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Zusammenfassung

Trotz Einfithrung von Multiplex-Assays ist die Bestimmung
von Autoantikorpern (AAK) mittels indirekter Immunfluores-
zenz (IIF) nach wie vor ein wesentlicher Bestandteil der
Autoimmundiagnostik. Das Screening auf nichtorganspezi-
fische AAK wird in der Routinediagnostik von autoimmunen
rheumatischen Erkrankungen mittels indirekter Immun-
fluoreszenz an HEp-2-Zellen durchgefiihrt. Leider differieren
die mit diesem Test erhaltenen Befunde z. T. recht erheblich
auf Grund von objektiven (z. B. HEp-2-Zellfixierung) und
subjektiven (z. B. Erfahrungswerte) Faktoren. Die Intra- und
Interlaborvarianzen sind daher relativ hoch. Erste Ergebnisse
von Evaluierungsstudien eines neu entwickelten Systems
zur automatischen Bildanalyse (AKLIDES®) zeigen einen
Weg in Richtung Standardisierung (bzw. Harmonisierung)
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des HEp-2-Zell-Assays auf, in dem zunichst subjektive
Fehlinterpretationen vermieden werden konnen. Eine wei-
tere Harmonisierung erfordert die Weiterentwicklung der
Software-Algorithmen zur Mustererkennung sowie neue
Kalibrationssysteme.

Schliisselworter: Autoantikorper; Automatisierung; HEp-2;
Immunfluoreszenz.

Abstract

Analysis of autoantibodies (AABs) by indirect immunoflu-
orescence (IIF) remains the hallmark of diagnosing auto-
immune diseases despite the introduction of multiplex
techniques. Non-organ specific AABs are screened in routine
diagnostics by IIF on HEp-2 cells. However, IIF results vary
due to objective (e.g., cell fixation) and subjective factors
(e.g., expert knowledge). Therefore, inter- and intralaboratory
variance is relatively high. Standardisation of AAB testing by
IIF remains a crucial issue in and between routine laboratories
and may be improved by automated interpretation systems.
A novel automated reading system provides fully automated
reading of fluorescence images on HEp-2 cells and software
algorithms for the mathematical description of AAB staining
patterns. It can be used for screening and preclassification of
non-organ specific AABs in routine diagnostics regarding
systemic autoimmune and autoimmune liver diseases. More
sophisticated pattern recognition algorithms and novel cali-
bration systems will improve standardised quantifications of
IIF image interpretation.

Keywords: autoantibodies; automation; HEp-2;
immunofluorescence.
Einleitung

Ein wesentliches Charakeristikum von Autoimmuner-
krankungen ist die Produktion von erkrankungsspezifischen
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Autoantikorpern (AAK). Derartige AAK sind wertvolle
serologische Marker fiir die Diagnostik der entsprechenden
Erkrankung. So ist die Bestimmung von nichtorganspezi-
fischen AAK essentiell im Rahmen der Diagnostik und
Differenzierung von chronisch-entziindlich rheumatischen
Erkrankungen (z. B. systemischer Lupus erythematodes,
Sharp-Syndrom, Sklerodermie, idiopathische Myositis)
sowie autoimmunen Lebererkrankungen (z. B. autoimmune
Hepatitis, primir bilidre Zirrhose) [1-5]. Die laborinterne
Strategie beziiglich Screening und Differenzierung nicht-
organspezifischer AAK kann hierbei recht verschieden sein
[6-8]. Empfohlen (und in den meisten Routinelabors auch
praktiziert) wird eine Stufendiagnostik, bei welcher zunéchst
mittels indirekter Immunfluoreszenz (IIF) an HEp-2-Zellen
auf das Vorliegen relevanter AAK getestet wird. Anhand
des Fluoreszenzmusters und der klinischen Fragestellung
erfolgt im zweiten Schritt die Bestimmung der AAK-
Spezifitit mit spezifischen Immunoassays wie ELISA oder

dsDNA

Line-Imunoassay. Somit nimmt der HEp-2-Zell-Assay eine
zentrale Stellung im Rahmen der Diagnostik der o. g. Auto-
immunerkrankungen ein.

Bedeutung des Autoantikérperscreenings an
HEp-2-Zellen

Bereits 1957 wurden Autoantikdrper (AAK) gegen nukleédre
Antigene (ANA: antinukledre Antikorper) mittels indirekter
Immunfluoreszenz nachgewiesen [9]. Das traditionelle Sub-
strat fiir den ANA-Nachweis war zunéchst die Rattenleber.
Seit mehr als 20 Jahren werden HEp-2-Zellen, die als Mono-
layer auf Glasobjekttragern wachsen, fiir das AAK-Scree-
ning verwendet. Auf Grund des humanen Ursprung, der
groBen Zellkerne und der hohen Rate an Zellteilungsphasen
haben HEp-2-Zellen gegeniiber Rattenleber zahlreiche
Vorteile wie hohere Sensitivitit des AAK-Nachweises,

U1/Sm

ACA

Nukleolar (PM/Scl)

Abbildung 1 Nukleire Fluoreszenzmuster an HEp-2-Zellen mit starker Assoziation zu AAK-Spezifitit und Erkrankung.

