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Zusammenfassung:

Polyaethylenglykol (PEG) fihrt bereits in niedrigen Konzentrationen, wie sig zur Unterstdtzung. und
Beschleunigung der spezifischen Immunprézipitation bei der /asemephe{ometnschen Plasmaproteinbe-
stimmung eingesetzt werden, zur Koprézipitation préformierter, d.h. zirkulierender /mmunkqmplexe{ Sowije
von Beta-Lipoprotein. Der Nachweis der zirkulierenden Immunkomplexe mittels Lasernephelometrié nach
Prézipitation mit antikérperfreier, phosphatgepufferter Saline mit 3% PEG (PEG-PBS) erfqrdert daher die
meflStechnische Elimination der Beta-Lipoproteine. Die Bedeutung des (asernephe/ometnschen Immun-
komplexnachweises und seine Korrelation mit dem spezifischen Nachweis des im Immunkomplex
gebundenen Antigens und Antikérpers wird am Beispiel von HBsAg/anti-HBs im Verlauf der akuten
Hepatitis B demonstriert. ‘

Schidsselwaorter:

Immunkomplexe — Lasernephelometrie — Polyaethylenglykol — HBsAg/anti-HB:s.

Summary:

In laser nephelometric serum protein assay, polyethylene glycol (PEG) is used in low concentrations in
order to support immune precipitation, leading to accelerated specific and partially non specific reactions,
Detection of immunoglobulins and C3 in non specific PEG - precipitates suggests the presence of soluble
immune complexes in serum samples with increased turbidity in antibody free PEG-solution. Beta
Lipoproteins were precipitated additionally and therefore must be eliminated in laser nephelometric assay.
The usefulness of the nephelometric assay for immune complexes and its correlation with radioim-
munologic detection of the participants in the immune complexes is demonstrated in the HBsAg/anti-HBs

system in Hepatitis B.
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Obgleich die pathogenetische Bedeutung zirkulieren-
der Immunkomplexe (IC) bei Autoaggressionskrank-
heiten noch nicht endgiiltig geklart ist, stellt ihr Nach-
weis hier — ebenso wie bei der Diagnostik maligner
Erkrankungen (1) — einen wesentlichen diagnosti-
schen Beitrag dar (2—12). Die bisher zur Verfiigung
stehenden Methoden des Nachweises zirkulierender 1C,
z.B. der Nachweis von Antigen und Antikérper bzw.
Komplement nach Dissoziation der IC (3), die Titration
antikomplementarer Aktivitat (4), der Immunfluores-
zenztest nach Phagozytose der IC durch neutrophile
Granulozyten (5, 6), die Prazipitation bzw. Bindung
von C1q (1, 4), der Raji-Zell-RIA (7, 8), der Latex-
agglutinationshemmungstest (9), die I1C-induzierte
Thrombozytenaggregation (4, 10) oder die Messung
der optischen Dichte von Prazipitaten bei 280 nm nach
Prazipitation mit 3,5% Polyaethylenglykol 6000 (PEG)

(11) weisen z.T. den Nachteil eines hohen technischen
Aufwands und damit der Beschrankung auf spezielle
Fragestellungen auf.

Im Rahmen der Nephelometrie zur Quantifizierung von
Immunprézipitationen dient PEG zur Verstarkung und
Beschleunigung der immunologisch bedingten Prazipi-
tation. Aus der Praxis der Plasmafraktionierung ist seit
langem die Anwendung von PEG zur schonenden, nicht
immunologischen, stufenweisen Prézipitation von
Plasmaproteinen in Abhangigkeit von der PEG-Kon-
zentration gelaufig (13, 14). Hierbei erfolgt die Prazipi-
tation durch PEG aufgrund von Verdnderungen des
Hydratationszustandes der Proteinmolekiile, wobei der
MolekiilgroRe nur mittelbar ein EinfluR zuzuschreiben
ist (15, 16). Die beschleunigte und verstérkte lmmun-
prazipitation in PEG-haltigem Medium ist daher weni-
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ger auf Verdnderungen der MolekiilgroRe als vielmehr
der polaren Eigenschaften und damit der Hydratation
des Komplexes aus Antigen und Antikorper zurlickzu-
fuihren. Unerwtiinschte weil unspezifische Koprazipita-
tionen sind bei der PEG-unterstitzten Immunprézipita-
tion und deren nephelometrischer Quantifizierung auch
bei niedrigen PEG-Konzentrationen nicht auszu-
schlieBen. Insbesondere bei Einsatz der Lasertechnolo-
gie, die eine weitere Steigerung der Empfindlichkeit
sowie eine Ausweitung des MeRbereichs gegentiber
herkdmmlichen Methoden aufweist, sind MeRfehler
durch unspezifische Koprazipitationen zu befiirchten;
sie mussen daher durch entsprechende VorsichtsmaR-
nahmen berlcksichtigt werden.

