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Zusammenfassung: 2014 wurden in Zusammenarbeit
von zwei groflen internationalen Expertengruppen Emp-
fehlungen zur Bestimmung von Autoantikérpern gegen
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zellulare Antigene, herkdmmlich als antinukledre Anti-
korper bezeichnet, herausgegeben. Die Empfehlungen
wurden in einer 25 Punkte umfassenden Tabelle zusam-
mengefasst und in einer weiteren Tabelle jene Muster
beschrieben, die von einem Autoimmunlabor erkannt
werden sollten. Internationale Empfehlungen haben fiir
zertifizierte Labore Giiltigkeit und erfordern ein Uber-
denken des analytischen Vorgehens. Die dsterreichische
Arbeitsgruppe fiir Autoimmundiagnostik (http://www.
easi-network.com) hat sich auf einen Konsens geeinigt,
wie im deutschen Sprachraum diese 2014 verdffentlichten
Empfehlungen umgesetzt werden kénnten.

Schliisselwdrter: ANA; antizelluldare Antikdrper; Autoim-
mundiagnostik; HEp-2-Zellassay; SARD.

Abstract: In 2014, two groups of international experts
collaborated in formulating recommendations for the
detection of antibodies against cellular antigens, com-
monly referred to as antinuclear antibodies. These
recommendations were summarized in a table with 25
points, and in a second table, patterns were described
that should be recognized by an autoimmune labora-
tory. International recommendations are mandatory
for certified laboratories and require a rethinking of
the analytical procedure. The Austrian Working Group
on Autoimmune Diagnostic (http://www.easi-network.
com) has come to an agreement how these 2014 pub-
lished recommendations could be implemented in
German-speaking countries.

Keywords: ANA; anti-cellular autoantibodies; autoim-
mune diagnostics; HEp-2 cell assay; SARD.
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Einleitung

Antinukledre Antikorper (ANA) sind wesentliche Labor-
befunde zur Klassifizierung von Autoimmunerkrankun-
gen. Fiir die Bestimmung von ANA steht eine Reihe von
Labortechniken zur Verfiigung. Nach der letzten Empfeh-
lung des American College of Rheumatology (ACR) von
2009 wird die indirekte Immunfluoreszenz (iIF) auf HEp-
2-Zellen unveréndert als Goldstandard empfohlen [1].

Auf der HEp-2-Zelle werden eine Vielzahl von Anti-
genen exprimiert, gegen die AutoantikOrper gebildet
werden kénnen [2-4]. Nur ein geringer Teil dieser Autoan-
tikorper ist auch mit bestimmten Erkrankungen (vorwie-
gend Autoimmunerkrankungen) assoziiert. Zu Beginn der
Autoantikdrperdiagnostik auf kernhaltigen Zellen wurden
die vier Grundmuster homogen, zirkular, gesprenkelt und
nukleoldr beschrieben. Inzwischen gilt die HEp-2-Zelle
(humane Epithelzelle der Linie 2) als allgemein iibliches
Substrat zur Bestimmung von ANA. Die HEp-2-Zelllinie
stammt urspriinglich von einer Epithelzelle ab, welche
aus Tumormaterial eines Patienten mit einem Larynxkar-
zinom gewonnen wurde [5] und zeichnet sich durch einen
grofien Zellkern und eine rege Zellteilung aus, sodass in
den relativ wenigen Zellen auf einem Objekttrdagerspot alle
Phasen des Zellzyklus gefunden werden kénnen. Durch
diese Vorteile der HEp-2-Zelle werden heute wesentlich
mehr Fluoreszenzmuster unterschieden [6], die zugeho-
rigen klinisch relevanten Antigene sind weitestgehend
definiert. Bei genauerer Analyse werden aber auf der
HEp-2-Zelle nicht nur Antikdrper gegen Zellkernantigene
erkannt, sondern auch Antikérper gegen andere zelluldre
Bestandteile, wie zum Beispiel Antigene, die nur in der
Zellteilung auftreten oder Strukturen, die nur im Zyto-
plasma vorkommen. In den vergangenen Jahren hat sich
der Begriff antinukledre Antikorper (ANA) eingebiirgert.
Es besteht heute aber Einigkeit, dass alle auf einer HEp-
2-Zelle erkennbaren Muster beschrieben werden sollten,
auch wenn sie nicht strikt einem Zellkern-Antikérper
entsprechen.

