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Verbesserte Diagnostik monoklonaler Immunproteine
mit Hilfe der Immunfixations-Elektrophorese
Improved Detection of Monoclonal Immunoproteins with Immunofixation Electrophoresis

Sigrid Hanf, W. Herrmann, Heidi Thomas

Zusammenfassung:
In vergleichenden Untersuchungen wird die diagnostische Wertigkeit der Immunfixations-Elektrophorese
(IFE) zur Immunelektrophorese (IE) bezüglich der Erfassung monoklonaler Immunopathien dargelegt Bei in
der Proteinelektrophorese nachweisbaren M-Gradienten in 15 Fällen ließ sich durch die IFE in 100% gegen-
über nur 80% (12 Probanden) bei der IE eine monoklonale Gammopathie nachweisen. Die in der IE nicht dia-
gnostizierten monoklonalen Gammopathien gehörten zur IgG-Klasse. Übereinstimmende Befunde zwischen
IFE und IE bestanden nur bei etwa der Hälfte der Fälle. Hervorzuheben ist auch die hohe Sensitivität der IFE
beim Nachweis freier Leichtketten, der mittels IE erst bei relativ hoher Konzentration möglich wird. Des weite-
ren zeigt sich die IFE in der Diagnostik von Mehrfachgammopathien der IE überlegen. Dieser Befund ist von
klinischer Relevanz, da Mehrfachgammopathien nur bei malignen Erkrankungen nachweisbar sind.
Daneben verringerte sich bei der IFE der Antiserumverbrauch um 70 % verbunden mit beträchtlicher Zeiter-
sparnis bei der Durchführung.
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Summary:
In comparing investigations the diagnostic value, of immunofixation electrophoresis and immunoelectropho-
resis is considered with regard to recognition of monoclonal immunopathies. In 15 patients with visuable M-
gradient in protein electrophoresis a monoclonal gammopathy was detectable by immunofixation electropho-
resis in 100 % and by immunoelectrophoresis in 80 % of the patients. The monoclonal immunoproteins that
were not diagnosed by immunoelectrophoresis belonged to the class of IgG. Corresponding findings betj

ween immunofixation electrophoresis and immunoelectrophoresis were verified only in half of the patients)
The high sensitivity of the method of immunofixatioh electrophoresis for the evidence of free light chains is
to stress because by immunoelectrophoresis this is only possible in higher concentrations. Furthermore in
case of the diagnose of multiple monoclonal gammopathies the immunofixation electrophoresis is more sen-
sitive than the immunoelectrophoresis. This finding is of clinical relevance because multiple monoclonal
gammopathies are detectable in malign diseases only.
Beside the antiserum consumption reduces by using of immunofixation electrophoresis by 70 % linked with
an important time spare.
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Einleitung
Die Laboratoriumsdiagnostik der monoklonalen Gammo-
pathien erfolgt in verschiedenen Differenzierungsstufen.
Basisuntersuchung ist dabei die Eiweißelektrophorese
von Serum und/oder Urin auf Celluloseacetatfolie zum
Nachweis eines Extra- bzw. M-Gradienten. Die Klassifizie-
rung und Typisierung monoklonaler Immunproteine ist
seit über 30 Jahren die Domäne der Immunelektropho-
rese (IE), obwohl die Immunfixations-Elektrophorese "mit
ihren diagnostischen und methodischen Vorteilen in letz-
ter Zeit zunehmend publiziert wird (1-5).
Bei der Immunfixations-Elektrophorese werden die Pro-
teine nach elektrophoretischer Trennung mittels mono-
spezifischen polyklonalen Antiseren präzipitiert und
durch Anfärben sichtbar gemächt. Dabei haben wir die
von Baus et al. (1) gegebene Vorschrift modifiziert und
unseren Bedingungen angepaßt. In vergleichenden Un-
tersuchungen zur IE haben wir die. höhere diagnostische

Sensitivität auch mit unserer Technik belegen können.
Die überzeugenden Vorteile dieser Technik sind uns An-
laß, mit diesem Beitrag zur weiteren Verbreitung beizutra-
gen. An 15 Beispielen werden im folgenden die Ergeb-
nisse der IFE denen der IE vergleichend gegenüberge-
stellt.