Ausgehend von Beobachtungen, die wir bei der laser-
nephelometrischen Auswertung der PEG-unterstiitzten

Immunprazipitation an Serumproben aus Ringversu--

chen (lyophilisiert) sowie von Patienten mit akuten im-
munologischen Erkrankungen wie akuten Infekten, Au-
toaggressionskrankheiten und Paraproteindmien erhe-
ben konnten — hier waren lasernephelometrisch in
phosphatgepufferter Saline (PBS) nur leicht, in PBS mit
einem Zusatz von 3% PEG (PEG-PBS) jedoch extrem
erhdhte Probenleerwerte festzustellen — erhob sich die
Frage, wieweit die spezifische Immunprazipitation von
einer unspezifischen Koprazipitation iberlagert wird, ob
hier normale Serumproteine oder praformierte Immun-
komplexe beteiligt sind und ob letztlich aus einem
erhohten Probenleerwert in PEG-PBS direkt auf zirku-
lierende Immunkomplexe in der Probe geschlossen
werden kann.

Methodik

Als Beispiel fur einen Immunkomplex wihiten wir das
System HBsAg/anti-HBs, da die Reaktionspartner
durch géngige Verfahren einzeln und bei Verwendung
radioaktiv markierter Substanzen auch im Komplex
nachweisbar sind. Der Nachweis von IC in Reaktions-
medien steigender PEG-Konzentration (Endkonzentra-
tion von PEG 6000 0—15%) erfolgte in Anlehnung an
den Radioimmuno-PEG-Assay (RIPEGA) nach San-
toro (17): Je 0,3ml HBsAg- bzw. anti-HBs-positiven
Serums wurden nach Zugabe von ca. 45000cpm
(0.1ml) J-125-anti-HBs bzw. J-125-HBsAg (beide
Abbott Lab.) Gber 2 h bei 37°C inkubiert. Nach Einstel-
len der gewiinschten PEG-Konzentration mit entspre-
chend konzentrierter PEG-PBS ad 2,0 ml erfolgte die
Prézipitation der zuvor gebildeten Immunkomplexe
Uber 6 h bei Zimmertemperatur. Die Prézipitation wurde
durch lasernephelometrische Messungen (Lasernephe-
lometer Hyland-Travenol) in regelméRigen Abstianden
an Verdinnungen 1:500 in PEG-PBS entsprechender
Konzentration verfolgt. Die Standardisierung der MeR-
bedingungen am Lasernephelometer erfolgte hierbei
mit Hilfe der spezifischen Immunprazipitation von IigM-
Standard-Ldsungen in antikorperhaltiger PEG-PBS.

Nach 6stiindiger Inkubation wurden die PEG-Prazipita-
te abzentrifugiert und dreimal durch Loésen des Sedi-
ments in PBS bei 37°C und erneute Prazipitation durch
PEG-PBS entsprechender Konzentration tber 2h bei
4°C gewaschen. Die gewaschenen Prazipitate wurden
in 0,5ml PBS gelost, die J-125-Zahlrate ermittelt sowie

Abb.1:

Relative Lichtstreuung (RLS) nach PEG-Prazipitation
praformierter Immunkomplexe in Abhéngigkeit von der
Reaktionszeit und der PEG-Konzentration: System
anti-HBs|J-125-HBsAg (0,3/0,1ml, PBS ad 1,0ml);
Vorinkubation 120 min bei 37°C; Verdinnung 1:500
mit PEG-PBS (0—4% PEG-Endkonzentration) zur Zejt
to. Standardisierung der Messung durch Eichkurve der
immunprézipitation von IgM in 3% PEG-PBS (Abszis-
se = mg/dl [WHO] IgM).
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Abb.2:

