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Zusammenfassung:

Eine Methode zum Nachweis von Immunkomplexen wird beschrieben, bei der C1, das an einer
polymeren Oberflache fixiert ist, mit Patientenserum inkubiert wird, wobei die gebundenen Immun-
komplexe durch fluoreszenzmarkierte Antikérper fluorometrisch nachgewiesen werden. Diese
Methode erlaubt eine grol8e Anzahl/ von Seren innerhalb einiger Stunden auf Immunkomplexe zu
testen und ist gut reproduzierbar. Untersucht wurden vor allem Seren von Patienten mit systemi-
schem Lupus erythematodes und primaér-bilidrer Zirrhose, in denen das Vorkommen von Immun-
komplexen in hoher Konzentration bekannt ist, sowie Seren von Patienten mit akuter und chroni-

scher Hepatitis.

Schlisselworter:

Zirkulierende Immunkomplexe — fluorometrischer Immunoassay (FIAX)

Summary:

A method will be described for the detection of immune complexes incubating Ciq, fixed to a
polymere surface with patients sera followed by the fluorometric identification of the fixed immune
complexes by fluorescein-conjugated antibodies. This method allows to test a great number of sera
within a few hours and is well reproducible. Sera of patients with systemic lupus erythematosus and
primary biliary cirrhosis known for their high concentration of inmune complexes were investigated

as well as sera of patients with acute and chronic hepatitis.
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Der Nachweis von Immunkomplexen stitzt sich auf
verschiedene Methoden wie die Raji-Zell-Technik,
den Conglutinin-Assay sowie eine Reihe von
C,a-Methoden. Diese Untersuchungen sind zeitlich

. sehr aufwendig und routineméRig nur schwer
durchfihrbar (1, 2, 3, 4, 5, 6).

Klinisch kommt jedoch dem Nachweis von iImmun-
komplexen vor allem bei Patienten mit Kollagener-
krankungen erhebliche Bedeutung zu. Obwohl die
pathogenetische Bedeutung der Immunkomplexe
bei diesen Erkrankungen nicht eindeutig geklart ist,
scheinen sie doch eine gestorte Immunregulation
widerzuspiegeln oder kdnnen Ausdruck einer ver-

minderten Funktionsfahigkeit des retikuloendothe-
lialen Systems sein.

Im folgenden wird eine Methode beschrieben, die
relativ einfach und mit geringem Zeitaufwand zuver-
lassig den Nachweis von Immunkomplexen erlaubt.
Die Untersuchungen wurden an Seren von Patien-
ten mit systemischem Lupus erythematodes und
verschiedenen Lebererkrankungen durchgeﬁjhrt.

Methode und Patienten

Die Messungen wurden mit dem FIAX-Fluorometer
(IDT-Europe) durchgefiihrt. Als Probentréger dien-
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ten zweiseitige mit Celluloseacetat beschichtete
Stigs. Die Pipettierungen wurden mit Kolbenpipet-
ten ausgefihrt.

Fur den Nachweis der Immunkomplexe und die Be-
schichtung der Stigs wurde Ciq verwandt, das uns
von den Behringwerken Marburg zur Verfiigung ge-
stelit wurde. Das Reagenz wurde bei —70° C aufbe-
wahrt. Immunelektrophoretisch enthielt es noch
Spuren von IgG. Fiir den Nachweis der Immunkom-
. plexe wurden ferner FITC-markierte affinitdtschro-
matographisch gereinigte anti-lgG Antikorper vom
Kaninchen (F[ab],-Fragmente) (Medac, Hamburg)
verwendet.

Zur Standardisierung der Methode wurde aggre-
giertes humanes IgG (AHG) nach den WHO-
Empfehlungen (7) prapariert.

Getestet wurden Seren von 45 Patienten mit syste-
mischem Lupus erythematodes, 17 mit akuter
Virus-B-Hepatitis, 19 mit HBsag-positiver chronisch
aggressiver Hepatitis, 16 mit HBsaq-negativer chro-
nisch aggressiver Hepatitis und von 83 Patienten
mit primar-bilidrer Zirrhose. Als Kontrollen dienten
Seren von 24 Blutspendern.

