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Zusammenfassung:

Es wird dber die ersten Erfahrungen mit einem kommerziell erhiltlichen Festphasen-Immunassay berichtet,
der zum Nachweis von erythrozytaren 1gG-Antikérpern oder zur Bestimmung von Membranantigenen an
Erythrozyten mit Hilfe von IgG-Antikérpern verwendbar ist. Dieser Test weist im Vergleich zu den Standard-
hémagglutinationsmethoden zahlreiche Vorteile auf.

Schldusselworter:
Festphasen-Immunassay — erythrozytére Antikorper — Erythrozytenantigene
Summary:

The first results obtained by using a commercially available solid phase immuno-assay are presented. This
test can be used in order to detect IgG antibodies directed against erythrocyte antigens or in order to define
the surface antigens of red blood cells with known antisera. Compared with the standard hemagglutination

methods, the solid phase immuno-assay has several significant advantages.
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Einleitung

Festphasen-lmmunassays setzen sich in der letzten Zeit
wegen ihrer Einfachheit, ihrer Empfindlichkeit und des
geringen Zeitaufwands, der fir den Test bendtigt wird,
immer mehr durch.

Ein derartiges System (2, 3), das zur Anwendung mit
erythrozytaren 1gG-AntikGrpern geeignet ist, wurde von
Immucor entwickelt und ist unter dem Namen Capture-
R® kommerziell erhaltlich. Das Prinzip des Tests ist wie
folgt: in einem ersten Schritt werden Erythrozyten Uber
chemische Bindungen als Monolayer auf den Boden einer
Mikrotiterplatte mit U-formigen Kavitaten fixiert, danach
werden Sera mit einer LISS-L6sung zugesetzt, 15 min bei
37°C inkubiert und nach mehrmaligem Waschen wird die
eventuell erfolgte Fixierung von IgG-Antikorpern an die
Erythrozyten mit Indikatorerythrozyten, an deren Oberfla-
che Anti-lgG gebunden ist, nachgewiesen. Bei einem
positiven Resultat sind die Indikatorzellen gleichmaRig
und rasenformig am Boden der Kavitidten ausgebreitet,
wahrend bei einem negativen Resultat ein deutlich er-
kennbares Erythrozytenaggregat in der Mitte des Napf-
chens liegt.

Die folgenden Untersuchungen wurden zur Analyse der
Qualitdt des Festphasen-Immunassays durchgefiihrt.

Material und Methoden

Capture-R®

Verwendung nach Angaben des Herstellers (Immunocor,
Norcross, USA).

Erythrozytenproben

Rote Blutkérperchen wurden von gesunden Blutspen-
dern und von Probanden, die bei Paternitatsfillen invol-
viert waren, entnommen. Bei allen Individuen wurden die
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Phéanotypen mit den Ublichen Standardhdamagglutina-
tionstechniken bestimmt.

Erythrozytare Antikorper

Testsera verschiedener Hersteller und Patientensera mit
IgG-Antikorpern.

Ergebnisse

Reproduzierbarkeit

12 Blutproben wurden an 2 konsekutiven Tagen mit 12
entsprechend verdiinnten Testsera mit 1gG-Antikorpern
(Anti-D, -C, -c, -E, -e, -C%, -K, -Fy?, -Fy®, -Jk?, -JkP
und -Lu?) im Festphasen-lmmunassay ausgewertet. Da-
bei waren keine diskordanten Resultate zu beobachten.

Empfindlichkeit

Die Titer von 26 Testsera mit IgG-Antikorpern wurden im
Festphasen-Immunassay und in den Standardmethoden
(Agglutination im Albuminmilieu oder indirekter Antihu-
manglobulintest, je nach Spezifitdt des Antikorpers, nach
Angaben der Hersteller der Testsera) mit Hilfe geometri-
scher Verdliinnungsreihen bestimmt. Zweimal waren die
Standardmethoden um je eine Titerstufe empfindlicher,
einmal waren beide Techniken dquivalent, in den rest-
lichen 23 Untersuchungen wies der Festphasen-Immun-
assay eine deutlich hohere Empfindlichkeit auf (im
Durchschnitt um 2 Titerstufen).

Auswertung von erythrozytdren Erbmerkmalen

Insgesamt wurden 1338 Tests zum Nachweis erythrozy-
tarer Erbmerkmale im Festphasen-immunassay und par-
allel dazu in den Standardmethoden durchgefiihrt. Fir
den Festphasen-lmmunassay wurden die Sera in Abhan-
gigkeit von ihrem Titer in dieser Technik vorverdinnt



y

Tab. 1: Vergleichender Antigennachweis mittels Festphasen-Im-
munassay und Standardhdmagglutination

Antikérper- Antikérper- ++' FPhl vs. StHA n
Spezifitit Verdiinnung +-2  —43 -4
(FPhI)

. Anti-D 1:20 54 0 0 30 84
Anti-C 1:20 44 0 0 40 84
Anti-c 1:15 61 0 0 23 84
Anti-E 1:20 20 0 0 64 84
Anti-e 1:10 76 0 0 8 84
Anti-C%¥ 1:15 7 0 0 65 72
Anti-M 1:4 34 0 0 6 40
Anti-N 1:4 26 0 0 14 40
Anti-S 1:4 52 0 0 30 82
Anti-s 1:4 66 0 0 14 80
Anti-K 1:4 14 0 0 70 84
Anti-Fy® 1:4 57 0 0 23 80
Anti-Fy® 1:4 52 0 0 28 80
Anti-Jk? 1:4 59 0 0 21 80
Anti-Jk® 1:4 57 0 0 23 80
Anti-Lu? 1:2 9 0 0 75 84
Anti-Lu® 1:2 71 0 0 1 72
Anti-Co® 1:2 4 0 0 40 44
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FPhl = Festphasen-Immunassay

StHA = Standardhamagglutinationsmethode
' = {ibereinstimmend positiv

2 und 3 = divergierend

4 = {ibereinstimmend negativ

(siehe Tab.1), in der Standardhamagglutination kamen
sie unverdiinnt zur Anwendung. Die beim Vergleich der
Techniken erhaltenen Resultate sind in Tab.1 angegeben.
Wie ersichtlich, liegt kelne Diskrepanz zwischen beiden
Methoden vor.

