der Extrakt mit Ribonuclease
(RNase) (Serva Feinbiochemica, Heidelberg), Desoxyribonuclea-
se (DNase) (Worthington Biochemical Corporation, Freehold,
New Jersey) oder Trypsin (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) in-
kubiert. Die RNase- und DNase-Behandlung erfolgte nach Kura-
ta & Tan (17), die Trypsinbehandlung nach Keiser & Weinstein
(20), wobei hier nach der Inkubation dem Enzym-Substrat-Ge-
misch eine der Trypsinaktivitdt entsprechende Menge an Trypsin-=
inhibitor (Serva Feinbiochemica, Heidelberg) zugesetzt wurde.
Die Hitzebehandlung des Kaninchenthymusextraktes erfolgte bei
56 °C fiir 30 min.

A
Alle Patientensera wurden in mehreren Testansdtzen an verschie-
denen Tagen mit jedem der folgenden Verfahren untersucht.

Indirekte Hamagglutination

Fiir den Hamagglutinationstest wandten wir eine Modifikation
der Methode von Sharp und Mitarbeitern an (9). Eine Suspension
gewaschener defibrinierter Schafserythrocyten (40 ml/1) in Ver-
onalpuffer (pH 7,4) mit einem Tanningehalt von 25 mg/l wurde

30 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend einmal in -

Veronalpuffer gewaschen. Aus dem Sediment wurde eine neue
Suspension (330 ml/1) hergestellt und mit gleichen Volumina des
unbehandelten bzw. vorbehandelten Kaninchenthymusextrakt
(Proteingehalt 10 g/1) 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Da-
nach wurde viermal mit Veronalpuffer, der normales Kaninchen-
serum (Behringwerke Marburg) im Verhiltnis 1:150 enthielt, ge-
waschen. Die beladenen Erythrocyten wurden in kaninchenser-
umhaltigem Puffer so resuspendiert, daB die Suspension bei einer
Wellenldnge von 578 nm und einer Schichtdicke von 1cm eine
Transmission von 24% ergab.

Zur Absorption unspezifischer Antikérper wurden die Testsera
zundchst mit gleichen Volumina eines nicht antigenbeladenen
Erythrocytenkonzentrates bei 37 °C fiir 30 min inkubiert. Nach
Zentrifugation wurden die absorbierten Sera in Zehnerschritten
mit kaninchenserumhaltigem Puffer verdiinnt und jeweils 50 pl
auf Mikrotiterplatten (Flow Laboratories, Meckenheim) iibertra-
gen. Nach Zugabe von 50 pl der Gebrauchssuspension mit sensi-
bilisierten Erythrocyten erfolgte die Inkubation der Testansitze
iiber Nacht bei 40 °C. Das Testergebnis wurde als positiv gewer-
tet, wenn in einer Serumverdiinnung von mindestens 1:100 ein
deutliches Agglutinationsbild zu erkennen war. Ein Abfall des mit
indirekter Hamagglutination' ermittelten Titers bei Verwendung
von RNase-behandeltem Kaninchenthymusextrakt um minde-
stens zwei Titerstufen sprach fiir das Vorliegen eines RNP-Anti-

kii_rpers, nach RNase-Inkubation bestehende Resttiter =1:100
zeigten Sm-AntikSrper an.

Immundiffusion

Die Immundiffusion wurde durchgefiihrt wie von Dorsch und

Mitarbeitern (26) beschrieben. 0,75 g Agarose L (Behringwerke .