(A) Homogene Fluoreszenz der Zellkerne sowie der Chromatinregion mitotischer Zellen: bei diesem Muster liegen in iiber 90% AAK gegen
dsDNA vor; (B) granuldre Kernfluoreszenz mit Prominenz spliceosomaler Foci und Aussparung der Nukleoli, Chromatin der Mitosephasen
negativ: bei diesem Muster liegen fast ausschlieBlich AAK gegen spliceosomale Proteine (Sm-, U1-RNP-Antikorper) vor; (C) punktférmige
Fluoreszenz der Zellkerne sowie der Chromatinregion der Mitosezellen: typisches Muster der Anti-Centromer-Antikorper (ACA), welche in
>95% gegen CENP-B gerichtet sind; (D) Fluoreszenz der Kernkorperchen (Nukleoli: im Gegensatz zu nichttransformierten Zellen sind bei den
HEp-2-Zellen meist mehrere Nukleoli im Zellkern): antinukleolidrer Antikorper. Diesem Muster konnen verschiedene AAK gegen nukleolire
Antigene zu Grunde liegen (PM/Scl: dieses Bild, Fibrillarin, Th/To). Muster (A) und (B) sind stark mit dem SLE, (B) zusétzlich mit der MCTD
und Muster (C) und (D) mit der systemischen Sklerose (Sklerodermie) assoziiert.
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Differenzierungsmoglichkeit der AAK entsprechend der
Bindung an subzelluldre Strukturen und Nachweisbarkeit
zusitzlicher AAK-Spezifititen.

Viele der an HEp-2-Zellen detektierbaren AAK haben
eine grofe Bedeutung in der Diagnostik und Prognostik
von Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises
sowie anderen Autoimmunerkrankungen erlangt [10]. Die
Bestimmung von nichtorganspezifischen AAK erfolgt in ver-
schiedenen Laboratorien iiber unterschiedliche Strategien.
Eine optimale Analytik schlieit das IIF-Screening an HEp-
Zellen im Rahmen einer Stufendiagnostik ein. Die Vorteile
einer solchen Strategie konnen wie folgt zusammengefasst
werden: (a) hochsensitives Screening auf mehr als 30 kli-
nisch relevante AAK-Spezifititen, (b) spezifischer Nach-
weis von an ihrem Bindungsmuster erkennbaren AAK (z.B.
Anti-Centromer-Antikorper), (c) kosteneffektiver Einsatz
nachfolgender Untersuchungen je nach Immunfluoreszenz-
muster und diagnostischer Fragestellung, (d) Moglichkeit
des Nachweises seltener, aber diagnostisch relevanter AAK,
fiir welche keine kommerziellen Assays zur Verfligung

stehen (z. B. Th/To-Antikorper) sowie (e) Moglichkeit des
Nachweises von seltenen AAK unbekannter Feinspezifitit,
aber potenzieller klinischer Relevanz (z. B. AAK gegen
Midbody-, Zentrosom- oder Golgi-Apparat-Antigene).
Dariiber hinaus konnen potentiell falsch positive Ergebnisse
in den ,,spezifischen* Assays (z. B. durch mit Autoantigenen
kreuzreagierende antimikrobielle Antikorper oder durch
Antikorper, welche gegen Blockierungsproteine gerichtet
sind) erkannt werden. Somit fungiert der HEp-2-Zelltest
als einfach durchzufiihrender multiparametrischer Assay,
welcher fiir die Stufendiagnostik eine kosteneffektive und
hoch qualitative AAK-Analytik im Rahmen der Diagnostik
chronisch entziindlich-rheumatischer Erkrankungen erlaubt.
Allerdings ist die Methode auf Grund des hohen Aufwandes
an manuellen Arbeitsschritten und durch die visuelle Aus-
wertung der fluoreszenzoptischen Muster mit deutlichen
Nachteilen behaftet. Sie verursacht einen hohen Zeit- und
Personalaufwand, ist bislang nicht zufriedenstellend auto-
matisierbar und erschwert durch die subjektive Auswertung
die Standardisierung.

Ro52

La/SS-B+Ro60

Ro52

La/SS-B+Ro60

Abbildung 2  Fluoreszenzmuster an HEp-2-Zellen von Ro/SS-A und La/SS-B positiven Seren.