Interessant ist dabei, daR® 2 in Mausen produzierte mono-
klonale Antikorper, ein Anti-M und ein Anti-N, auch im
Festphasen-lmmunassay reagierten, da das Anti-IgG an

den Indikatorzellen anscheinend mit den Mauseantikor- -

pern kreuzreagiert (eine Reaktion der monoklonalen Anti-
korper mit M- bzw. N-Antigenen der Indikatorerythrozy-
ten konnte durch den Einsatz von unbeladenen roten
Blutkorperchen ausgeschlossen werden).

DY konnte im Festphasen-immunassay problemlos an
Hand der schwacheren Reaktion mit Anti-D-Sera identi-
fiziert werden. Humane Antikorper der Klasse IgM rea-
gierten im Festphasen-Immunassay nicht (Anti-Le?, -Le®
und -P,). '

Nachweis erythrozytérer Antikérper in Patientensera

19 ausgewihlte Patientensera mit IgG-Antikérpern ge-
gen erythrozytare Merkmale wurden in beiden Methoden

analysiert. Die Spezifititen der Antikorper waren: Anti- °

D, -C+D (2 Sera), -D+E, -D+K, -D+S, -D+Fy?,
-D+Jk?, -c+E, -c+K, -c+Fy?, -E (2 Sera), -K (3 Sera),
-S, -M und -Le?. Auch hier traten keine Diskrepanzen der
Befunde auf, im Festphasen-lmmunassay waren aller-
dings wegen der héheren Empfindlichkeit deutlichere
und leichter interpretierbare Resultate zu beobachten.

Diskussion
Der Festphasen-immunassay Capture-R® hat sich in den

durchgefithrten Auswertungen im Vergleich zu den Stan-
dardmethoden bewiéhrt. Die Methode ist reproduzierbar,

rasch durchfiihrbar (Gesamtdauer des Tests mit 96 Reak-
tionen ca. 40 min, eine eingearbeitete Kraft kann in 8 Std.
problemlos mehr als 7000 Reaktionen ansetzen und able-
sen), weist eine hohere Empfindlichkeit als die Standard-
methoden auf und benétigt sehr geringe Mengen an Re-
agenzien (50 pl einer 0,3% Erythrozytensuspension zum
Herstellen des Monolayers, 50 pl zumeist verdiinntes
Testserum).

Weitere Vorteile des Festphasen-lmmunassays sind in
den Tatsachen zu sehen, daR die Ablesung der Reaktionen
wesentlich einfacher ist als bei der Hdamagglutination (bei
letzterer Methode werden schwache Reaktionen von
unerfahrenen Untersuchern oft falsch interpretiert) und
daB die Mikrotiterplatten nach dem Ende des Tests min-
destens 48 Std. fiir Kontrollablesungen aufbewahrt wer-
den kénnen.

Die Anwendungsgebiete fiir den Festphasen-Immunas-
say in der Blutgruppenserologie sind: Bestimmung der
erythrozytaren Phanotypen mit bekannten Testsera und
Nachweis von erythrozytaren IgG-Antikorpern in Patien-
tensera. Bei der Bestimmung der erythrozytaren Phanoty-
pen konnen fir fast alle Merkmale IgG-Antikorper, die im
Festphasen-Immunassay reagieren, ausgewahlt werden.
Probleme in dieser Beziehung diirften bei Le?, Le® und P,
vorliegen, doch diirften auch fir diese Spezifitaten IgG-
Antikorper (oder eventuell monoklonale IgG-Antikérper
von der Maus, die mit dem Anti-lgG der Indikatorzellen
kreuzreagieren) zu finden sein. Beziiglich des Antikorper-
suchtests ist die Situation schwieriger, da der Festpha-
sen-Immunassay nur in der Lage ist, 1gG-Antikorper
nachzuweisen. Obwohl mit dieser Methode sicherlich ein
Uberwiegender Teil der klinisch relevanten erythrozytaren
Antikorper aufgedeckt werden kann, besteht die Mog-
lichkeit, daB® bei alleiniger Verwendung des Festphasen-
Immunassays mit Anti-1gG-Indikatorzellen komplement-
bindenden Antikorper, die unter Umstanden zu hamolyti-
schen Reaktionen fiihren (1), nicht auffindbar sind. Eine
Maéglichkeit zur Vermeidung dieses Problems ware die
Koppelung von Anti-C3c und eventuell Anti-C3d an die
Anti-1gG tragenden Indikatorzellen.

Eigene vorldufige Versuche deuten darauf hin, daR mit
Erythrozytenmonolayer beschichtete Mikrotiterplatten
langere Zeit bei 4°C aufbewahrt werden konnen, wodurch
es moglich sein durfte, stets ein Erythrozytenpanel zur
Differenzierung von Antikorpern zur Verfigung zu haben.
Ebenso kénnen auf diese Weise Erythrozyten mit seltenen
Merkmalen fir Testzwecke gelagert werden.

Weiter ist es, wie bei allen Mikrotitermethoden, leicht
moglich, eine Semiautomation des Festphasen-Immun-
assays einzufiihren, so daR einer rationellen Durchfih-
rung des Tests nichts im Wege steht.
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