Mflrburg) wurde in 100 ml phosphat-gepufferter isotoner NaCl-
Losunrg (0,15 mol/1; pH 7,2) geldst und je 12 ml davon auf Glas-
platten (8,3 cm X 9,3 cm) gegossen. In das érkaltete Gel wurden

Locher fiir Serum bzw. Antigen gestanzt mit einem Durchmesser
von 4 mm und einem Abstand zwischen Antigen- und Antikor-
perioch von 3 mm. Die Protein-Konzentration des Kaninchenthy-
mus-Extraktes betrug 20 g/l Puffer, die Sera wurden unverdiinnt
sowie verdiinnt eingesetzt. Die Platten wurden 4 Tage in der
feuchten Kammer bei 40 °C inkubiert, anschlieBend in physiologi-
scher NaCl-Ldsung gewaschen und mit Coomassie-Blue gefirbt.
o

Gegenstromimmunelektrophorese

Die Elektrophorese erfolgte nach der Méthodé von Kurata & Tan
(17). 0,6 g Agarose H (LKB, Bromma, Schwedén) wutde in
100 ml 1:1 mit destilliettem Wasser verdiinntem Michaelispuffer
(0,025 mol/i; pH 8,2) gelést, und je 10 ml davon auf Glasplatten
(8,3 cm X 9,3 cm) gegossen. In das erkaltete Gel wurden zwei
parallele Lochreihen gestanzt (Durchmesser 4 mm; Reihenab-
stand 10 mm). In die kathodennahe Lochreihe wurde unbehan-
delter oder vorbehandelter Kanincherthymus-Extrakt der Prot-
ein-Konzentration 10 g/l Puffer gegeben. Unverdiinntes oder ver-
diinntes Test- und Referenzserum wurde in die anodennahe Rei-
he gefiillt. Die Durchfiihrung der Gegenstromimmunelektfophio-
rese erfolgte mit einem Multiphor®-Elektrophoresesysterm (LKB,
Bromma, Schweden) bei einer konstanten Spannung von 10 V/em
iiber 1 Stunde. Die Platten wurden iiber Nacht in der feuchten
Kammer inkubiert, anschlieBend mit Natriumcitratlosung (50 g/1)
gewaschen und mit Coomassie-Blue gefirbt.

Immunfluoreszenzmethoden
(Antinukledrer Antikorper/Antinukledrer Antikérper-RNase)

Fiir die Bestimmung des Titers und Fluoreszenzmusters der Anti=
nukledren Antikdrper (ANA) in der indirekten Immunfluores-
zenz wurden Rattenleberschhitte (Hyland=Travenol, Miinchen)
verwendet. Die RNase-Vorbehandluiig des Antigensubstrates er-
folgte nach der von Rosenthal angegebenén Methode, wobei die
Organschnitte mit RNase (Serva Feinbiochemica, Heidelberg)
der Konzentration 0,1 g/1 wihrend 30 min bei 37 °C inkubiért
wurden. Ein Serum wurde als RNP-Antikorper-haltig gewertet,
wenn es bei einem ,,speckled“ Fluoreszenzmuster und -einem
Ausgangstiter von 1:1280 oder mehr einen Titerabfall auf RNa-
se-behandelten Schnitten von mindestens drei Stufen zeigte (21).

&

Ergebnisse
Der Vergleich der Antinukledren Antikdrper
(ANA)-Immunfluoreszenztiter mit den Antikérper-

befunden in der Hamagglutination, der Immundiffu-

sion und der Gegenstromimmunelektrophorese er-
gibt, daB sich bei 76 Sera mit einem Immunfluores-

zenz-Titer von =1:320 in 25 Fillen (32%), bei 144

Sera mit ¢inem ANA-Titer < 1:320 oder negativem

Immunfluoreszenz-Test dagegen nur zweimal

(1,4%) Antikorper gegen Thymusextrakt mit min-

destens einer Methode fanden (Abb. 1). Eine Asso-

ziation zwischen einem hohen Immunfluoreszénz-

Titer und einer bestimmten Antikorperspezifitit

konnte hier nicht beobachtet werden.

Die Kriterien von Rosenthal zum Ribonucleoprotein

(RNP)-Antikérpernachweis (Immunfluoreszenz-Ti-

ter von =1:1280, ,,speckled” Immunfluoreszenz-

muster, Titerabfall um mindestens 3 Stufen auf

RNasefbehandelten Organschnitten) erfiillten 10

Sera (Tab. 2). :

*e
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Abb. 1. Hiufigkeit des Nachweises der Antikdrper gegen Kaninchenthymus-Extrakt in Abhingigkeit von Titer und Fluoreszenzmuster.
Offene Saulen: kein Nachweis; schraffiert: Nachweis mit mindestens einer Methode.

