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Zusammenfassung:

Die Identifizierung von ANA-Spezifititen ist eine wertvolle Hilfe fiir Diagnose und Prognose rheumatischer
Erkrankungen. Wir haben AK gegen Sm, RNP, SSA (Ro) und SSB (La, Ha) in 109 Seren von Patienten mit
verschiedenen entziindlich-rheumatischen Erkrankungen mit der Doppel-immundiffusionsmethode nach
Ouchterlony nachgewiesen. Unsere Ergebnisse zeigten eine hohe klinische Relevanz und stimmten weitge-
hend mit den in der Literatur vorherrschenden Daten (berein. Die Doppel-Immundiffusionstechnik kann von
uns als hoch spezifisch, bei einfacher Durchfihrbarkeit, bei der Identifizierung von AK gegen Sm, RNP, SSA
und SSB Kklassifiziert werden.

Schlisselwérter:
Antinukledre Antikérper — Antikérper gegen Sm/RNP/SSA/SSB — Ouchterlony-Technik

Summary:

The identification of the specific ANA helps in the diagnosis, management and treatment of patients with
rheumatic diseases. We detected antibodies to Sm, RNP, SSA (Ro) and SSB (La, Ha) in 109 sera from
patients with several inflammatory rheumatic disorders using a standardized method of a gel double diffusion
precipitation test (Ouchterlony technique). Our results show a high clinical relevance and were comparable
with the preponderate data in literature. We may conclude, that the gel double diffusion assay has excellent

specificity and ease of performance for detecting antibodies to Sm, RNP, SSA and SSB.
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1. Einleitung

Zirkulierende Autoantikérper gegen extrahierbare nukle-
dre Antigene (ENA) wie Sm (= Smith), RNP (= Ribo-
nucleoprotein; nRNP, U1-RNP), SSA (= Sjégren-
Syndrom A; Ro) und SSB (= Sjégren-Syndrom B; La,
Ha) gelten als wertvolle, zusétzliche diagnostische und
prognostische Parameter fir Autoimmunerkrankungen
wie systemischen Lupus erythematosus (SLE), Sharp-
Syndrom (mixed connective tissue disease, MCTD),
Morbus Raynaud, chronische Polyarthritis (CP) und
Sj6égren-Syndrom (SS) (20).

Als Nachweismethoden stehen derzeit Immunoblotting,
Counter-Elektrophorese, Radioimmunassay, Festpha-
sen-ELISA, passive Hamagglutination und Immundiffu-
sion zur Verfligung (3).

Das unkomplizierteste Verfahren stellt die Doppel-Im-
mundiffusionsmethode nach Quchterlony dar (14). Wir
haben anhand eines gréReren Patientenkollektives ihre
klinische Wertigkeit gepriift.
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2. Patienten und Methoden

2.1 Patienten

109 Seren von Patienten einer medizinischen Abteilung
mit Schwerpunkt Rheumatologie, bei denen aufgrund
anamnestischer und aktueller Daten zirkulierende antizel-
luldre Antikorper vermutet werden konnten, wurden
bei — 20°C tiefgefroren gesammelt. im abteilungseigenen
rheumaserologischen Labor erfalgte anschlieend, unge-
achtet der Erkrankung, die Bestimmung von 1. Antinukle-
aren Antikérpern (ANA), 2. Antikorpern gegen dsDNA,
3. Antikorpern gegen Sm, RNP, SSA und SSB.

_ 2.2 Methoden

2.21 ANA-Nachweis

Die ANA-Bestimmung erfolgte durch indirekte Immun-
fluoreszenz auf kommerziellen HEp-2-Zellsubstrat mit
FITC-konjugiertem Anti-Human-igG/F(ab), vom Ka-
ninchen und Evans-blue-Phosphat-Pufferlésung. Die
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Serumverdiinnung erfolgte mit phosphatgepufferter iso-
toner Kochsalzlosung. Es wurden jeweils die Titerstufen
1:20, in geometrischer Verdiinnung bis 1:1280 ausge-
testet. Die letzte Titerstufe, die noch als positiv (wie Posi-
tiv-Kontrolle) bewertet werden konnte, wurde als Ergeb-
nis-betrachtet (2).