Material und Methoden
Gelpuffer: 1,38 g Diethylbarbitursäure, 8,76 g Na-Diethyl-
barbital, 0,384 Calciumlactat mit Aqua dest. auf 1 l auffül-
len, pH 8,6.
Elektrodenpuffer: siehe Gelpuffer.
Verdünnungspuffer: 4 g Polyethylenglykol in 50 ml fri-
schem Gelpuffer lösen.
Antisera: Anti-Human-IgG, A, M (Ziege) Testserum· zur
Immunturbidimetrie (SIFIN Berlin, DDR); Anti-Human
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BJK, BJL (gebunden) für Immunelektrophorese (Kanin-
chen) (Sevac, CSFR); Anti-Human-lg/freie L-Kette, Typ
Kappa und Lambda (Kaninchen) (Behring, BRD).
Farblösung: 10 ml Eisessig, 45 ml Methanol, 45 ml Aqua
dest., 0,5 g Amidosqhwarz 10 B, 0,2 g Coomassie Bril-
lantblau.
Entfärbelösung: 10 ml Eisessig, 45 ml Methanol, 45 ml'
Aqua dest.
Gelzubereitung: 1,0 g Agarose (mit hoher Endosmose,
Serva) mit 0,1 l Gelpuffer unter ständigem Rühren kurz
aufkochen. Gereinigte Glasplatte (10 8 cm) auf einen
Nivelliertisch legen und mit 16 ml Gel gleichmäßig be-
schichten. Nach dem Erstarren des Gels Platte in einer
feuchten Kammer aufbewahren.
Serumverdünnung: siehe Tabelle 1.
Harn: Harn wird unverdünnt, als morgendlicher Spontan-
urin, aufgetragen.

Probenauftrag
In einem Abstand von 10 mm werden parallel zur unteren
Kante der Flaue Celluloseacetatstreifen auf das Gel ge-
legt, die überschüssige Feuchtigkeit von der Geloberflä-
che genommen und nach Entfernen der Folien eine Pro-
benmaske auf die Geloberfläche gelegt.
Auf der aus Klarsichtfolie bestehenden Maske befinden
sich 8 Schlitze der Größe 7 0,5 mm. Schmale und grat-
freie Auftragsstellen sind Voraussetzung für eine gute
Trennung. Die Maske wird so aufgelegt, daß sich die
Schlitze 30 mm vom unteren Rand entfernt befinden.
Eine angefertigte Papierschablone hilft beim Auflegen
der Maske sowie beim späteren Wiederfinden der Serum-
trennungen (Abb. 1). 5 der Serumverdünnungen wer-
den mit einer Mikroliterspritze auf die Schlitze gegeben.
Nach 5minütigem Eindringen wird der Probenüberschuß
mit Filterkarton aufgesaugt und die Schlitzmaske vorsich-
tig entfernt.
Für den Nachweis der IgG und IgA werden eine, für IgM
und die beiden Leichtkettentypen jeweils zwei verschie-
dene Serumverdünnungen eingesetzt. Ist aus den Ig-Kon-
zentrationen die Klasse des zu erwartenden monoklona-
len Immunproteins absehbar, kann diese mit zwei Serum-
verdünnungen nachgewiesen werden, beim IgM kommt
dann evtl. nur eine Verdünnung zum Einsatz.

Tab. 1: Serumverdünnungen
Nachzuweisende Ig-Werte im
monoklonale Referenzbereich
Immunproteine

ilgG 1:11(1:21)
f

\
\

IgA 1:6(1:11)

•gM 1:2 u. 1:6

Cappa-Typ 1:11 u. 1:21
Lambda-Typ 1:11 u. 1:21

Ig-Werte Ig-Werte
erhöht erniedrigt

über 25 g/l unter 9 g/l
1:21 u. 1:51 1:11u.1:6
über 50 g/l
1:51 u. 1:71
über 5 g/l unverdünnt
1:11(1:21)
über 20 g/l
1:21 u. 1:51
über 4 g/l unverdünnt
1:6u.1:11
1:21 u. 1:51 1 : 1 1 u. unverd.
1:21 u. 1:51 T: 11 u. unverd.