Die vergleichende Untersuchung dieser Sera in der
Gegenstromimmunelektrophorese und der indirek-
ten Hamagglutination zeigte aber, daB in zwei Fillen
ausschlieBlich ein Ha- bzw. ein Sm-Antikorper
nachgewiesen werden konnte.

Zwei weitere Sera waren negativ und zweimal konn-
ten neben einem RNP-Antikorper zusitzlich noch
andere AntikOrperspezifititen erfat werden. Zu-
dem fanden sich bei Anwendung der Elektrophorese
oder Hamagglutination 9 RNP-AntikOrpersera, die
nicht die von Rosenthal geforderten Bedingungen
erfiillten.

Indirekte Himagglutination

Fiir die Tést-Du.rchfiihrung erwiesen sich in Alsever-
Losung suspendierte, 7 bis 10 Tage alte Schafsery-
throcyten als am besten geeignet. Es erfolgte eine
Modifizierung der Enzymbehandlung, indem der
Kaninchenthymus-Extrakt erst nach Inkubation mit -
RNase auf die Erythrocyten gegeben wurde. Dieses
Vorgehen ergab identische E}gebn_isse im Vergleich
mit der von Sharp und Mitarbeitern (9) angegebe-
nen Technik, in der die RNase-Behandlung erst
nach Beladung der Erythrocyten mit dem Extrakt
vorgenommen wird.

Von den in der Himagglutination eingesetzten Test-
sera ergaben 13 (Immunfluoreszenz-Titer = 1:320)
einen positiven Reaktionsausfall mit Titern zwischen
1:10? und 1:105. Aufgrund des Reaktionsverhaltens
vor und nach RNase-Behandlung des Kaninchenthy-
mus-Extraktes enthielten 6 Sera einen RNP-, 4 ei-
nen Sm- und 3 weitere Sera einen RNP- sowie einen
Sm-Antikorper (Tab. 2).

Immundiffusion

Von den in der Immundiffusion getesteten Sera (n =
220) zeigten 17 eine Einzelbande, nur bei einem
Testserum trat eine Doppelbande auf. In Abhingig-
keit vom Verhalten der Sera gegeniiber dem enzym-
und hitzebehandelten Extrakt konnten Antikdrper
gegen vier Kernantigene unterschieden werden
(Tab. 2).

Von 11 in der Immundiffusion charakterisierten
RNP-Antikorpersera zeigten 8 mit einem anti-RNP
Referenzserum immunologische Identitit, 2 Sera
Nichtidentitdt und ein Serum partielle Identitit. Ein
anti-SS-B-Serum und 2 anti-Ha-Sera verhielten sich
ebenfalls fraglich partiell identisch mit dem anti-
RNP-Serum. Somit war in 6 von 14 Fillen keine si-
chere Zuordnung der Sera zu einer Antikorperspezi-
fitat moglich.

Gegenstromimmunelektrophorese

Mit diesem Verfahren konnten die in Tabelle 2 auf-
gefiihrten Antikorperspezifitdten nachgewiesen wer-
den. Die Identitdt der Antikorper mit den Referenz-
sera wurde in einem von uns fiir die Gegenstromim-
munelektrophorese entwickelten Pool-Verfahren
iiberpriift. Nebeneinander wurden an der Anoden-
seite der Elektrophoreseplatte aufgetragen:

1. das Referenzserum, | (beide 1:2 mit Puffer

2. das zu testende Serum | verdiinnt),

3. eine Mischung aus gleichen Volumina des unver-
diinnten Test- und Referenzserums.

