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Einleitung

Zusammenfassung:

Fdr die Diagnostik monoklonaler Inmunglobuline werden die Immunelektrophorese (IE) und die
erst in letzter Zeit bekannt gewordene Immunfixationselektrophorese (IFE) angewendet. Fiir beide
Techniken bildet die Zonenelektrophorese den ersten Schritt. An diese schlieBt sich jedoch in der
IFE eine Uberschichtung der aufgetrennten Proteine mit speZ/f/schen Antiseren an. Die in der
Zonenelektrophorese als schmale Bande vorliegenden Paraproteine kommen durch die Immun-
fixation noch deutlicher und spezifisch zur Darstellung. Monoklonale Immunglobuline lassen sich
sicher von polyklonalen unterscheiden. Die IFE ist der IE in der Identifizierung monoklonaler
Immunglobuline insbesondere dann dberlegen, wenn sie entweder im UberschuB8 oder in geringer
Konzentration vorliegen. Ebenso ist die Diagnostik von Bence-Jones Proteinen verbessert. Auch
zeichnet sich die IFE durch Schnelligkeit, einfache Durchfiihrbarkeit und geringen Materialver-
brauch aus.

Schlisselworter:

Paraproteine — Immunfixation — Immunelektrophorese

Summary:

Monoclonal immunoglobulins can be identified by immunoelectrophoresis (IE) and recently by
immunofixation electrophoresis (IFE). The first step in both techniques is the conventional serum
electrophoresis. In IFE separation of serumproteins is followed by an overlay of specific antiserum.
Thus the narrow zones of paraproteins become intensified by immunofixation and can be easily
differentiated from polyclonal immunoglobulins. IFE is superior to immunoelectrophoresis in the
identification of paraproteins in high and in low concentrations and of Bence-Jones proteins.
Additional advantages are speed, simplicity and economy.
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sich polyklonale Immunglobuline diffus im Gamma-
globulinbereich verteilen. In der Immunelektropho-
rese 4Rt sich die Monoklonalitat der Immunglobu-

Die Diagnose des Plasmozytoms und der Makroglo-
bulindmie Waldenstrém stditzt sich neben dem Kno-
chenmarksbefund auf den Nachweis monoklonaler
immunglobuline (,,Paraproteine’”’) im Serum oder
Urin. Monoklonale immunglobuline bilden in der
Zonenelektrophorese eine schmale Bande, wéhrend

line an der starken Deformierung der Prazipitations-
linie erkennen und daran, daB diese Deformierung
nur einer leichten Kette Kappa oder Lambda zuzu-
ordnen ist. Relativ hiufig bereitet die Interpretation
der Prazipitationslinien, insbesondere fir den Un-
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gelibten, Schwierigkeiten. Einige IgM-, IgA- oder
IgG-Paraproteine sind nicht als monoklonale Im-
munglobuline einzuordnen, wenn die Leichtketten-
differenzierung durch den sogen. ,,Schirmeffekt’”
der IgG-Molekile verhindert wird (5), keine ein-
deutige Deformierung der Prazipitationslinie zu er-
kennen ist oder das Paraprotein in niedrigen Kon-
zentrationen vorliegt. Die zweidimensionale Im-
munelektrophorese ist zu aufwendig und liberwie-
gend wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehal-
ten. Einen Ausweg aus diesen diagnostischen
Schwierigkeiten zeigt die erst in letzter Zeit fur die
Paraproteindiagnostik bekannt gewordene Immun-
fixationselektrophorese (2, 3, 4, 8). Sie vereint die
Vorteile der zweidimensionalen Immunelektropho-
rese (Sensitivitdt) mit denen der klassischen Im-
munelektrophorese (einfache Handhabung).