Abb. 1: Probenmaske

Elektrophorese
Die Elektrophorese erfolgt unter Wasserkühlung bei 250
V über 50-60 min bei einer Stromstärke von 30 mA pro
Platte. Zur Beurteilung der Trennstrecke wird einer Probe
ein Tropfen einer 1%igen Bromphenolblaulösung zuge-
geben.
Die Trennstrecke soll 4-5 cm vom Auftragsschlitz ent-
fernt betragen.

l mm u n fixation
Die Gelplatte wird so auf die Papierschablone gelegt, daß
die Auftragsschlitze der Platte mit denen der Schablone
übereinstimmen. Anschließend werden Celluloseacetat-
streifen der Größe 7 x 40 mm, die vorher mit dem ent-
sprechenden Antiserum getränkt wurden, entsprechend
der Schablone mit einer Pinzette auf die Geloberfläche
gelegt. Es ist darauf zu achten, daß zwischen Gel und Fo-
lie keine Luftbläschen eingeschlossen werden. Das Anti-
IgG wird 1 :1 mit Verdünnungspuffer gemischt, alle ande-
ren Antiseren werden unverdünnt verwendet. Die Gel-
platte wird 30 min bei 37 °C in einer feuchten Kammer in-
kubiert.

Färbung
Nach dem Entfernen der Folienstreifen wird die Platte für
4 Std. (besser 12 Std.) in NaCI (154 mmol/l) gelegt, an-
schließend mindestens 30 min in Aqua dest. gewaschen
und gepreßt. Die getrockneten Platten werden 10 min ge-
färbt.

Beurteilung des Serum-lmmunfixations-Elektrophero-
gramms
Polyklonal gebildete Immunglobuline ergeben diffuse, in-
homogene Präzipitate. Die monoklonale Immunprotein-
vermehrung zeigt sich als homogene, bandenförmige
Verdichtung innerhalb oder anodisch bzw. kathodisch der
polyklonalen Immunproteinpräzipitation.
Bei kompletten Immunglobulinen erscheinen in der Fixa-
tion in gleicher Höhe korrespondierende Banden mit ent-
sprechenden Schwerketten- und Leichtketten-Antisera.
Isolierte Leichtketten eines Typs (Bence-Jones-Protein)
zeigen keine Präzipitation mit Schwerketten-Antisera. Sie
reagieren mit Antikörpern gegen gebundene und freie
Leichtketten. Isolierte Schwerketten ergeben keine Präzi-
pitate mit L-Ketten-Antisera.
Bei Vorliegen eines Ag-Überschusses kommt es inner-
halb der Präzipitationszone zum Auftreten einer scharf
abgegrenzten, ungefärbten Zone (Auslöschphänomen),
die nach mehrfacher Verdünnung der Probe beseitigt
wird (Abb. 2a und b). Zeigt das Zonenphäriomen keine
Tendenz zur Auflösung, muß an eine biklonale Gammo-
pathie oder an das Vorliegen .von Immunproteinen in
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Tab. 2: Intitiale Daten bei 1B Patienten m/l fnonoklonaler Gammopathie
Patient

1,2.6.

2. F.K.

3. Sch.W.

4. St.J.

5. St.D.

6. K.W.

7. H.A.

8. R.E.

9. M.H.

10. H.M

11.W.H.