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 21, l_983 /No. 10
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Alle einzeln aufgetragenen Sera zeigten Préizipita-
tionsbanden. Trat im Vergleich zum Testseruman-
satz im Serumpool eine zusitzliche Bande auf,
wurde dieser Befund als immunologische Nichtiden-
titat mit dem Referenzserum gewertet. Fand sich im
Serumpool nur eine Bande, wurde das Testresultat
wie folgt kontrolliert: '

1. das unverdiinnte Referenzserum wurde mit un-
terschiedlichen Testserumverdiinnungen zusam-
mengegeben,

2. das unverdiirinte Testserum wurde mit Verdiin-
nungen des Referenzserum gepoolt.

Zeigte sich in einer der Kombinationen eine zusitz-
liche Bande, so sprach dies fiir immunologische
Nichtidentitdt, anderenfalls wurde die Identitat
beider Antikorper angenommen (Abb. 2).

In 11 von 12 mittels der Elektrophorese charakteri-
sierten anti-RNP-Sera ergab das Pool-Verfahren
den Hinweis auf Identitdt mit dem anti-RNP-Refe-
renzserum. Nur ein Serum zeigte Nichtidentitat. Fiir
die 9 monospezifischen Nicht-RNP-Antikérpersera
bestitigte sich die Nichtidentitdt mit dem RNP-An-
tikorper.

Der Vergleich der Poolmethode mit der von Kurata
& Tan (17) angegebenen Elektrophorese-Technik
der Antikorperidentifizierung ergab in 16 von 21
Fillen eine Ubereinstimmung beider Verfahren in
der Abgrenzung von Identitdt und Nichtidentitit

Kaninchenthymus- f
Extrakt

1 Antiserum gegen

Ribonucleoprotein (1:2)
v 4 > T Serum HEL (1:2)
4 ) 1

1IT Antiserum gegen
1 $S-8 (1:2)

€ ]| v serum HEL (1:2)

O myv

Abb. 2. Identifikation von Antikdrpern mittels des Pool-Verfah-

rens in der Gegenstromimmunelektrophorese:

Die Identitit des Antikorpers in Serum HEL mit dem
RNP-Antikérper ist oben dargestellt (eine gemeinsame
Bande der gepoolten Sera). Die Nichtidentitit zum SS-
B-Antikorper ergibt sich aus dem Auftreten einer Dop-
pelbande im Serumpool (unten).

zum anti-RNP-Serum. Die iibrigen 5 Sera zeigten im
Pool-Verfahren klar Nichtidentitdt, wahrend die
Methode von Kurata & Tan in diesen Fillen keine
eindeutige Befundinterpretation zulieB. Dreimal
schien eine partielle Identitit mit dem anti-RNP-

Referenzserum vorzuliegen. O

Vergleich von Himagglutination und
Immundiffusion

Nur bei den 7 Sera mit RNP-Antikérpertitern von
mindestens 1:1000 im Himagglutinationstest konn-
te auch in der Immundiffusion ein RNP-Antikorper
nachgewiesen und die immunologische Identitdt mit
dem anti-RNP-Referenzserum bestétigt werden. 2
RNP-Antikorpersera mit einem durch indirekte
Hamagglutination ermittelten Titer von 1: 100 prazi-
pitierten dagegen nicht.

Von 7 mit der Himagglutination gefundenen Sm-
Antikorpersera zeigte nur eines (durch indirekte
Himagglutination ermittelter Titer nach RNase-Be-
handlung 1:10000) in dér Immundiffusion eine mit
dem anti-Sm-Referenzserum identische Prizipita-
tionslinie. Die ibrigen 6 Sera mit durch indirekte
Héamagglutination ermittelten Resttitern von 1:100
oder 1:1000 reagierten in der Immundiffusion nicht
im Hamagglutinationstest negativen Sera in der Im-
mundiffusion eine Bande.