In Abhéngigkeit von der Kultivierung und der Fixation der HEp-2-Zellen, aber auch der Feinspezifitiat der AAK, konnen Ro/La-positive Seren
recht unterschiedliche Farbemuster an HEp-2-Zellen verursachen. So konnen beispielsweise monospezifische Ro52-Antikorper positive Seren
ein granuldres Muster mit Prominenz der Nukleoli (A) als auch zytoplasmatische feingranuldre Farbungen (B) verursachen. In (C) und (D)
sind Farbemuster von hochtitrigen La/SS-B-Antikorpern in Kombination mit niedrig- (C) und hochtitrigen (D) Ro60-Antikorpern zu sehen.
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Scl-70
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Abbildung 3 Nukleire Fluoreszenzmuster an HEp-2-Zellen mit geringer Assoziation zu AAK-Spezifititen.

(A) Homogen bis feingranuldre Fluoreszenz der Zellkerne mit Prominenz der Nukleoli und feingranulidre Fluoreszenz des Chromatins der
Mitosezellen: typisches, jedoch nicht spezifisches Muster der Scl-70-Antikorper (Zielantigen: DNA-Topoisomerase I, daher Chromatinfarbung);
(B) feingranuldre Kernfluoreszenz eines Serums mit Ku-Antikorpern, Chromatin in Meta- und Telophase negativ; (C) feingranulire
Kernfluoreszenz eines Serums mit Mi-2-Antikérpern, Chromatin in Metaphase negativ; (D) feingranulidre Kernfluoreszenz ohne nachweisbare

AAK-Sperzifitit: hdufiger ANA-Befund in der Routinediagnostik.

Ubersicht iiber Inmunfluoreszenz-Muster
an HEp-2-Zellen und nachweisbare
AAK-Spezifitaten

Das Primirscreening auf antinukledre Antikorper (ANA)
und andere nichtorganspezifische AAK erfolgt mittels IIF
auf als Monolayer gewachsene und anschliefend fixierte
HEp-2-Zellen. Die Immunreaktion von iiber 100 AAK-
Spezifititen erzeugt mehr als 30 verschiedene, mehr oder
weniger gut voneinander unterscheidbare Fluoreszenzmuster.
Je nach Lokalisation des Zielantigens (bzw. der Zielantigene)
konnen verschiedene nukledre (z. B. homogene, verschieden
granuldre, nukleoldre, zentromere, periphere sowie ver-
schiedene dotformige Kernfiarbungen), zytoplasmatische (z.
B. homogene, verschieden granulédre, mitochondriale oder
zytoskeletale Muster) oder Zellzyklus-assoziierte Farbungen
differenziert werden (Abbildungen 1-6).

In Tabelle 1 sind die Grundmuster, aber auch seltene
Féarbemuster von auf HEp-2-Zellen detektierbaren AAK auf-
gelistet. Der Unterscheidung dieser Muster sind jedoch in

Abhingigkeit von der Erfahrenheit des Diagnostikers und der
Qualitidt der verwendeten Zellpriparationen enge Grenzen
gesetzt. Insbesondere die Ko-Expression verschiedener AAK
verursacht oft kontroverse Befundungen. Hier konnte ein
automatisierbares System mit einer objektiven Erfassung der
fluoreszenzoptischen Bilder einen Durchbruch bedeuten. Aus
der Moglichkeit, geringste Helligkeitsunterschiede zu messen
und iiberlappende Bilder separat zu analysieren, resultieren mit
den heutigen Algorithmen zur komplexen Mustererkennung
vielversprechende Ansitze zur automatischen Bildanalyse.

Automatisierung des HEp-2-Zell-Assays

Technologische Basis fiir das automatisierte Screening
von Autoantikoérpern [11, 12]

Fiir das automatische Screening von nichtorganspezifischen
AAK mittels IIF an HEp-2-Zellen wurde ein auf einem
Fluoreszenzmikroskop basierendes System (Mikroskop
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Jo-1

AMA

Proteasom

Abbildung 4 Zytoplasmatische Fluoreszenzmuster an HEp-2-Zellen.

Golgi

(A) Feingranuldr-punktformige Farbung des Zytoplasmas: typisches Muster fiir AAK gegen tRNA-Synthetasen (hier Jo-1-Antikorper);
(B) strichformige Farbung des Zytoplasmas: typisches Muster der antimitochondrialen Antikdrper (AMA; hier AMA-2 eines PBC-Patienten);
(C) groBe zytoplasmatische Dots: typisches Muster fiir AAK gegen Proteasomen; (D) irregulidr grobgranuldre (zwiebelschalenformige)
zytoplasmatische Fdrbung, meist polar an einer Seite des Zellkerns (wie eine Kappe) aufgelagert: typische Farbung der AAK gegen

Golgi-Apparat-Antigene.