Relative Lichtstreuung (RLS) nach PEG-Prazipitation
praformierter Immunkomplexe in Abhéangigkeit von
der Antikérper- und der PEG-Konzentration: System
anti-HBs/J-125-HBsAg (0,0—0.3ml/0,1 ml, PBS ad
1,0ml) . Vorinkubation 120 min bei 37°C, Verdinnung
mit PEG-PBS 1:500 (0—4% PEG-Endkonzentration)
zur Zeit to; Messung der RLS zur Zeit t = 300min.
Standardisierung der Messung durch Eichkurve der
Immunprézipitation von IgM in 3% PEG-PBS (Abszis-
se = mg/dl [WHO] IgM).
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Prazipitation von freiem und immunkomplexgebunde-
nem J-125-HBsAg und J-125-anti-HBs durch PEG-
PBS in Abhangigkeit von der PEG-Konzentration (0~
15%).
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Relative Lichtstreuung (RLS) und J-125-Zéhlrate nach
PEG-Prazipitation praformierter Immunkomplexe in
Abhéngigkeit von der PEG-Konzentration in Prozent
der RLS bzw. der J-125-Zahlrate bei 4% PEG : System
anti-HBs/J-125-HBsAg wie in Abb. 1.
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durch Immunelektrophorese und Polyacrylamidgel-
elektrophorese [System 1 nach Maurer (18)] mit dem
Uberstand des ersten Prazipitationsschritts verglichen.

In entsprechender Weise wurden mit PEG-PBS (End-
konzentrationen 3 und 4,5%) Prazipitate aus Proben
gewonnen, die lasernephelometrisch extrem erhohte
PEG-Probenleerwerte aufwiesen. Die dreimal gewa-
schenen Prazipitate wurden ohne weitere Vorbehand-
lung sowie nach Depolymerisation mit D-Penicillamin
10mg/mi (19) immunelektrophoretisch untersucht.
Mit der RIPEGA-Technik wurde bei 30 HBsAg-, 25.
anti-HBs-positiven Patientenseren sowie 25 HBsAg-
und anti-HBs-negativen Seren von Blutspendern ein
Nachweis von praformierten HBsAg/anti- HBs-Immun-
komplexen gefiihrt: Nach Prazipitation mit 3% PEG-
PBS wurden die dreimal gewaschenen (s.0.) Prazipita-
te 6h bei 37°C mit 0,1 ml (ca. 45000cpm) J-125-
HBsAg (bei HBsAg-positiven Proben und den negati-
ven Kontrollseren) bzw. J-125-anti-HBs (bei anti-
HBs-positiven Proben und den negativen Kontrollen)
inkubiert, Nach erneuter Prazipitation mit 3% PEG-PBS
und dreimaligem Waschen der Prazipitate wurde die J-
125-Z3hlrate der Sedimente gemessen. Parallel hierzu
wurden die Proben in der Verdinnung 1:1000 in
antikorperfreier PBS bzw. 3% PEG-PBS lasernephelo-
metrisch untersucht. Die Differenz der relativen Licht-
streuung (RLSpeq_pes-RLSpas) Wurde mit der J-125-
Zihlrate der gewaschenen PEG-Prazipitate verglichen
(Abb. 7).

Ergebnisse

Die Prazipitation von praformierten Immunkomplexen
in PEG-haltigem Medium eriolgt innerhalb von 6 min
nahezu volistandig (Abb.1). Die lasernephelometrisch
gemessene Triibung weist eine deutliche Abhangigkeit
von der PEG-Konzentration sowie erwartungsgemaf
von der Konzentration der IC auf (Abb.1, 2, 4). Hier
wird besonders die Differenz zwischen der reinen Im-
munprazipitation in PBS und der PEG-unterstutzten
Prézipitation bei sonst identischen Versuchsbedingun-
gen deutlich. Diesen Ergebnissen parallel geht die in
den gewaschenen Prazipitaten gemessene Zéahlrate von
J-125 (Abb.3): Im System anti-HBs/J-125-HBsAg
konnte unter AusschluR einer unspezifischen Prazipita-
tion von J-125-HBsAg bei 0% PEG eine Zahlrate von
ca. 2% der maximal prazipitierbaren Aktivitat (= Zahlra-
te bei 15% PEG) gemessen werden; halbmaximale
Z3hlrate wurde bei ca. 1,5% PEG erreicht und bei 3%
PEG waren 75%.der verfligbaren Aktivitat als Immun-
komplex prazipitiert. Der Vergleich zwischen der nephe-
lometrisch bestimmten Tribung und der J-125.