Wihrend im Hidmagglutinationstest nur zwei Anti-
korperspezifititen unterschieden werden koénnen,
ermoglicht die Immundiffusion, Antikdrper gegen
mindestens vier Kernantigene zu differenzieren
(RNP, Sm, SS-B, Ha). Der Vergleich beider Métho-
den ergab zudem, daB niedrigtitrige RNP- und Sm-
Antikdrper mit Hamagglutinationstest-Titern unter
1:1000 nur in der indirekten Himagglutination er-
faBt werden. '

Vergleich von Himagglutination und -
Gegenstromimmunelektrophorese

Alle 9 Sera mit einem Hamagglutinationstest-Titer
=1:1000 bildeten Prazipitationsbanden, wobei die
Antikorper-Titer in beidén Methoden eng miteinan-
der korrelierten (Tab.2). Von 4 Sera mit einem
Hiamagglutinationstest-Titer unter 1:1000 zeigte nur
eines eine Reaktion in der Gegenstromimmunelek-
trophorese. Andererseits erméglicht die Elektro-
phorese die Identifizierung von 11 Sera, die im
Himagglutinationstest negativ warén (Tab. 2).

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 21, 1983 / No. 10
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Vergleich von Immundiffusion und
Gegenstromimmunelektrophorese

In der Immundiffusion und Gegenstromimmunelek-
trophorese konnten weitgehend identische Antikor-
pertiter gemessen werden; nur in 3 Sera fanden sich
in der Elektrophorese wesentlich hbhere Titer. Be-
merkenswert ist aber, daB 7 Sera, die in der Elektro-
phorese Antikorpertiter unter 1:32 hatten, in der
Immundiffusion nicht prazipitieren. Dariiberhinaus
konnten in 4 Sera, die in der Immundiffusion nur
eine Bande zeigten, in der Gegenstromimmunelek-
trophorese Doppelbanden gesehen und somit zu-
sdtzlich weitere Antikorperspezifititen erfait wer-
den.

Nur ein Serum zeigte ein gegensitzliches Verhalten,
d.h. dieses reagierte nur in der Immundiffusion
(Tab. 2).

Diskussion

In der durchgefiihrten Studie konnte in 16 von 64
Sera (25%) mit einem ,,speckled* Fluoreszenzmu-
ster ein Antikorper gegen Kaninchenthymus-Ex-
trakt gefunden werden. Ein vergleichbares Ergebnis
wurde von Farber & Bole (27) berichtet. Bedeuten-
der als der Fluoreszenztyp scheint fiir den Nachweis
von Antikorpern gegen Kaninchenthymus-Extrakt
der Immunfluoreszenz-Titer zu sein, da in 25 von 76
Sera (32%) mit einem Immunfluoreszenz-Titer von
1:320 oder hoéher ein Thymusextrakt-Antikorper
unabhéngig vom Fluoreszénzmuster gesehen wurde
(Abb. 1). Obwohl in Sera mit einem Immunfluores-
zenz-Titer von =1:320 und ,,speckled* Fluores-
zenzmuster die Haufigkeit der AntikOrper gegen
Kaninchenthymus-Extrakt maximal war (16/35 =
46%), muB die Einbeziehung dieses Fluoreszenz-
musters als Auswahlkriterium fiir den Einsatz von
Himagglutination, Immundiffusion und Gegen-
stromimmunelektrophorese kritisch gesehen
werden, da von den 27 Sera mit Antikorpern gégen
Kaninchenthyimusextrakt zwar 16 ein ,,speckled*
Muster in der Immunfluoreszenz aufweisen, sich a-
ber auch in 11 Sera ein nicht-, speckled” Muster
findet. Tan (28) stellte dar, daB gleichzeitig vorhan-
dene Kernantikorper mit ,,rim‘‘ oder ,,homogenem*
Fluoreszenzmuster das Muster von Antikdrpern ge-
gen losliche Kernantigene iiberdecken und diese
somit dem Nachweis entgehen konnen. Die Beriick-
sichtigung des Immunfluoreszenz-Titers von
=1:320 erhilt noch einen héheren Stellenwert da-
durch, daB.25 von 27 anti-Thymus-Extrakt-Sera
diese Bedingung erfiillen. '