IX81 mit Objektiv 40X NA 0,6 LWD, Olympus, Tokyo,
Japan) verwendet. Fiir die Messung der Immunfluoreszenz
wurden Filterkombinationen fiir die Fluoreszenzfarbstoffe
4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) und Fluoreszein-
isothiocyanat (FITC) sowie Hochtransmissionsfilter (FITC
[EX: 482/35 DI: 506 EM: 536 /40], DAPI [EX: 377/50
DI: 409 EM: 447/60], Semrock, Rochester, USA) einge-
setzt. Als Aufnahmeparameter wurde ausschlieflich die
Belichtungszeit der Kamera iiber die Auswertung der aktuell
aufgenommenen Bilder gesteuert, andere Parameter blieben
unverdndert. Die homogene Markierung der HEp-2-Zell-
kerne durch DAPI erlaubt die Zuordnung der Lage sowie
die Unterscheidung der Zellzyklusphase jeder Zelle. DAPI
lagert sich in die DNS der Zelle ein, wodurch typische
mitoseabhingige Muster, die auf Kondensierung der DNS
beruhen, erkennbar sind. Der zweite Fluoreszenzkanal
wurde ausschlieBlich fiir die Erkennung des Immunfluores-
zenzmusters, ausgelost durch den Autoantikérper im Serum
des Patienten, verwendet. Wihrend der Aufnahme des Pri-
parates erfolgte pro Bildszene eine Aufnahme mit beiden
Fluoreszenzkanilen.

Objektive Musterbeschreibung

Das Grundprinzip fiir ein effizientes und schnelles Screening-
system war die Reduktion der Datenmenge. Vorfilterungs-
schritte reduzierten die Datenmenge und erhohten den
Probendurchsatz bei verringertem Rechenzeitbedarf. Die Ana-
lyse erfolgte mit einem baumbasierten hierarchischen Ablauf.
Mit steigender Knotenanzahl erhohte sich die Spezialisierung
der verwendeten Algorithmen. Einfache, wenig komplexe
Algorithmen wurden im Wurzelbereich des Datenbaumes
angewendet und ermdglichten die universelle Vorfilterung
der Objekte. Spezialisierte Algorithmen, die vorab bekanntes
Wissen einbinden, z. B. Zellgroe und -form, ermoglichten
die Feindifferenzierung und die friihzeitige Beseitigung
von Storungen und Artefakten. Der Rechenaufwand wurde
in den nachfolgenden Schritten durch die Anwendung von
a-priori Wissen reduziert, indem z. B. zu kleine Objekte bei
Berechnungen ausgeschlossen wurden. Die grundlegende
Analysekette der Bildverarbeitung gliederte sich in folgende
Schritte, die sequentiell abgearbeitet wurden: a) Aufnahme, b)
Qualititskontrolle, ¢) Segmentierung, d) Objektbeschreibung,
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Centriol

Midbody

Abbildung 5 Zellzyklus-assoziierte Fluoreszenzmuster.

CENP-F

(A) Féarbung von ein oder zwei Punkten in der Nihe der Kernmembran der Interphasekerne und Firbung der Centriolen an den Polen der
mitotischen Spindel: typisches Muster der Centrosom/Centriol-Antikorper; (B) granuldre Farbung der Zellkerne der Interphasezellen (Nukleoli
sind meist ausgespart) sowie starke Farbung der polaren Region der mitotischen Spindel: typisches Muster der NuMA-Antikorper (,,nukledrer
mitotischer Apparat®); (C) Farbung der Midbody-Region (Zellteilungsfurche) in Ana- und Telophase sowie granulidre Farbung des Chromatins
in der Metaphase: typisches Muster fiir Midbody-1-Antikorper; (D) variable granuldre Kernfirbung der Interphasezellen und punktférmige
Féarbung des Chromatins in Prometa- und Metaphase: typisches Muster der AAK gegen CENP-F.

e) Objektklassifikation. Durch Parallelisierung der Bildanalyse
mit speziellen Algorithmen konnten Geschwindigkeitsvor-
teile erzielt werden. Im Vergleich zur Rechengeschwindig-
keit war der Speicherbedarf der aufgenommenen Bilddaten
zu vernachlissigen.

Das vorhandene Wissen iiber den Aufbau und die Abbildung
eines fluoreszenzgefirbten Priparates mit adhdrenten HEp-2-
Zellen wurde verwendet, um Qualititskriterien, wie z. B.
die maximal plausible Objektgrofe, zu definieren. Nach der
Bildaufnahme wurde die Bildqualitit mit den beschriebenen
Parametern gemessen. Bei der Verletzung eines Qualitits-
kriteriums erfolgte der Ausschluss der Bildszene fiir die
nachfolgende Analyse. Dadurch wurde sichergestellt, dass
ausschlieBlich korrekt aufgenommene Szenen mit den kom-
plexeren Verfahren der nachfolgenden Schritte weiterver-
arbeitet wurden.