12. M.L

13. Sch.W.

14. Sch.E.

15. G.R.

Gesamteiweiß

g/i
80,4

70,5

60,5

82,8

73,0

117,0

70,5

100,8

77,5

73,0

69,0

73,1

110,0

93,5

71,0

Eiweißelektro-
phorese1

(rel, %)
55,4
3,4
9,6

10,5
21,1
63,9
2,8
9,1
9,5

14,7
39,7
6,2

16,9
11,9
25,3
53,6
6,7

10,4
11,9
17,4
59,1
3,2
8,2

13,6
15,9
38,8
3,8
7,3
6,7

43,4
51,3
4,4

13,3
11,4
8,4

11,2
64,4
3,0
9,5
7,5

15,6
54,6 -
3,8
9,0

13,1
19,5
59,1
5,0

10,8
97

15,4
58,9
3,4 '
8,5

10,9
18,3
55,2
3,0
8,1

10,1
23,6
19,9
3,4
4,9

71,8
33,4
5,5

14,3
,8,6

38,2
61,2
3,1
9,1

12,9
13,7

Immunglobuline2

9/1
23,2
0,8
1,3

15,1
1,6
1,3

21,8
1,6
0,7

22,3
1,1
0,7

16,0
1,8
1,3

86,2
0,4
0,3

22,2
0,7
0,9

18,3
3,8
1,2

21,3
8,5
0,6

6,0
0,3
0,3

13,2
1,1
0,7

18,2 . ,
1,9
1,1

3,0
63,0
0,4

42,3
0,3
0,3

';
9,2'
2,5

. 1,2

IFE
Monoklonales
Immunglobulin
(Klasse/Typ)
IgG Kappa

IgG Kappa

IgG Lambda

IgG Kappa

IgG Kappa

IgG Kappa

BJL

IgG Kappa

IgG Kappa
Ig A Kappa

IgG Kappa

BJL

IgG Kappa

'

IgG Kappa

IgA Kappa

IgG Kappa

IgG Kappa

IE
Mohoklonales
Immunglobulin
(Klasse/Typ)_

-

IgG Lambda

IgG Kappa

Kappa

IgG Kappa

Lambda

-

IgA Kappa

-

Lambda

Kappa

IgG Kappa

IgA Kappa

IgG Kappa

IgG Kappa

1 In der Reihenfolge: Albumin, «1-, a2-, ß~, -Globulin2 In der Reihenfolge: IgG, IgA, IgM
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mono-, di- bzw. polymerer Form gedacht werden. Das ist
der Fall, wenn monoklonale Banden in der klassen- und
typenspezifischen Präzipation nicht auf gleicher Höhe lie-
gen oder wenn monoklonale Banden in mehreren Klas-
sen oder beiden Typen Immunpräzipitate zeigen.

Ergebnisse
Die Laborbefunde der Probanden sind in Tab. 2 zusam-
mengefaßt. Tab. 3 zeigt eine Gegenüberstellung der Be-
funde mittels IFE und IE.
Bei den 15 Patientenseren, die einen M-Gradienten in der
Eiweißelektrophorese aufweisen, konnten mit der IFE in
allen Fällen (100%) und durch IE bei 12 Probanden (80%)
monoklonale Immunproteine nachgewiesen werden. Nur
8 Befunde (53%) sind mit beiden Methoden übereinstim-
mend.
Monoklonale Immunproteine, die immunelektrophore-
tisch nicht erkannt wurden, gehören ausschließlich der
IgG-Klasse an. Bei 4 Probanden konnte durch IE eine mo-
noklonale Produktion bei den leichten Ketten nachgewie-
sen werden, eine Klassenzuordnung war nicht möglich.
Die IFE ergab bei 2 Patienten eine Bildung von Bence-Jo-
nes-Proteinen, bei den anderen beiden gelang es, die
Leichtketten einer Immunglobulinklasse zuzuordnen.
Ein weiterer Proband zeigte mit der IFE-Technik neben ei-
nem monoklonalen IgG-Typ Kappa zusätzlich freie Leicht-
ketten Typ Lambda (Abb. 2 a). Immunelektrophoretisch
erfolgte nur der Nachweis der in hohen Konzentrationen
vorhandenen freien Leichtketten.
Die IFE ermöglichte des weiteren in dem hier beschriebe-
nen Probandengut die Diagnostik einer Doppelgammo-
pathie IgG-Typ Kappa, IgA-Typ Kappa (Abb. 3). Die IE er-
gab den Befund eines monoklonalen Immunglobulins
IgA-Typ Kappa.