2.2.2 Nachweis von Anti-dsDNA-AK

Der Anti-dsDNA-AK-Nachweis erfolgte ebenfalls
immunfluoreszenzmikroskopisch mit Crithidia-luciliae-
Substrat, Anti-Human-lgG/F(ab), vom Kaninchen und
Evans-blue-Phosphat-Pufferiosung. Die Serumverdiin-
nung erfolgte mit PBS auf 1:20, bei deutlich homogenem
Aufledchten des Kinetoplasten (Mitochondrien), even-
tuell zusétzlichem Aufleuchten des Zellkernes, wurde die
Serumprobe als Anti-dsDNA-AK-haltig bewertet (16).

2.2.3 AK gegen Sm, RNP, SSA und SS8B

Die Identifizierung dieser ENA erfolgte nach den Angaben
des Herstellers (Sm/RNP and SSA/SSB ENA Test Kit®,
Fa. Kallestad Diagnostics), durch das gleichzeitige und
nebeneinander Diffundierenlassen von unverdiinntem
Patientenserum und der jeweiligen Positiv-Kontrolle ge-
gen einen polyvalenten Extrakt aus Kilberthymuszellen,
der u.a. die Antigene Sm, RNP, SSA und SSB enthilt
(10).

Der Test Kit ENA® enthélt Agarose-Gel-Platten mit je
einem zentralen (F6,5mm) und sechs peripheren
(5.0 mm) rosettenartig angeordneten Vertiefungen im
Abstand von 2,0 mm zueinander. Ferner lyophilisierten
Sm/RNP- und SSA/SSB-haltigen Kalberthymusextrakt
und vier Positiv-Kontrollen (Human-Seren) fiir Sm/RNP,
RNP, SSA/SSB und SSA. Durch das unterschiedliche
Auftragen von Patientenseren und Positiv-Kontrollseren
in den peripheren Gelvertiefungen ist sowohl Screening
als auch Identifizierung méglich. . -

Der Immundiffusionsvorgang ist nach 48 Std. abge-
schlossen. Das Ablesen erfolgt im Durchlicht.

Ein Serum enthalt nur dann ein bestimmtes ENA, wenn
seine Prézipitationslinie gegen den Kalberthymusextrakt
im Zentrum der Gelplatte an den Berihrungspunkten mit
der Prazipitationslinie des entsprechenden Positiv-Kon-
trollserums gegen denselben Kalberthymusextrakt vollige
Konkordanz zeigt. o :

2.2.4 Auswertung

Nach AbschiuB der Laborarbeiten erfolgte die Zuordnung
der gefundenen antizelluldren Antikorper zu den zum
Zeitpunkt der Serumgewinnung aktuellen Krankheitsbil-
dern. Bei Erkrankungen aus dem Formenkreis des ent-
ziindlichen Rheumatismus wurden die Empfehlungen der
~American Rheumatism Association” (ARA) weitge-
hendst beriicksichtigt (1. 5, 6, 8, 17,19).

Zur Ortung mdglicher, unspezifischer Kreuzreaktionen
sind 7 Seren von Patienten mit chronischen Lebererkran-
kungen und 5 Seren von Patienten mit verschiedenen
Paraproteindmien mitgetestet worden. Die Ergebnisse
wurden prozentual mit den in der Literatur angegebenen
Daten verglichen (4, 7,9, 1113, 15, 18).

3. Ergebnisse

Es fanden sich folgende, den Seren zuordenbare Krank-
heitsbilder: 26mal ein SLE (>4 ARA-Kriterien), 8mal
ein SLE (<4 ARA-Kriterien), 7mal ein D-Penicillamin-
induziertes Lupus-Syndrom, 8mal ein Sharp-Syndrom,
2mal eine progressive System-Sklerose (PSS), 4mal ein
CREST-Syndrom (Calcinosis cutis, M. Raynaud, 6so-
phageale Dysfunktion, Skierodaktylie, Telangiektasien),
4mal ein (solitdrer) M. Raynaud, 2mal eine eosinophile
Fasziitis (Shulman-Syndrom), 30mal eine (lupoide) CP
und 7mal eine CP mit sekundédrem SS.

Die tabellarische Zuordnung von ANA-Titer, AK gegen
dsDNA, Sm, RNP, SSA, SSB zu den Krankheitsbildern
findet sich in Tab.1. In 5,5% der Seren wurden AK gegen
Sm, in 32,1% AK gegen RNP, in 22,0% AK gegen SSA und
in 10,1% AK gegen SSB mit dieser Methode eindeutig
identifiziert.