Die Osterreichische Arbeitsgruppe fiir Autoimmundi-
agnostik (EASI; http://www.easi-network.com) hat sich in
mehreren Sitzungen dazu entschlossen, die 2014 in eng-
lischer Sprache publizierten Empfehlungen [7], an denen
auch die deutsche und die 6sterreichische EASI-Gruppe
beteiligt waren, auf eine fiir den deutschen Sprachraum
praktikable Version anzupassen. Allgemeine Ubereinstim-
mung war auch gegeben, dass die Musterbeschreibungen
in deutscher Sprache erfolgen sollten. Da aber gelegent-
lich deutsche Bezeichnungen stark von englischen Ori-
ginalbezeichnungen abweichen, wird im Zweifelsfall in
Klammer auch der englische Terminus angegeben, um
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jenen Arzten, die in internationaler Literatur nachlesen
wollen, die richtige Fahrte zu legen.

Im ndchsten Schritt wurden die Osterreichischen
EASI-Empfehlungen einem breiten Publikum im Rahmen
der Jahrestagung der Osterreichischen Gesellschaft fiir
Laboratoriumsmedizin und Klinische Chemie (OGLMKC)
im November 2014 in Salzburg vorgestellt. Gegen die ver-
einbarten Anderungen wurden keine Einwénde erhoben,
die einheitliche deutsche Bezeichnung wurde allgemein
positiv aufgenommen.

In einem Treffen mit zwei Vertretern der deutschen
EASI-Gruppe sowie der DGKL-Sektion Immundiagnostik
(Karsten Conrad, Ulrich Sack) wurde vereinbart, dass die
in Osterreich getroffenen Empfehlungen in dieser Form
mitgeteilt und einem breiten deutschsprachigen Publi-
kum zur Diskussion gestellt werden sollten.

Die internationalen Empfehlungen

Die internationalen Empfehlungen [7], wie AntikGrper
gegen zelluldre Bestandteile bestimmt werden sollten,
wurden tabellarisch in 25 Punkten zusammengefasst.
Tabelle 1 gibt die Empfehlungen in deutscher Sprache
wieder, wobei leichte Modifikationen nach Meinung der
Osterreichischen EASI-Gruppe vorgenommen wurden.

In Tabelle 2 wurden die Fluoreszenzmuster, die auf
der HEp-2-Zelle erkannt werden konnen, in 4 Rubri-
ken zusammengefasst. Es wird unterschieden zwischen
haufig erkannten und weniger hdufig erkannten Mustern.
Beide Gruppen werden wieder unterteilt in Kern- und
zytoplasmatische Muster. Zu den weniger hdufigen
Mustern zdhlen auch die Mitosemuster. Die im Origi-
nal angegebene Unterscheidung in haufig und weniger
hiufig erkannte Muster wird in der Tabelle beibehalten,
auch wenn die Zuordnung nicht immer klar nachvollzieh-
bar ist. Nach einer in mehreren Liandern durchgefiihrten
EASI-Umfrage [8] werden die Zellkern-Muster homogen,
gesprenkelt, zentromer und nukleoldr von den meisten
Laboratorien angegeben. Das zirkuldre Muster oder das
Muster viele oder wenig nukledre Punkte (nuclear dots)
werden nach unserer Erfahrung aus Osterreichischen
Ringversuchen meist erkannt. Die Unterscheidung haufig
oder weniger haufig erkannte Muster im Rahmen einer
Empfehlung symbolisiert aber auch eine gewisse Kompro-
misslosung, dass ein Labor nicht unbedingt alle Muster
erkennen muss. Die Tabelle enthdlt aber einen Grofiteil
von unterscheidbaren Fluoreszenzmustern, welche auf
Autoimmundiagnostik spezialisierte Laboratorien erken-
nen sollten.
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Tabelle 1: Internationale [7] und nach Meinung der &sterreichischen EASI Gruppe modifizierte Empfehlungen zur Bestimmung von ANA
unter Beriicksichtigung von erkennbaren anderen antizelluldren Antikérpern. Die Diagnose von SARD (systemic autoimmune rheumatic
diseases) erfordert eine Gruppe spezifischer Labortests (z.B. ANA, anti-dsDNA- und anti-ENA-Antikdrper).