Die Seren stammten entweder von Patienten aus der
Medizinischen Klinik in Tibingen oder von Patien-
ten von auswartigen Krankenhausern, die uns zur
serologischen Untersuchung zugeschickt worden
waren. In allen Fallen lagen uns die klinischen und
biochemischen bzw. morphologischen Ergebnisse
vor. Die Diagnose der primar-biliaren Zirrhose
stitzte sich auf histologische Ergebnisse sowie den
Nachweis von antimitochondrialen Antikorpern in
der Immunfiuoreszenz oder in der Komplementbin-
dungsreaktion (8).

Die Durchfihrung des Nachweises von Immun-
komplexen im FIAX-System richtete sich nach den
von der Firma IDT herausgegebenen Angaben zum
Nachweis von anti-DNS-Antikorpern.

Die Stigs wurden auf einer Seite mit 1 pg Ciq be-
schichtet und anschlieRend in Veronalpuffer, dem
1% Rinderalbumin zugesetzt worden war, gewa-
schen. Die Stigs wurden mit Patientenserum in einer
Verdiinnung von 1:35 fiir 30 Minuten inkubiert (20
ul Serum und 680 ul EDTA-Puffer und 0,4% Triton X
100). Die Stigs wurden erneut mit dem EDTA-Triton
X 100-Puffer fir 10 Minuten gewaschen und an-
schlieRend fur 30 Minuten mit dem konjugierten
Anti-lgG-Antikorper inkubiert. Der Antikorper
wurde in einer 1:50-Verdinnung zugesetzt (15 pl
der F[ab],-anti-1gG-Losung und 735 pl Phosphat-
puffer, der 1% Rinderalbumin und 0,4% Triton X 100
enthielt). Dieser Komplex wurde erneut fiir 10 Mi-
nuten in Phosphatpuffer gewaschen. Im.Anschluf®
daran erfolgte die fluorometrische Messung der ge-
bundenen konjugierten F(ab),-Fragmente im FIAX.

Aus der Differenz der Fluoreszenzsignale (FSU)
zwischen der C14-beschichteten Vorderseite und der
unbeschichteten Riickseite wurde die Konzentra-
tion der zirkulierenden Immunkomplexe im Serum
bestimmt.

Ergebnisse

Bei der Bestimmung der Bindung von Immunkom-
plexen an C1q erwiessich die Beschichtung der Stigs
mit 1 pl C1q als optimale Menge fiir deren Nachweis.
Bei geringeren Konzentrationen lieRen sich keine
eindeutigen Signale registrieren, bei groBeren Men-
gen nahmen die unspezifischen Reaktionen dage-

Abb. 1:

Standardkurve fiir aggregiertes 19G. Auf der Ab-
szisse ist die Menge des AHGs aufgetragen, die zu
25 ul Normalserums zugegeben wurde. Die Ordi-
nate gibt die gemessenen Fluoreszenzsignaleinhei-
ten (FSU) an.
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gen zu. Es ist anzunehmen, daB dafir die in der
Ciq-Praparation enthaltenen 1gG-Verunreinigungen
verantwortlich waren.

Aggregiertes humanes 1gG (AHG) wurde als Aqui-
valent fur den Nachweis von zirkulierenden Immun-
komplexen im Patientenserum verwandt. Dem AHG
wurde frisches Normalserum als Komplementquelle
zugesetzt.

In Abb. 1 ist die Standardkurve fir AHG aufgezeigt.
Es fand sich eine nahezu lineare Beziehung zwi-
schen den verschiedenen Konzentrationen an AHG
und den im FIAX-Fluorometer gemessenen Fluores-
zenzsignalen. Die Bestimmung erfolgte jeweils un-
ter Zusatz einer konstanten Menge Normalserums
(25 pl). Wie aus der Abbildung hervorgeht, lag die
Nachweisgrenze von AHG mit dieser Methode unter
1 pg, obwohl in dem zugesetzten Normalserum etwa
250 nug IgG gleichzeitig zur potentiellen Bindung zur
Verfigung stand. Um stérende Hintergrundfluores-

Abb. 2:

Nachweis von zirkulierenden Immunkomplexen in
Seren von Patienten mit systematischem Lupus ery-
thematodes und verschiedenen Formen von Leber-
erkrankungen.
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zenzen auszuschalten, war es wichtig, affinitats-
chromatographisch gereinigte Antik6rper zu ver-
wenden, und zwar nur deren F(ab),-Fragmente, da-
mit eine direkte Bindung der Antikorper an das Ci,
ausgeschlossen werden konnte. Ferner war die Ver-
wendung von Triton X 100 eine wichtige Vorausset-
zung zur Durchfithrung dieses Testes, da dadurch
eine direkte Diffusion von Immunglobulinen aus
den Seren an die Oberflache der Stigs verhindert
werden konnte. So konnte ohne die Verwendung
von Triton X 100 vielfach kein eindeutiger Unter-
schied zwischen den Ci4-beschichteten und unbe-
schichteten Seiten der Stiqs bei der Testung der
Seren beobachtet werden.