Fiir die Auswertung der Immunfluoreszenzmuster wurden
zitka 200 Merkmale implementiert, die durch Variation
merkmalsspezifischer Parameter zirka 1400 beschreibende
Merkmale ergaben. Implementiert fiir die Beschreibung der

Zellmuster wurden Parameter der Gruppe der statistischen,
morphometrischen und formbeschreibenden Merkmale. Die
Vergleichbarkeit der Aussagen von digitalen Parametern und
herkommlicher Musterklassifikation konnte realisiert werden,
weil die mathematische Modellierung (Ubersetzung) von
bekannten Musterbeschreibungen aus der Medizin/Biologie
genutzt wurde.

Differenzierung zwischen positiven und negativen
Befunden

Ziel des FEinsatzes eines automatischen Systems zum
Screening auf nichtorganspezifische AAK ist zunéchst die
moglichst objektive Differenzierung zwischen positiven und
negativen Befunden. Es gibt jedoch keinen goldenen Stan-
dard fiir die Definition positiver Reaktivititen an HEp-2-
Zellen. Daher miissen fiir die Evaluierung eines solchen
Systems sowohl die AAK-Spezifititen als auch der kli-
nische Hintergrund in die Bewertung einbezogen werden.
So miissen z. B. bei Seren von Patienten mit Kollagenosen
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dsDNA+Ro/SS-A+La/SS-B

Golgi+nukleolar

dsDNA+ACA

Abbildung 6 Beispiele von Musterkombinationen an HEp-2-Zellen.

AMA+ANA

(A) Kombination von Ro/SS-A-, La/SS-B- und dsDNA-Antikorpern (Serum eines SLE-Patienten); (B) Kombination von AAK gegen Golgi-
Apparat- und nukleoldre Antigene (Serum eines Patienten mit Verdacht auf Kollagenose); (C) extrem seltene Kombination von dsDNA- und
Anti-Centromer-Antikorpern (Serum eines Patienten mit SLE-CREST-Overlap!); (D) Kombination von antimitochondrialen Antikorpern mit
sp100-Antikorper sowie einem antinukledren Antikorper unbekannter Spezifitit (Serum eines PBC-Patienten).

und definierten AAK-Spezifititen positive Reaktivitidten
messbar sein. Andererseits sollten Seren von Blutspenden,
welche keine derartigen AAK-Spezifititen aufweisen, in
der Regel negativ bewertet werden (Ausnahme: AAK unbe-
kannter Spezifitidt und ohne klinische Relevanz). In einem
ersten Evaluierungsschritt untersuchten wir 263 gesunde
Blutspender, 159 interne Referenzseren mit verschiedenen
AAK-Sperzifititen (in den Abbildungen 1 bis 6 sind einige
der Fédrbemuster dieser Seren zusammengestellt) sowie
80 unselektierte Seren aus der Routinediagnostik. Der
Vergleich visuelle vs. automatische Befundung der 502
analysierten Seren in Bezug auf negative, borderline
(grenzwertige) und positive Befunde ergab eine Uberein-
stimmung von 94,6% [12]. Die Ubereinstimmung erreichte
97,2% bzw. 96,6%, wenn die Borderline-Befunde entweder
als negativ oder als positiv bewertet wurden. Die meisten
Differenzen waren bei den Blutspenderseren mit grenz-
wertigen Reaktivititen, welche entweder bei der visuellen
oder bei der automatischen Auswertung nicht eindeutig
als positiv oder als negativ befundet werden konnten, zu
finden. Eine aus diagnostischer Sicht objektive Positiv/

Negativ-Unterscheidung mittels dieses neu entwickelten
Systems (AKLIDES®) kann aus folgenden Ergeb-
nissen abgeleitet werden: (a) Die Einsatz der internen
Referenzseren mit gut definierten AAK-Spezifititen von
Patienten mit Kollagenosen und primir bilidrer Zirrhose
erbrachte eine 100%ige Ubereinstimmung. (b) Seren mit
Borderline-Befunden der visuellen Bewertung, welche im
AKLIDES® positiv bewertet wurden, waren in ca. 35%
positiv fiir einen klinisch relevanten AAK. Dagegen waren
die im AKLIDES® negativ befundeten Seren, welche visuell
als borderline (meist fraglich feingranulir bei 1:80) bewertet
wurden, auch negativ fiir die Kollagenose-relevanten ANA-
Spezifititen. Die mit AKLIDES® ermittelten Befunde
stimmen damit gut mit den Ergebnissen von Kang iiber-
ein, welche aufzeigten, dass bei ANA-Befunden mit einem
Titer von 1:160 oder niedriger die Wahrscheinlichkeit
von bestimmten ANA-Spezifititen (Sm, U1-RNP, Scl70,
Ro/SS-A, La/SS-B) sehr gering ist [13]. In einer wei-
teren Studie, welche 924 konsekutiv im Rahmen der
Routinediagnostik gesammelte Seren untersuchte, lag die
Ubereinstimmung zwischen visueller und automatischer
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Tabelle 1 In der indirekten Immunfluoreszenz an HEp-2-Zellen differenzierbare Firbemuster in Abhéngigkeit von der Lokalisation der

Zielantigene. Diagnostisch relevante Autoantigene sowie spezifische Assoziationen sind fett gedruckt.