J.Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 21, 1983 / No. 10

Der Nachweis von RNP-Antikérpern mit dem von
Rosenthal (21) beschriebenem Immunfluoreszenz-
verfahren ist trotz der Praktikabilitit dieser Me-
thode nur bedingt méoglich. Einerseits konnte nur in
6 von 10 Sera, die den Kriterien von Rosenthal ge-
niigten, der RNP-Antikorperbefund mit anderen
Verfahren bestitigt werden, andererseits konnte a-
ber mittels Gegenstromimmunelektrophorese und
Himagglutination ein RNP-Antikorper auch in 9
Sera nachgewiesen werden, die die Bedingungen von
Rosenthal nicht erfiiliten. RNP-Antikorper sind
durch die Immunfluoreszenz-RNase-Technik allein
nicht sicher identifizierbar. Auch Jonsson & Norberg
(29) berichteten iiber eine weniger gute Korrelation
der Ergebnisse von Himagglutination und Immun-
fluoreszenz-RNase-Test beim Nachweis von RNP-
Antikorpern.

Die Hiamagglutination ist trotz einer im Vergleich
zum Immunfluoreszenz-RNase-Test hoheren Emp-
findlichkeit ebenfalls als Routineverfahren zum
Nachweis von Antikorpern gegen Kaninchenthy-
mus-Extrakt nicht gut geeignét. Die eigenen Erfah-
rungen wie die anderer Autoren zeigen, daB die
Qualitét des gesamten Testsystems entscheidend von
dem Alter der jeweils verwendeten Erythrocyten ab-
héngt (18). Auch Kozin & Fowler (30) vertreten die
Auffassung, daB auf Grund der technischen Proble-
me bei der Beladung der Erythrocyten die indirekte
Himagglutination fiir ein klinisches Routinelabor
nicht geeignet ist. Mit diesem Verfahren ist es ledig-
lich moglich, Antikorper zu unterscheiden, die mit
der RNase-empfindlichen Fraktion des Kaninchen-
thymus-Extraktes (= RNP-Antikorper) bzw. mit
der RNase-unempfindlichen Antigenkomponente
(= Sm-Antikorper) reagieren. Der Nachweis von
niedrigtitrigen RNP-Antikérpern ist dann nicht
moglich, wenn gleichzeitig Sm-Antikérper mit héhe-
rem Titer vorhanden sind (18, 26).

Der Vergleich der Ergebnisse der Himagglutination
mit den beiden Prizipitationsverfahren zeigt Anti-
korper gegen Kaninchenthymus-Extrakt mittels Ge-
genstromimmunelektrophorese bzw. Immundiffu-

. sion in 12 Fillen, bei denen die Hamagglutination

negativ ist, obwohl sie gegeniiber den anderen Ver-
fahren das empfindlichere Nachweissystem darstellt
(1, 13, 18, 30). Das negative Resultat der 6 Ha/SS-
B-Antikorpersera im Héamagglutinationstest
(Tab. 2) ist dadurch bedingt, daB die Hamagglutina-
tion diese Antikorper nicht erfaBt (14). Jonsson und
Mitarbeiter (31) sowie Venables und Mitarbeiter
(32) beschrieben RNP-Antikorper, die ebenfalls in
der indirekten Hamagglutination nicht nachweisbar
waren, wobei als Erkldrungsmoglichkeit ein Nicht-
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haften des zugehdrigen Antigens an der Erythrocy-
tenmembran diskutiert wurde. Moglicherweise liegt
in 4 RNP-Antikorpersera diese Antikorperspezifitit
vor. Eine Erklirung fiir die Nichterfassung der 4
Sm-Antikorpersera mittels der Hémagglutination
fand sich nicht (Tab. 2).

Gegeniiber der Hamagglutination haben beide Pra-
zipitationsverfahren den entscheidenden Vorteil,
daB auf Grund des Einsatzes von Referenzsera die
Identifizierung von Antikdrperspezifititen moglich
ist.