Diskussion
Der sichere Nachweis isolierter Klone ist nur immunoche-
misch zu erbringen und war lange Zeit die Domäne der
Immunelektrophorese (IE).
Die Diagnose einer moloklonalen Gammopathie ist je-
doch in 10-30% der Fälle durch die IE nicht direkt mög-

6 6 OC -

-frtft. A

Abb. 2: Patient H. M. (Fall Nr. W)
a) monoklonale Gammopathie IgG Kappa mit Auslöschung (An-
tigen-Überschuß) beim Leichtkettentyp Lambda
b) Nachweiß freier Leichtketten Lambda bei höheren Serumver-
dünnungen

G G A A oc Je A. A
Abb. 3: Patient M. H. (Fall Nr. ). Doppelgammopathie IgG
Kappa, IgA Kappa

Tab. 3: Vergleich der Klassifizierung und Typisierung von monoklonalen Immunproteinen bei 15 Patienten durch Immunfixations-EIek-
trophorese (IFE) und Immunelektrophorese (IE) _"

IgG
r-Kette

IgA
-Kette

IgM
-Kette

IgL-Kette
Typ Kappa

IgL-Kette
Typ
Lambda

Ig freie
L-Kette
Typ Kappa

Ig freie
L-Kette
Typ Lambda

Bestimmung
durch IE
Bestimmung
durch IFE
Obereinstimmung
IE/IFE H-Kette
Übereinstimmung
IE/IFE L-Kette
Klassifizierung

-Kette nicht
möglich durch IE
Typisierung
L-Kette nicht
möglich durch IE

13

9

14
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lieh (3). Diese Schwierigkeit tritt häufig dann auf, wenn
die monoklonalen Immunproteine in sehr hohen oder
sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen (3). Für die Dia-
gnostik monoklonaler Immunproteine steift die IFE eine
bedeutsame Erweiterung dar. Das IFE-Muster liefert
selbst in extrem niedrigen Konzentrationen eine isolierte
Bande des Ag-AK-Komplexes, die eindeutig einem mono-
klonalen Protein zuzuordnen ist.
Auch unsere Ergebnisse verdeutlichen die Überlegenheit
der IFE gegenüber der IE insbesondere bei der Erken-
nung seltener monoklonaler Gammopathien. Das trifft
für die gefundene Doppelgammopathie IgG Kappa, IgA
Kappa zu. Sie gehört zu den in der Literatur am häufig-
sten beschriebenen Kombinationen (4).
Doppel- und Dreifachgarhmopathien stellen mit einem
Auftreten von weniger als 1 % unter den monoklonalen
Gammopathien seltene Fälle dar. Der eindeutige Nach-
weis mehrerer monoklonaler Proteine nebeneinander
und die Zuordnung des entsprechenden L-Ketten-Typs
zur Immunglobulinklasse ist durch die IFE leicht und si-
cher möglich (1, 2, 4). Trotz der geringen Häufigkeit von
Mehrfachgammopathien scheint ihr Nachweis von beson-
derer Bedeutung zu sein. Literaturmitteilungen bestäti-
gen, daß bei Mehrfachgammopathien in keinem Fall eine
benigne Form vorlag und diese nicht nur mit Erkrankun-
gen des lymphoplasmoretikulären Systems, sondern:
auch mit anderen Tumoren vergesellschaftet vorkommen:
(2,4). j
Die gute Empfindlichkeit der IFE für Bence-Jones-Protein
im Serum und Harn erhöht die diagnostische Sensitivität
für Leichtkettenmyelome, Ig-Myelome mit Bence-Jones-
Proteinurie und/oder Bence-Jones-Proteinämie. Vorteil
haft ist, daß der Nachweis monoklonaler Leichtketten im]
unkonzentrierten Spontanharn durchgeführt werden!
kann(1). !
Die IFE ist der IE hinsichtlich Dauer, Kosten und Bewer-
tung eindeutig überlegen. Die Vorteile der IFE liegen in
der auf einen Tag verkürzten Diagnostik der monoklona-
len Gammopathie, der vereinfachten Auswertung gegen-
über der IE und einer ganz erheblichen Kosteneinspa-
rung durch den geringen Antiserumverbrauch.
Aufgrund der genannten Vorteile haben wir die IE durch
die IFE-abgelöst und damit eine qualitative Verbesserung
der medizinischen Diagnostik erreicht.
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Mein Buch über den
Diabetes meliitus