HEp-2-Muster

Antigene(e)

Krankheitsassoziation(en)

Al Férbung der Zellkerne
(ANA)
Homogen
Kernmembran

Grobgranulér
(Nukleoli negativ)

Feingranuldr
(Nukleoli konnen positiv
sein)

Nukleidre Dots
1-6 Dots
Multiple nukledre Dots
(5-10, max. 30 Dots)
Centromeren-Dots
(ACA)
Homogen oder feingranulir
(Nukleoli konnen positiv
sein)

A2 Firbung der Nukleoli
(antinukleoldre AK)
Nukleoldr homogen

Nukleolédr klumpig
Nukleolar gesprenkelt

mit mitotischen Punkten

Nukleolar fein gesprenkelt

B

—

Zytoplasma-Féarbung

Feingranuldr bis wolkig
(Nukleoli meist positiv)

Feine zytoplasmatische Dots

Feingranulir bis homogen
Granular-filamentos
Grofie unregelmifige
Dots/Flecken

Irregulir, grobgranulér (meist

kappenformig an einer Seite
des Zellkerns angelagert

B2 Zytoskelett-Farbung

Feine Fasern lidngs der Zelle
Netzartige Filamente,
zytoplasmatische Punkte in
Mitosen

Nukleére Antigene (Chromatin,
Nukleoplasma, Kernmembran)
dsDNA, Histone, Nukleosomen
Kernporenkomplex-Antigene:
gp210, Nukleoporin p62
Lamin-B-Rezeptor (LBR)
Lamine (A, B1, B2, C)

Nukledre Matrixproteine
snRNP-Coreproteine (Sm)
Ul-snRNP-spezifische Proteine
(U1-RNP)

U2-snRNP-spezifische Proteine
U4/U6-snRNP-spezifische Proteine
Mi-2

Ro/SS-A, La/SS-B

RNA-Polymerase I1/I11
Ku-p79, -p80

Cajal Body-Antigene: p80-Coilin
Nuklear Body-Antigene: Sp100, PML,
SUMO-1, -2

Centromer-Antigene:

CENP-A, -B, -C

Scl-70 (DNA-Topoisomerase I)

Nukleolire Antigene

PM-Scl

TH/To (7-2 RNA und 8-2 RNA)
Fibrillarin (snoRNP)
RNA-Polymerase I
NOR-90/hUBF

RNA-Helicase II (Gu)

Zytoplasmatische Antigene

(Zytosol, zytoplasmatische Organellen)
Ribosomale Antigene: ribosomale P-Proteine,

28S rRNA, S10, Ja, L12, L5/5S
Jo-1 (Histidyl-tRNA Synthetase)
SRP-54

Mitochondrien-Antigene: PDC-E2
Endo-/lysosomale Antigene:
hLAMP-2

GW-Body-Antigene
Golgi-Komplex-Antigene: Golgine,
Makrogolgin

Antigene von Mikrotubuli, Intermediir- und

Mikrofilamenten
F-Aktin
Zytokeratin

Kollagenosen

Autoimmune Lebererkrankungen
SLE

PBC

(Myositis: PM, MCTD)

PBC

APS/SLE (LA-positiv), Thrombozytopenie, CFS,

autoimmune Lebererkrankungen
MCTD, Sklerodermie, SLE
SLE

MCTD, SLE, Sklerodermie

Sklerodermie-PM-Overlap, SLE, MCTD
Sjogren-Syndrom, Sklerodermie
Dermatomyositis

SLE, Sjogren-Syndrom, Sklerodermie,
Myositis

Sklerodermie, (SLE)

Myositis-Sklerodermie-Overlap-Syndrom, SLE

PBC, Sjogren-Syndrom, SLE
Sklerodermie, PBC

Sklerodermie

Sklerodermie, Mischkollagenosen, Tumoren

Myositis-Sklerodermie-Overlap-Syndrom

Sklerodermie

Sklerodermie

Sklerodermie

Sklerodermie

(SLE, RA, Tumoren)

Sklerodermie, SLE, undifferenzierte
Kollagenosen

Kollagenosen, PBC

SLE

Polymyositis, Dermatomyositis
Polymyositis, Dermatomyositis

PBC, Sklerodermie
GN bei ANCA-assoziierter Vaskulitis

SLE, Sjogren-Syndrom

Autoimmunhepatitis
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Tabelle 1 (Continued)