Die Wertigkeit der Charakterisierung von Antikor-
perspezifititen auf der Basis der unterschiedlichen
Enzymempfindlichkeit der eingesetzten Antigensub-
strate (Organschnitte bzw. Kaninchenthymus-Ex-
trakt) ist hier durch den direkten Vergleich mit Re-
ferenzsera iiberpriifbar. Der Einsatz von Referenz-
sera fiir RNP-, Sm- und Ha/SS-B-Antikorper in ei-
ner der Prazipitationsmethoden ergab bei 16 anti-
Kaninchenthymusextrakt positiven Sera eine Uber-
einstimmung mit der enzymatischen Zuordnung, in 4
Fillen dagegen eine Diskrepanz. Diese Abweichun-
gen und die Tatsache, daB das Scl-70-Antigen (13)
und das Ha-Antigen (12) sowie das Antigen des
PM-1-Antikorpers (33) die gleiche Enzym- und Hit-
zeempfindlichkeit aufweisen, geben dem Einsatz von
Referenzsera, wie bereits von anderen Arbeitsgrup-
pen (14, 26, 34) hervorgehoben, eine besondere Be-
deutung fiir die eindeutige Zuordnung der gefunde-
nen Antikorper.

Vergleicht man die Praktikabilitdt beider Prazipita-
tionsverfahren, so hat die Gegenstromimmunelek-
trophorese dadurch Vorteile, daB hier in der Regel
eine Auswertung nach wenigen Stunden moglich ist,
wihrend ein Ergebnis,in der Immundiffusion erst
nach einigen Tagen abgelesen werden kann.

Da die gemessenen Antikorpertiter in der Immun-
diffusion und der Gegenstromimmunelektrophorese
weitgehend iibereinstimmten, fanden wir in beiden
Methoden die gleiche Empfindlichkeit fiir den Nach-
weis von Kaninchenthymusextrakt-Antikérpern.
Obwohl mit der Immundiffusion und der Gegen-
stromimmunelektrophorese prinzipiell die gleichen

Antikorperspezifitaten erfaBbar sind, konnte bei .

vier in der Immundiffusion als monospezifisch cha-
rakterisierten Sera mittels der Gegenstromimmun-
elektrophorese durch das Auftreten einer zweiten

Bande ein weiterer Antikorper differenziert werden
(Tab. 2).

Unter Beriicksichtigung der von Stites (35) darge-
stellten Kriterien fiir die Beurteilung der immuno-
logischen Identitit von Antikérpern in der Immun-
diffusion zeigen 4 Sera (identisch mit dem anti-Ha/

SS-B-Referenzserum) Prizipitationsbilder, bei de-
nen eine partielle Identitit mit dem anti-RNP:-Refe-
renzserum vorzuliegen scheint, Nichtidentitdt aber
nicht sicher ausgeschlossen werden kann. In weite-
ren 2 Fillen konnte auf Grund zu schwacher Prizipi-
tationslinien keine Identifizierung, vorgenommen
werden.

Andererseits zeigten 8 Sera typische Bilder immuno-
logischer Identitit.

Bei der Auswertung der mit dér Methode von Kura-
ta & Tan (17) erhaltenen Ergebnisse treten dhnliche
Schwierigkeiten auf (20), da auch bei diesem Ver-
fahren die Unterscheidung von partieller Identitét
und Nichtidentitdt nicht immer moglich ist und zu
schwache Priazipitationsbanden ebenfalls eine klare
Identifizierung verhindern (Abb. 3).

Kaninchenthymys- , Serum W'SC
Extrakt ) o> \} Antiserum gegen

i > $5-8

Serum UST

) Serum ZSA
7 Antiserum gegen
) ) s5-8

)} Serum AGR

Abb. 3. Darstellung von Prazipitationsbildern im Identifikations-

verfahren nach Kurata & Tan am Beispiel des SS-B-
Antikdrpers.
Serum UST zeigt Identitit (kanfluierende Banden), Ser-
um AGR zeigt Nichtidentitét (zwei nicht konfluierende
Banden), Sera WSC und ZSA sind nicht sicher zuzu-
ordneén.