- Zahlrate im Préazipitat in Abhangigkeit von der PEG-

Konzentration weist eine hohe Ubereinstjmmung auf
(Abb.4).

In der Immunelektrophorese und der Polyacrylamidgel-
elektrophorese konnte im mehrfach gewaschenen Sedi-
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ment des anti-HBs/J-1265-HBsAg-Systems bereits bei
2% PEG eine Spur Beta-Lipoprotein, bei 3% PEG
zusatzlich IgG und C3-Komponente nachgewiesen
werden. Entsprechende Befunde erhielten wir auch bei
der immunelektrophoretischen Untersuchung der PEG-
Prazipitate von Seren, die lasernephelometrisch erhéhte
PEG-Leerwerte gezeigt hatten (Abb. 5). Seren mit nor-
malem PEG-Probenleerwert wiesen demgegenuiber

auch bei Prazipitation mit 4,5% PEG lediglich Beta- -

Lipoprotein, jedoch keine Immunglobuline oder Kom-
plementfaktoren im Sediment auf (Abb. 5, 6)."Mit der
RIPEGA-Technik gelang der Nachweis von HBsAg/
anti-HBs-Komplexen in 11 von 30 HBsAg-positiven
und in 7 von 25 anti-HBs-positiven Proben, nicht
jedoch bei den HBsAg- und anti-HBs-negativen Spen-
derseren. Lasernephelometrisch lieR sich bei 12 der 30
HBsAg- und bei 8 der 25 anti-HBs-positiven Proben

eine erhohte RLS feststellen. Die Gegenuberstellung ’

(Abb.7) der J-125-Z&hlrate und der RLS verdeutlicht
die Parallelitat der Befunde.

Diskussion

Die Prazipitation von Immunglobulinen, Immunkom-
plexen und Aggregaten von Immunglobulinen durch
hohe Konzentrationen von PEG 6000 sind eine geldufi-
ge Beobachtung, die u.a. bei der Plasmafraktionierung
(13) und der Radioimmunologie breite Anwendung
gefunden hat. Bei der PEG-unterstitzten Immunkom-
plexprazipitation der Radioimmunologie wird die Ko-
prazipitation anderer, selbst nicht in die immunologi-
sche Reaktion einbezogener Proteine zur Verstarkung
des Prazipitats und damit zur Steigerung der Ausbeute
in Kauf genommen bzw. durch Zugabe von Ballastpro-
tein gefordert.

Ist eine unspezifische Koprazipitation nichtimmunkom-
plexgebundener Komplementfaktoren oder Immunglo-
buline wie im RIPEGA (17) oder bei Einsatz J-125-
markierter Antikérper oder Komplementfaktoren nicht
erwiinscht, so finden niedrige PEG-Konzentrationen
zwischen 2 und 4% Anwendung, nachdem vielfach
gezeigt werden konnte, daB in diesem Konzentrations-
bereich native Immunglobuline und Komplementfak-
toren weder mittels Immunprézipitation noch bei Ein-
satz radioaktiv markierter Proteine in nennenswerter
Menge im PEG-Prézipitat nachzuweisen sind. Es kann
daher davon ausgegangen werden, da eine Prazipita-
tion von Iimmunglobulinen durch niedrige PEG-Kon-
zentrationen unter bestimmten Vorbedingungen auf
immunkomplexe zuriickzufiihren sind. Stérfaktoren
sind in einer spontanen Aggregatbildung durch Alte-
rung, wiederholtes Einfrieren und Auftauen, bakterieller
Kontamination oder Endotoxinverunreinigung zu se-
hen, weshalb nur frische, steril gewonnene Seren unter-
sucht werden sollten. Unter dieser Voraussetzung gilt
die PEG- Prazipitation sowohl bei der schonenden Iso-
lierung (20, 23) als auch zum Nachweis von immun-

Abb.b:

Immunelektrophorese von Sediment und Uberstand
von Normalserum (unten) und Serum mit stark erhéh-
tem PEG-Probenleerwert (oben) nach PEG-Prizipita-
tion mit 3% und 4,5% PEG.