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

ANA, anti-dsDNA- und anti-ENA-Tests sollten beim Verdacht auf SARD als auch auf andere Autoimmunerkrankungen in die Diagnostik
aufgenommen werden (siehe Tabelle 2).

Der Nachweis von ANA ist der erste Schritt zur Labordiagnose von SARD.

Untersuchungen auf ANA dienen in erster Linie diagnostischen Zwecken und nicht dem Monitoring einer Erkrankung. Eine wiederholte
Bestimmung ist nur in Ausnahmefillen, wie zum Beispiel bei Anderung des Krankheitsbildes, sinnvoll.

Die indirekte Immunfluoreszenz (ilF) ist die Referenzmethode zum Screening auf ANA. Alternative Methoden kénnen verwendet
werden, allerdings im Bewusstsein, dass die Ergebnisse dieser Assays von jenen der ilF abweichen kdnnen. Bei dringendem
klinischem Verdacht auf Vorliegen einer SARD sollte bei negativem Ergebnis einer alternativen Methode die ANA-Testung mit der ilF
wiederholt werden.

Laboratorien sollten die fiir das ANA-Screening verwendete Methode am Befund anfiihren. Soweit vorhanden sind hierzu die
einheitlichen LOINC-Codes zu verwenden.

Tests, die auf einer Mischung von definierten Antigenen beruhen, sollten nicht als ANA-Test oder ANA-Screening bezeichnet werden.
Eine mogliche Alternativbezeichnung kdnnte zum Beispiel ,,Kollagenose-Screening Test“ oder dhnlich sein.

Laboratorien, die in-house entwickelte Assays zur Messung von ANA, anti-dsDNA- und spezifischen ENA-Antik6rpern verwenden,
sollten diese Assays mit international erhaltlichen Standards (z.B. WHO, CDC/IUIS) kalibrieren.

Zum Screening auf ANA mit ilF sollte ein mit Fluorochrom markierter sekunddrer anti-human-IgG Antikdrper verwendet werden.

Ein korrekter Nachweis von ANA mit ilF ist abhdngig von den verwendeten Reagenzien, dem verwendeten Mikroskop und anderen
lokalen Faktoren. Deshalb sollte der Screening-Titer in jedem Labor selbst definiert werden. Ein abnormal erhéhter Titer von ANA
sollte iiber der 95% Perzentile einer gesunden Kontrollpopulation liegen. Auf HEp-2-Zellen gilt eine Probenverdiinnung von 1:160 als
passend, um ANA in einer Population von Erwachsenen, die auf SARD untersucht werden soll, nachzuweisen.

Bei positiven ANA wird empfohlen, das Fluoreszenzmuster und die hochste positive Verdiinnungsstufe am Befund anzugeben. Eine
Titration auf Verdiinnungen tiber 1:2560 bringt allerdings keine verwertbare Befunderweiterung.

Fluoreszenzmuster sollten nach einer standardisierten Nomenklatur beschrieben werden (Tabelle 2).