In den Seren fanden sich folgende ENA-Verteilungs-
muster:

SLE (> 4): 4mal AK gegen Sm + RNP + SSA + SSB,
2mal Sm + RNP + SSA, 2mal RNP + SSA, 2mal SSA
+ SSB, 1Tmal SSA, 6mal RNP.

SLE (< 4): 2mal RNP + SSA + SSB, 2mal RNP, 1mal
SSA.

DPA-induz. LE: 2mal RNP + SSA + SSB, 1mal RNP +
SSA, Tmal RNP, 1mal SSA.

Tab. 1: Zuordnung der gefundenen ANA und AK gegen dsDNA, Sm, RNP, SSA und SSB zu den aktuellen Krankheitsbildern

n ANA-Titer

AK gegen

<40 80/160

320/640 >1280 dsDNA~ Sm RNP SSA SSB

N

SLE (= 4 ARA-Kriterien)
SLE (< 4 ARA-Kriterien)
DPA-induz. Lupus-Syndrom
Sharp-Syndrom (MCTD) -
Prog. System-Sklerose
CREST/CRST-Syndrom

M. Raynaud

Eosinophile Fasziitis
Chronische Polyarthritis

C. P. mit Sjoégren-Syndrom
Primére bilidre Cirrhose
Posthepatitische Cirrhose
Alkohol. Lebercirrhose
1gG-Paraproteinamie
IgA-Paraproteindmie
IgM-Paraproteinamie
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Sharp-Syndrom: 1mal RNP + SSA, 7mal RNP: hohe
ANA-Titer (max. 1:10240).

CREST-Syndrom: 1mal RNP.
M. Raynaud: 2mal RNP.

CP: 1mal RNP + SSA, Tmal RNP.
CP mit sekundédrem SS: 1mal SSA + SSB, 2mal SSA.
Posthepatitische Lebercirrhose: 1mal SSA.

AK gegen Sm zeigten eine hohe (100%ige) Spezifitat zum
SLE mit Aktivitatszeichen, die Gber diejenige der dsDNA-
AK deutlich hinausgeht. Die diagnostische Sensitivitat fiir
SLE insgesamt lag jedoch nur bei 18,2%. Anti-RNP-AK
und AK gegen SSA waren bei mehreren entziindlich-
rheumatischen Erkrankungen anzutreffen.

AK gegen SSB zeigten eine gewisse Spezifitat (bei nie-
derer Sensitivitat) zum Formenkreis SLE/SS.

Bei PSS, eosinophiler Fasziitis, primarer biliarer Cirrhose,
alkoholischer Lebercirrhose und den Paraproteinamien
konnten AK gegen dsDNA, Sm, RNP, SSA oder SSB mit
dieser Methode nicht nachgewiesen werden.

4. Diskussion

Unsere Ergebnisse sind mit den in der Literatur vorherr-
schenden Daten fiir die entsprechenden Krankheitsbilder
(4,7,9,11—-13, 15, 18) gut in Einklang zu bringen. Die
Differenzen sind nicht signifikant. Der SLE (und auch das
DPA-induz. Lupus-Syndrom), als Prototyp einer genera-
lisierten, nicht organspezifischen Autoimmunerkrankung
zeigte ein vielfaltiges (,,buntes”) Autoantikorper-Spek-
trum.

Beim Sharp-Syndrom fanden sich als Charakterlstlkum
hochtitrig positive AK gegen RNP.

In einigen Seren von Patienten mit CP und M. Raynaud
zeigten sich AK gegen RNP und SSA, die vermuten las-
sen, daB hier eine ,Weiterentwicklung’ des Krankheitsbil-
des in Richtung SLE, MCTD, CREST-Syndrom, SS, bzw.
ein maligner Verlauf bevorsteht (7, 8, 11).

Beim sekundaren SS fanden sich bei einem Teil der
Patienten die typischen AK gegen SSA und SSB.

In 12 Seren von Patienten mit chronischen Lebererkran-
kungen und Paraproteinamien zeigten sich nur 1Tmal AK
gegen SSA.

Die ldentifizierung von zirkulierenden Autoaniikérp‘em
gegen Sm, RNP, SSA und SSB durch Doppel-Immundif-

fusion kann somit von uns als Methode mit hoher klini-,

scher Wertigkeit klassifiziert werden.
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