Die klinische Relevanz dieses Testsystems ist in
Abb. 2 aufgezeigt. Getestet wurden Seren von Pa-
tienten mit systemischem Lupus erythematodes und
mit verschiedenen Lebererkrankungert. Die hoch-
sten Konzentrationen an Immunkomplexen konnten
beim LE und bei der primar-biliaren Zirrhose beob-
achtet werden. Patienten mit akuter Virushepatitis,
meist getestet im spateren Stadium der Erkrankung,
waren unauffallig, und HBs Ag-negativen chronisch
aggressiven Hepatitiden hatten haufiger immun-
komplexe als die HBs Ag-positiven. Als positiv wur-
den Signale bewertet, die auRerhalb des 90% Ver-
trauensbereichs der Kontrolle lagen.

Diskussion v

Dem FIAX-System liegt die Kombination der Im-
munfluoreszenztechnik und der Adsorption von
Proteinen an polymeren Oberflachen zugrunde. Da-
bei erlaubt die fluorometrische Bestimmung der an
den Immunkomplex gebundenen fluoreszenzkonju-
gierten Antikdrper eine quantitative Aussage Uber
die Héhe der Konzentration der zirkulierenden Im-
munkomplexe.

Wie aus den Untersuchungen hervorgeht, hangt die
Sensibilitat dieser Methode wesentlich vom Rein-
heitsgrad von Ci4 ab. Mit der von den Behringwer-
ken zur Verfiigung gestellten Prdparation erwies
sich eine Proteinmenge von 1 ug als am glinstigsten
fur die Bestimmung der immunkomplexe.

Unspezifische Bindungen konnen aber auch durch
die Adsorption normaler Immunglobuline an die po-
lymere Oberflache der Stigs hervorgerufen werden.
Der Zusatz von 0,4% Triton X 100 zu der Pufferlo-
sung verhindert diese unspezifische Proteinbin-
dung. .

Die FIAX-Methode entspricht mit der Nachweis-
grenze von 1 pg AHG der Sensibilitat radigimmuno-
logischer Methoden. Gegeniiber dem Raiji-Zeli-Test
hat die FIAX-Methode den Vorteil, daR® antilympho-
zytire Antikérper,. die haufig in Seren von Patienten
mit autoimmunen Erkrankungen nachzuweisen
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ind, nicht mit dem Nachweis der Immunkomplexe
nterferieren, z. B. durch die Bindung dieser Antikor-
ser an Raji-Zellen. Allerdings werden mit dieser Me-
hode nur Immunkomplexe nachgewiesen, die den
lassischen Komplementweg aktivieren, nicht je-

joch den alternativen Komplementweg. Ferner bin--

len sich bei diesem Solid-phase-Test vorwiegend
jroRere Immunkomplexe.

Jie Anwendung dieses Testsystems an Patienten-
collektiven, bei denen das haufige Vorkommen von
mmunkomplexen bereits beschrieben ist, zeigt eine
jute Ubereinstimmung mit den in der Literatur an-
jegebenen Daten (9, 10). Wahrend der Nachweis
der Immunkomplexe beim systemischen Lupus ery-
hematodes von der Aktivitat des Krankheitsbildes
abhangt, kommen bei der priméar-bilidren Zirrhose,
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unabhiangig vom jeweiligen Stadium der Erkran-
kung, in einem sehr hohen Prozentsatz Immunkom-
plexe vor. Die eindeutigen Unterschiede zwischen
dem Nachweis der Immunkomplexe bei der akuten
und der chronischen Hepatitis legen nahe, daR zir-
kulierenden Immunkomplexen bei der chronischen
Hepatitis eine pathogenetische Rolle zukommt.

Nach unseren Erfahrungen stellt die FIAX-Methode
eine neue Moglichkeit dar, um zuverlassig und
schnell eine groRe Anzahl von Seren auf Immun-
komplexe zu testen. Darliber hinaus wird der Kon-
takt mit radioaktivem Material vermieden und die
Standardisierung von FITC-konjugierten Antikor-
pern ist leichter méglich als bei radioaktiv markierten
Antikorpern.
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