HEp-2-Muster Antigene(e) Krankheitsassoziation(en)
Druckfasern lidngs der Zelle Tropomyosin
Fein verwobene Fasern Vimentin

C Zellzyklus-Muster
Pleomorphe Kernfirbung
Dots (Centromeren) in Pro-
und Metaphase; variable
Kernfédrbung in Interphase
1 oder 2 Dots in Nihe der
Kernmembran; Dots an
Spindelpolen

DNA-Polymerase 6 (PCNA)
CENP-F

Ninein, PCM1, Mobl

Mitosespindel Tubulin

Polare Region der mitotischen NuMA (Centrophilin)
Spindel+granulire

Kernfirbung

Midbody-Region
Spindelpole/-fasern+
Midbody-Firbung

Midbody-Antigene (Filamin?)
HsEg5

Centriol/Centrosom-Antigene: z.B. Pericentrin,

Kollagenosen, Tumoren
SLE
Tumoren

Sklerodermie, postinfektiose cerebellare
Dysfunktion

Kollagenosen

Sklerodermie
SLE, Sjogren-Syndrom

ACA, Anti-Centromer-Antikorper; ANA, antinukleédre Antikorper; ANCA, anti-neutrophil zytoplasmatische Antikorper; APS, Antiphospholipid-
Syndrom; CENP, Centromer-Protein, CFS, chronic fatigue syndrome; GN, Glomerulonephritis; LA, Lupus-Antikoagulanz; LAMP-2,
Lysosomen assoziiertes Membranprotein 2; MCTD, mixed connective tissue disease (Sharp-Syndrom); NuMA, nukleérer mitotischer Apparat;
PBC, primér bilidre Zirrhose; PCNA, proliferating cell nuclear antigen; PM, polymyositis; RA, rheumatoide Arthritis; RNP, Ribonukleoprotein;
SLE, systemischer Lupus erythematodes; SRP, signal recognition particle.

Tabelle 2 Vergleich der automatischen Titerabschitzung mit den
konventionell austitrierten Werten.

Serum  Software  Austitriert Spezifitit
1 320 640 dsDNA/SS-A
2 320 320 dsDNA/SS-A
3 640 640 SS-A/SS-B
4 2560 5120 SS-A/SS-B
5 1280 1280 RNP
6 320 320 RNP
7 320 640 Sm
8 1280 2560 RNP
9 1280 1280 Scl-70
10 640 AMA 320, CENP >5120 AMA+CENP
11 2560 5120 Sm/RNP
12 2560 >5120 PMScl
13 1280 1280 SS-A/SS-B
14 2560 5120 dsDNA/SS-A

Auswertung bei 93%, wobei auch hier die grofiten
Differenzen im niedrigtitrigen Bereich lagen [14].

Automatische Mustererkennung

Neben der diagnostischen Fragestellung gibt auch das
Fluoreszenzmuster wichtige Hinweise fiir die nach dem
AAK-Screening auf HEp-2-Zellen zu untersuchenden AAK-
Spezifititen (siehe Tabelle 1). Fiir die automatische Muster-
erkennung erfolgt daher folgende hierarchische Bearbeitung
der Fluoreszenzsignale: (I) Positivitdt, (II) Lokalisation

(Zellkern, Zytoplasma, Chromatin mitotischer Zellen),
(IIT) nukledres Muster (homogen, granulir, nukleolir, cen-
tromer, multiple Dots). Im ersten Schritt der automatischen
Mustererkennung sollen 6 Hauptmuster mit folgenden
Kriterien differenziert werden: (a) zytoplasmatisch
(granuldre oder homogene zytoplasmatische Férbung
oberhalb des cut-off Wertes), (b) homogen (homogene
oder granuldre Kernfiarbung und Féarbung des Metaphase-
chromatins), (c) granulir (fein-, mittel- oder grobgranulére
Fiarbung der Interphasekerne), (d) nukleoldr (homogene
oder granuldre Fédrbung der Nukleoli ohne oder mit
geringer Firbung des Nukleoplasmas), (e) centromer
(>30 nukledre Dots im Interphasekern und im Metaphase-
chromatin), (f) multiple nukledre Dots (<30 nukledre Dots
im Interphasekern). In einer ersten Evaluierung wurden
139 gut charakterisierte, monospezifische Seren untersucht.
Mit Ausnahme von Ro52- und Ro60-Antikorper positiven
Seren, welche teilweise eine nukleédre und zytoplasmatische
Fiarbung zeigten, konnten alle zytoplasmatischen AAK
(anti-Jo-1, AMA, anti-Golgi, anti-ribosomal) von den
ANA differenziert werden (12). AAK mit sehr cha-
rakteristischem Floureszenzmuster (dsDNA-, Sm/RNP-
und Anti-Centromer-Antikorper) konnten in allen Fillen
dem typischen ANA-Muster (s. Tabelle 1) zugeordnet
werden. Bei AAK mit eher variablen Farbemustern (z. B.,
Ro- und Scl-70-Antikorper) war die Zuordnung zu den 5
nukledren Hauptmustern erwartungsgemaf nicht eindeutig.
Die Musterdifferenzierung wird auch dadurch erschwert,
dass bei erkrankten Patienten mehrere der relevanten
AAK-Spezifititen, aber auch andere AAK unbekannter
Spezifitit, vorkommen konnen. So ist es sicherlich nicht
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verwunderlich, dass ein Mustervergleich zwischen visueller
und automatischer Befundung unter Routinebedingungen
in 15,3% differierende Ergebnisse erbrachte [14].