Für Diabetiker, die Insulin
sprilxcn!

Hin Buch zum Nachlosen für Diabeti-
ker, die gerade an einein Schulungs-
programm teilgenommen haben, und
für solche, cli« ihre Kenntnisse auf den
neuesten Stand bringen wollen.

Das Neueste über die Kost bei mo-
derner Insulinbehandlung, Beispiele
der Anpassung der Insulindosis als
Wiederholung des Patient enunter richte,
Hypoglykämie: Zeichen, Behandlung
und vorbeugende Maßnahmen, Sport
und Diabetes, Blutzuckerselbstmessung
u. v. m.

Dieses Buch wurde in mehrere
Fremdsprachen übersetzt, so z. B. ins
Französische, Türkische und Russi-
sche.

Dr. mcd. Viktor Jörgens,
Prof. Dr. mcd. Michael Berger

5. Auflage 1989, DIN A 5, 4farbig.
108 Seiten.19,80 DM,
ISBN 3-87409-161-9

Verlag Kirchheim + Co GmbH
Postfach 2524
6500 Mainz l

Tel. 061 31/6710 81

KIRCHHEIM

Wie behandle ich meinen
Diabetes

Für Diabetiker, die nicht
Insulin spritzen!

Wichtige Themen: Regelmäßige Selbst-
messung des Urinzuckers, Diät als
Grundlage der Behandlung, welche
Lebensmittel sind zum Abnehmen
günstig? Diät für schlanke Diabetiker.
Was haben die Füße mit dem Diabetes
zu tun? Anleitung zu einer Fußgymna-
stik für Diabetiker. Die blutzuckersen-
kenden Tabletten: "Bittere Pillen" oder
Hilfe zu einer guten Diabeteseinstel-
lung? U. v. m.

Hervorzuheben ist insbesondere die
optische Darstellung mit dem auch für
augengeschädigte Diabetiker leicht les-
baren Schriftbild.

Dieses Buch ist in französischer
und arabischer Sprache erhältlich.

Dr. med. Viktor Jörgens,
Prof. Dr. meci. Michael Berger.

4. Auflage 1990, DIN A 5, 4farbig,
104 Seiton.19,80 DM,
ISBN 3-87409-099-X

Mit Insulin geht es mir
wieder besser

Für ältere Diabetiker,
die Insulin spritzen

Dieses Buch wurde speziell für alte;
Zuckerkranke geschrieben, die lan!
Jahre nur mit Diät oder mit blv
zuckersenkenden Tabletten behand
wurden, jetzt aber Insulin spritzen mi
sen.

Entweder haben diese älteren l
tienten bereits in den letzten Mong.1 ;
und Jahren Erfahrungen gesamri .
oder aber sie beginnen erst in dies
Tagen damit. Diese neue Situation in,
für viele ganz ungewohnt und \ i >
leicht besorgniserregend sein. ?:
diesem Buch informieren wir ausfüt;
lieh über die Behandlung und helfe!
eventuelle Unsicherheiten zu beseiS
gen.

Dr. med. Viktor Jörgens,
Dr. med. Monika Grüßer,

Peter Kronsbein
1. Auflage 1989, DIN A 5, 4farbig,

108 Seiten, 19,80 DM.
ISBN 3-87409-166-X

Verlag Kirchheim Mainz
Fachverlag
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