Abb.6:

Polyacrylamidgelelektrophorese von Sediment und
Uberstand nach PEG-Prizipitation préformierter Im-
munkomplexe mit PEG-PBS (Endkonzentration 0%,
1%, 2%, 3% 5%, 7.5%). Spacer Gel 3,5% PAA,
Separation Gel 7% PAA, Puffersystem 1 nach Ornstein-
Davis (nach Maurer).

— TR
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komplexen beispielsweise im PEG-C1q-Bindungstest
(20, 24), der Konglutininprazipitation (20, 25) oder
mittels der chemischen, nephelometrischen oder spek-
trophotometrischen Proteinbestimmung (17, 20-22,
2G) als empfindliche und im Vergleich mit anderen,
PEG-unabhéngigen Methoden auch ausreichend spe-
zifische Technik (20).

Unsere Untersuchungen lassen zwischen der laserne-
phelometrisch erniittelten RLS resuspendierter PEG-
Prazipitate als KonzentrationsmaR fiir prazipitierte Im-
munkomplexe und der mittels der RIPEGA-Technik
ermittelten J-125-Zidhlrate des PEG-Prézipitats im
HBsAg/anti-HBs-System einen hohen Grad der Uber-
einstimmung erkennen. Die geringe Abweichung der
RLS von der korrespondierenden Zahlrate (jeweils in %
der MeRBwerte von 4% PEG ; vgl. Abb. 4) deutet auf eine
gewisse unspezifische Koprazipitation hin. Hierbei han-
delt es sich u.a. um Beta-Lipoprotein, das bereits bei
einer PEG-Konzentration um 2% immunologisch im
Prazipitat nachzuweisen ist. Da Beta-Lipoprotein auch
in PEG-freier PBS zu einer Triilbung und damit zu einer
erhoéhten RLS fiihren kann, ist bei der Lasernephelome-
trie einer Fehlinterpretation durch einen geeigneten
Probenieerwert in PEG-freier PBS vorzubeugen. Hier
weist die im Ubrigen ganz dhnliche lasernephelometri-
sche Immunkomplexbestimmung im Serum nach Helm-
ke (21) den Nachteil auf, daB durch die Beurteilung der
RLS-Differenz im Uberstand vor und nach PEG-Prazi-
pitation artefizieller oder praformierter Immunkomplexe
auch unspezifisch piazipitierte Bestandteile beriick-
sichtigt und als Immunkomplexe interpretiert werden
konnen.

Abb.7:

Nachweis von zirkulierenden Immunkomplexen im
Serum HBsAg- bzw. anti-HBs-positiver Patienten
(n = 30 bzw. 25) mittels Lasernephelometrie (Prézipi-
tation mit 3% PEG-PBS, Serumverdinnung 1:1000)
sowie mittels RIPEGA (s. Text).
+ RLS = relative Lichtstreuung.
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Der Vergleich der RLS mit der J-125-Zahlrate im PEG-
Prézipitat des HBsAg/anti-HBs-Systems unserer Un-
tersuchungen belegt durch den hohen Ubereinstim-
mungsgrad die Spezifitdt der lasernephelometrischen
Bestimmungsmethode. Durch die Parallelitdt der Er-
gebnisse RLS/J-125-Z3hirate kann damit angenom-
men werden, da die RLS (unter Beachtung der o.g.
Voraussetzungen) auch als MaR fiir die Konzentration
der Immunkomplexe herangezogen werden kann.

Unsere Daten zur RLS und der J-125-Z3hlirate im PEG-
Prazipitat als MaR fir die Konzentration praformierter
Immunkomplexe des HBsAg/anti-HBs-Systems in Se-
ren, die im Verlauf akuter B-Hepatitiden entnommen
wurden, lassen in Ubereinstimmung mit Santoro (17)
den SchluB zu, daB bei positivem Nachweis von HBsAg
oder von anti-HBs mit der Mdglichkeit gerechnet wer-
den muB, daR auch HBsAg/anti-HBs-Immunkomplexe
vorliegen. So dirfte der Rickgang der nachweisbaren
HBs-Konzentration im Serum nicht zuletzt durch die
Maskierung in Immunkomplexen bei zunehmender An-
tikorperbildung bedingt sein. Ein Screening wiére hier
lasernephelometrisch moglich, das gegebenenfalis
durch eine Antigenidentifizierung mittels der RIPEGA
erganzt werden kann.
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Springer-Verlag Berlin, Heidelberg, New York 1979
ISBN 3-540-09272-2 "