!\(laterial und Methode

Antiseren:

Folgende Antiseren wurden eingesetzt: Anti-o.-, An-
ti-y-, Anti-pu-, Anti-x-, Anti-A, Anti-Human-Seren
vom Kaninchen (Dako-Boehringer,. Ingelheim;
Behringwerke, Marburg). Trivalentes Anti-a, 7,
p-Serum und Anti-Kappa-Lambda-Serum wurden
durch Mischen der entsprechenden Einzelseren in
gleichen Teilen hergestellt.

Agaroseelektrophorese:

Die Technik wurde vor kurzem ausfiihrlich beschrie-
ben (1, 3): Die Elektrophorese wurde in 0,8%iger
-Agarose auf Polyesterfolie nach Auftragen von 2 pl
einer unverdiinnten Serumprobe in einen entspre-
chend vorgestanzten Probenschlitz Gber etwa 1 h
bei 5° C durchgefiihrt (Multiphor, LKB, Miinchen).

Immunfixation:

Nach der von Ritchie und Smith beschriebenen
Technik (7) wurde die Agarose an der Stelle der
aufgetrennten Patientenseren mit den entsprechen-
den Antiseren (iberschichtet. Die Uberschichtung
erfolgte mit Zelluloseazetatstreifen, die mit Antise-
ren getrankt waren. Die Prazipitatbildung zwischen
den Immunglobulinen und den spezifischen Antise-
ren war nach ca. 1 h abgeschlossen. Nach Waschen,
Trocknen und Anfarbung mit Amidoschwarz 10 B
lieR sich die Folie fiir Dokumentationszwecke leicht
aufbewahren.

Die /mmunelektrophorese wurde nach der von
Scheidegger (6) beschriebenen Methode durchge-
fahrt.

Abb. 1:

Normalserum mit polyklonalen 1gG, IgA, IgM (NS,
oben) und Patientenserum mit monoklonalem
1gG-lambda (PS, unten)

AE = Agaroseelektrophorese, NS = Normalserum
PS = Patientenserum, G = Anti-y-Serum

A = Anti-a-Serum, M = Anti-pu-Serum

K = Anti-Kappa-Serum, L = Anti-Lambda-Serum
Die Kathode ist links.

Abb. 2:

Immunelektrophorese (oben) und Immunfixation
(unten) eines 1gG-kappa Paraproteins und eines
Bence-Jones-kappa-Proteins. Seren und Antiseren
s. Abb. 1. Die Kathode ist links.
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Abb. 3:

Verdinnungsreihe eines
Serums mit monoklona-
lem 1gG-Kappa. Seren
und Antiseren s. Abb. 1.

Abb. 4:

Verdinnungsreihe eines
Serums mit polyklona-
lem IgG-Kappa. Seren
und Antiseren s. Abb. 1.

Die Kathode ist links. Die Kathode ist links.
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Abb. 5:

Patientenserum mit einem IgM-lambda Paraprotein
in hoher Konzentration. Seren und verwendete An-
tiseren s. Abb. 1. Die Kathode ist links.
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Ergebnisse und Diskussion