Die aufgezeigte Problematik der bekannten Verfah-
ren in der Gegenstromimmunelektrophorese und
der Immundiffusion fiihrte zur Entwicklung einer
neuen Referenzmethode fiir die Gegenstromim-
munelektrophorese, die geeignet scheint, mittels
eines Pools aus Test- und Referenzserum auch bei
schwachen Banden oder fraglicher partieller Identi-
tit eine Zuordnung von Antikorpein zu ermogli-
chen. Zwar ist die Identifizierung von Testsera miit
der Technik von Kurdta & Tan weniger aufwendig,
da das Poolverfahren aber offenbar Nichtidentitit
eindeutiger darstellt, sollte es gerade bei fraglichen
Befunden zusitzlich Anwendung finden. Der kom-
binierte Einsatz beider Methoden stellt nach unserer
Meinung eine Optimierung der Identifikationsmdg-
lichkeiten in der Gegenstromimmunelektrophorese
dar, weshalb auf der Basis der dargestellten Ergeb-
nisse dieses Vorgehén der Reférenztechnik in der
Immundiffusion vorzuziehen ist. ,;

'y
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Die vergleichende Untersuchung von Immunfluo-
reszenz-RNase-Technik, Hémagglutination, Im-
mundiffusion und Gegenstromimmunelektrophore-
se fiihrte zu der in Tabelle 3 unter vier Beurteilungs-
kriterien aufgelisteten Bewertung. Zusammenfas-
send hat diese Studie gezeigt, daB die Immunfluores-
* zenzmethode nach Rosenthal als Screening-Ver-
fahren zum Nachweis von RNP-Antikorpern nicht
geeignet ist, da insbesondere niedrigtitrige RNP-An-
tikorper hiermit nicht erfaBt werden. Die Himagglu-
tination hat auf Grund ihrer eingeschrankten Prakti-
kabilitdt Nachteile fiir die Anwendung in einem
Routinelabor, zudem werden auch hier RNP-Anti-
korper bei Maskierung durch gleichzeitig vorlie-
gende hohertitrige Sm-Antikorper nicht erfat. Fiir
die Gegenstromimmunelektrophorese und Immun-
diffusion wurde die Bedeutung der Anwendung von
Referenzsera mit bekannter Antikorperspezifitit
betont. Durch das Pool-Verfahren ergibt sich ein
praktikabler Ansatz, die Identifizierung von Anti-

korpern gegen Kaninchenthymusextrakt ausschlie3-
lich mittels ‘der Gegenstromimmunelektrophorese
durchzufiihren. Fiir die Erfassung und Differenzie-
rung dieser Antikorper sind somit besonders die Im-
mundiffusion und die Gegenstromimmunelektro-
phorese geeignet.

Auf der Grundlage der dargestellten Antikorperer-
fassung soll mittels Gegenstromimmunelektrophore-
se und Immundiffusion versucht werden, Beziehun-
gen zwischen den serologischen KenngroBen und der
klinischen Symptomatik aufzuzeigen mit dem Ziel,
die vielfdltig beschriebenen Assoziationen von
Kernantikorpern zu Diagnosen oder Krankheitscha-
rakteristika der entziindlich rheumatischen Erkran-
kungen zu iiberpriifen.
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Tab. 3. Vergleichende Darstellung von Immunfluoreszenz, indirekter Hamagglutination, Immundiffusion und Gegenstromimmunelek-
trophorese unter Anwendung von vier Beurteilungskriterien, wobei die Wertigkeit der Methoden von oben ‘nach unten ab-

nimmt.
Differenzierbarkeit Identifizierbarkeit Empfindlichkeit Praktikabilitat
Gegenstromimmun- Gegenstromimmun- Indirekte Hamagglutination Gegenstromimmunelektrophorese
elektrophorese elektrophorese
Immundiffusion Immundiffusion Immunfluoreszenz Immunfluoreszenz

Indirekte Himagglutination

Gegenstromiminunelektrophorese/ Immundiffusion

Immundiffusion :

Immunfluoreszenz Indirekte Hamagglutination/

Immunfluoreszenz

Indirekte Hamagglutination
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