Automatische Titerabschatzung

Titer sind Maflangaben fiir Verdiinnungen von Antikorpern,
die gerade noch eine eindeutige positive Antigen-Antikorper-
Reaktion ergeben. Uber die Intensitit des Bildes der Kamera
lasst sich der Endtiter des Serums schon bei einer Ein-
gangsverdiinnung von 1:80 abschitzen. Dafiir muss vor der
Messung das System iiber mehrere Seren mit definiertem
Titer einkalibriert werden. Erreicht eine Serumverdiinnung
in der Praxis diese mittlere Endtiterintensitit, wurde der
Endtiter des Serums erreicht. Tabelle 2 zeigt den Vergleich
der automatischen Titerabschitzung mit den konventionell
austitrierten Werten.

Perspektiven

Die erfolgreiche Automatisierung des HEp-2-Zell-Assays
(automatische Fokussierung, Bildaufnahme, Messung,
Auswertung sowie Bild- und Datenarchivierung) bildet
die notwendige Voraussetzung fiir eine Standardisierung
bzw. Harmonisierung des IIF-Screenings auf nichtorgan-
spezifische AAK. Eine weitere Entwicklung der Software-
Algorithmen sowie der Kalibrationssysteme in Kombination
mit Evaluierungsstudien wird zeigen, ob

(a) die Farbemuster objektiver klassifiziert und weiter sub-
klassifiziert werden konnen.

(b) klinisch relevante AAK-Spezifititen, deren typische
Fiarbemuster durch andere AAK maskiert werden,
zweifelsfrei detektiert werden konnen. So ist z. B. bei
einer Ko-Expression von Anti-Centromer- und Anti-
Sp100-Antikérpern das typische Spl00-Dot-Muster
schlecht oder gar nicht sichtbar. Ein anderes Beispiel sind
AAK gegen Antigene der verschiedenen Kompartimente
der Kernmembran. Einige dieser AAK sind hoch-
spezifisch fiir die PBC und scheinen auch prognostisch
relevant zu sein (beziiglich Schwere und Progression
der Erkrankung). Da diese hiufig niedrigtitrig vor-
liegen, konnen sie durch hohertitrige antimitochondriale
Antikorper (AMA) maskiert werden [15, 16].

(c) mehr neue AAK gefunden werden konnen.

(d) eine automatische Titerabschitzung eine Titrierung des
Serums iiberfliissig macht.

Die Methodik der Aufnahme, Qualitidtskontrolle und
Bildarchivierung erlaubt es, die Entwicklung auch auf wei-
tere diagnostische Tests auszuweiten. Exemplarisch sind
hier der Nachweis von Autoantikoérpern gegen doppel-
stringige DNA mittels Crithidia luciliae Immunfloures-
zenztest (CLIFT) sowie der Nachweis von antineutrophilen
zytoplasmatischen Antikdrpern (ANCA) auf Granulozyten
zu nennen. Die Moglichkeit zur Steuerung konventioneller
Mikroskope erlaubt es nahezu alle bisher manuell aus-
gewerteten Mikroskop-basierten Tests zu automatisieren.

Fiir die Immundiagnostik kann damit ein erweitertes Ein-
satzgebiet, die ,Teleimmunologie®, etabliert werden.
Der Immunologe kann so zentral alle verzweigt erstellten
Befunde verschiedener Gerite liber die aufgenommenen
hochqualitativen =~ Bilddaten = befunden. Detailliertere
Beschreibungen {iiber ergidnzende Merkmale und wei-
tere Berechnungen konnen dazu fiihren, dass neue Muster
erkannt und sicher beschrieben werden. Die Erweiterung
des Dbestehenden hierarchischen Klassifikationssystems
kann durch exaktere Beschreibung der Muster zu einer ver-
besserten und zuverlédssigeren Diagnostik fiihren.
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