Polyklonale Immunglobuline prazipitieren in der Im-
munelektrophorese als langgezogene Linie und in
der Immunfixation als breite diffuse Zone (Abb. 1,
NS). Monoklonale Immunglobuline sind in der Im-
munelektrophorese an einer Deformierung der Pra-
zipitationslinie (Abb. 2, oben, PS), in der Agarose-
elektrophorese (Abb. 2, AE) und der IFE als relativ
schmale, stark angefarbte Prazipitationsbande zu
erkennen (Abb. 1 PS, Abb. 2, unten). Bei hohen
Paraproteinkonzentrationen losen sich die Prazipi-
tate wieder auf (AntigenuberschuBbereich der Hei-
delberger Prazipitationskurve). Dies macht sich in
der |IE unter Umstanden dadurch nachteilig bemerk-
bar, daR® keine Prazipitationslinie mehr zu erkennen
ist. In der IFE hingegen bildet sich eine helle Zone in
der Bandenmitte, die von deutlich angefarbten
Randzonen umgeben ist (Abb. 1, unten PS; Abb. 2,
unten G, K; Abb. 3; Abb. 5, unten M, K, L). Parapro-
teine in hohen Konzentrationen kommen daher in
der IFE noch deutlicher zur Darstellung als in der
Immunelektrophorese. Die stark angefarbten Rand-
zonen, die den Aquivalenzzonen zwischen Immun-
globulinen (Antigen) und Antikorpern entsprechen,
riicken bei zunehmender Verdinnung zusammen
(Abb. 3, Mitte), bis sie verschmelzen (Abb. 3, Ver-
diinnung 1:32-1:64) und schlieRlich eine
schmale Prazipitationsbande bilden. Polyklonales
Immunglobulin verteilt sich hingegen auch bei zu-
nehmender Verdiinnung diffus tiber eine breite Zone
im Gammaglobulinbereich (Abb. 4). Auch IgM-
Paraproteine in hohen Konzentrationen prézipitie-
ren in der Immunelektrophorese haufig nur als sog.
Depotfleck (Abb. 5, oben). Der Vergleich mitder IFE
zeigt (Abb. 5, unten), daB sich dieses Paraprotein in
der IFE sofort einem monoklonalen IgM vom Typ
lambda zuordnen laRt.

Die Immunfixation eignet sich auch zur Identifizie-
rung von Paraproteinen in niedrigen Konzentratio-
nen, die mit der Immunelektrophorese nicht mehr
erfalt werden. Anschaulich ist dies aus Abb. 2 zu
ersehen, in der das Bence-Jones-Kappa- Protein nur
in der Immunfixation (anodisch gelegene, zarte
Bande mit Anti-Kappa Serum), nicht jedoch in der
immunelektrophorese abgebildet ist. Eine wichtige
Indikation fiir die Immunfixation stellt demnach die
Diagnostik von Bence-Jones-Proteinen dar. Sie
lassen sich im Urin viel eindeutiger von polyklonalen
Immunglobulinen und deren Spaltprodukten unter-
scheiden als in der Immunelektrophorese und sind
oft bereits im Serum zu erkennen.

Die untere Nachweisgrenze der |FE fir Paraproteine
liegt mit 20-50 pg/ml sehr viel tiefer als bei der IE.
Das in Abb. 3 dargestellte monoklonale IgG-kappa
(22 g/) lieR sich in der IFE bis zu einer Verdlinnung
von 1 : 1026 nachweisen, in der Immunelektropho-
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rese nur bis zu einer Verdliinnung bis 1 : 64; die ty-
pische Deformierung der Prézipitationslinie war in
der IE nur bis zu einer Verdinnungvon1:8-1:16
zu erkennen. Entsprechend wurden in unserem Pa-
tientengut mit der IFE 70 Paraproteine, mit der IE
hingegen nur 51 Paraproteine entdeckt (3).

Die technischen Vorteile der Immunfixation fallen
ebenso ins Gewicht: Die gesamte Zeitdauer bis zum
Vorliegen der Prézipitate betrdgt bei der IFE nur
3 Stunden (bei der IE 18 Stunden). Der Arbeitsgang
verlduft kontinuierlich; fir eine Analyse werden nur
20 pl Antiserum verbraucht, in der |[E dagegen 50 pl.
Die |FE erfordert keinen gréReren technischen Auf-
wand als die IE. Im Routinebetrieb kann man sich
zunachst auf eine Screening-Untersuchung der Se-
rumproben mit trivalentem (a, v, p)-Antiserum und
Leichtketten (x. A)-Antiserum beschranken. Bei
Vorliegen einer Bande konnen dann zur ldentifizie-
rung des Paraproteins monospezifische Antiseren
eingesetzt werden.

in Ubereinstimmung mit anderen Autoren (2, 4, 8)
sind wir auf Grund der beschriebenen Vorteile der
IFE der Auffassung, daB8 die Immunfixation als dia-
gnostische Methode zum Paraproteinnachweis ge-
genliber der Immunelektrophorese eine entschei-
dende Verbesserung darstelit.
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