Das Epstein-Barr-Virus wurde vor etwa 15 Jahren entdeckt. Seitdem
hat sich gezeigt, daR diesem Virus groe wissenschaftliche und
biologische Bedeutung zukommt. Es ist bekannt als Erreger der
infektiosen Mononukleose. Durch seine Rolle bei der Entstehung des
Burkitt- Lymphoms und wahrscheinlich des nasopharyngealen Karzi-
noms wird es als das erste Krebsvirus beim Menschen bezeichnet.
Unzihlige wissenschaftliche Arbeiten sind seitdem {iber dieses Virus
geschrieben worden. In diesem Buch wird eine umfassende und
verbindliche Ubersicht Gber alle Eigenschaften dieses Erregers gege-
ben. Sie stammt von Autoren, die am meisten zur Erforschung dieser
Eigenschaften beigetragen haben. In einzelnen Kapiteln, die von
namhaften Immunologen, Virologen, Pathologen und Onkologen
geschrieben wurden, werden alle Aspekte der Morphologie, Biologie,
Epidemiologie, Pathogenitit und Nachweismdglichkeit des Virus
dargestellt.

Das Buch ist von Interesse nicht nur fiir Experten, sondern auch fir
Studenten und Arzte, sowie Naturwissenschaftler mit Interesse fir
Virologie, Infektiolggie und Onkologie sowie Infektionsimmunologie.
Fiir den Laborarzt enthalt es alle wichtigen Informationen iiber den
Nachweis der Virus-Antigene und -Antikdrper, sowie Titerverlaufe
und sonstige serologische Ergebnisse.

Die Infektionskrankheiten
des Nervensystems

Winfried Schorre o .
50 Abbildungen 1 Farbtafel, 88 Tabellen

Urban und Schwarzenberg. Miinchen, Wien, Baltimore 1979
ISBN 3-541-08611-4

Der Autor verdffentlichte zunichst eine Ubersichtsarbeit ,,Die Infek-
tionskrankheiten des Nervensystems” in , Klinik der Gegenwart”.
Daraus entstand die ldee, die Fille des gesammelten Materials fiir ein
Buch zu verwenden. Dieses Material wurde in drei Hauptkapitel
gegliedert: Das erste Hauptkapitel ,.Diagnostisches Vorgehen” ent-
halt Hinweise zu einem kompletten klinisch-diagnostischen Untersu-
chungsgang sowie ausfiihrliche Listen der in der ganzen Welt
vorkommenden Erreger, der klinischen Untersuchungsbefunde, so-
wie der méglichen und notwendigen Schutzimpfungen. Das zweite
Hauptkapitel ,,Die Syndrome und ihre Differentialdiagnose’ geht von
der Erfahrung aus, da bei bestimmten klinischen Syndromen ein
umschriebenes Erregerspektrum in Frage kommt. Auch in diesem
Kapitel sind tabellarische Ubersichten zur Orientierung beigefugt. Im
Kapite! ,,Die Erreger und die durch sie verursachten Krankheitsbilder*
werden Einzelheiten iber die Erreger, ihr Verbreitungsgebiet, den
Infektionsmodus, die allgemein-klinische und insbesondere die neu-
rologische und psychiatrische Symptomatik, die Nachweismethoden
und die Therapie sowie Prophylaxe dargestelit. Eine umfassende
Tabelle fat klinische Befunde, Laborbefunde aus Blut und Liquor,
Begleitkrankheiten und sonstiges Ubersichtlich zusammen.

Das Buch enthiit fir den Laborarzt aktuelle austihrliche Informatio-
nen Gber alfe Nachweismethoden mit diagnostischer Relevanz, Titer-
verlauf und Beurtsilung nach dem neuesten Stand. Die Informatjo-
nen, die das Buch bietet, gehen daher weit iiber den Stand hinaus, den
der Tite! erwarten 1iBt. Das Buch umfalit eine austGhrliche, Ubersicht-
Jiche und exakte Darstellung der Infektionskrankheiten, ihrer Sympto-
matik und ihrer Diagnostik. a-