Neben den Kernmustern sollten auch zytoplasmatische und mitotische Muster im Befundbericht angegeben und soweit maéglich
spezifiziert werden (Tabelle 2).

Bei positivem ANA-Resultat sollten bei klinischem Verdacht auf einen SLE auch dsDNA-Antikérper bestimmt werden.

Bei der Messung von anti-dsDNA-Antikdrpern zeigt der CLIFT-Assay eine hohe diagnostische Spezifitdt. Alternative Methoden kdnnen
eine niedrigere Spezifitat aufweisen. In diesem Fall sollten positive Ergebnisse mit diesen Methoden im CLIFT-Assay bestatigt und
separat im Befundbericht angegeben werden.

Die zur Messung der anti-dsDNA-Antikorper verwendete Methode sollte im Befundbericht angegeben werden.

Die Ergebnisse der anti-dsDNA-Messung sollten quantitativ oder bei Verwendung des CLIFT-Assays semiquantitativ ausgegeben
werden.

Zur Verlaufsbeobachtung der Krankheitsaktivitat beim SLE durch quantitative dsDNA-Bestimmung sollte immer die gleiche Methode
verwendet werden.

Im Rahmen der diagnostischen Abklarung sollte bei positiven ANA in Abhdngigkeit von Fluoreszenzmuster, Titer und klinischer
Fragestellung mit spezifischen Tests auf anti-ENA-Antikdrper getestet werden.

Die Methode zur Testung auf anti-ENA-Antikorper sollte im Befundbericht angegeben werden. Im Falle einer Diskrepanz zum Ergebnis
der Immunfluoreszenz oder der klinischen Verdachtsdiagnose sollte eine ergdnzende Methode eingesetzt werden.

Die Ergebnisse der anti-ENA-Antikdrpertestung sollte fiir jeden Antikdrper separat angegeben werden (inklusive negativer
Ergebnisse). Wenn das negative Ergebnis mit einem Screening-Test ermittelt wurde, sollte mitgeteilt werden, welche Antikdrper mit
diesem Assay erfasst werden kdnnen.

Bei Verdacht auf das Vorliegen eines Sharp-Syndroms (mixed connective tissue disease, MCTD) sollten die U1nRNP-Antikdrper
quantitativ gemessen werden.

Bei starkem klinischen Verdacht auf SARD sollte die arztliche Anforderung von anti-ENA-Antikdrpern unabhdngig vom Ergebnis des
ANA-Tests akzeptiert werden, wie zum Beispiel Anforderungen von Jo-1-Antikdrpern bei Verdacht auf autoimmune Myositis, anti-ribP-
Antikorper bei Verdacht auf SLE oder anti-SSA/Ro-Antikérper bei Verdacht auf kongenitalen Herzblock, neonatalen Lupus, Sjégren’s
Syndrom oder subakut kutanen Lupus.

Aus den Empfehlungen der 6sterreichischen EASI-Gruppe gestrichen:

23.

24,

Jedes Labor sollte den vom Hersteller des ANA Tests empfohlenen Grenzwert (cut-off) verifizieren. Es wird empfohlen, dafiir Seren
gesunder Personen aus der entsprechenden Region, dem zu erwartenden Alter und Geschlecht des Patientenkollektivs entsprechend
zu verwenden. Der cut-off sollte als 95% Perzentile dieses Kontrollkollektivs berechnet werden.

Jedes Labor sollte den vom Hersteller der anti-dsDNA und anti-ENA Tests empfohlenen Grenzwert (cut-off) verifizieren. Es wird
empfohlen, dafiir eine ausreichende Anzahl von Seren von Patienten mit entsprechenden Autoimmunerkrankungen, anderen
Erkrankungen und Gesunden zu verwenden. Die cut-offs sollten mit ROC Kurven Analysen ermittelt werden.
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Tabelle 2: Erkennbare Muster auf der HEp-2-Zelle angelehnt an die internationalen Empfehlungen von 2014 [7]. Die Tabelle wurde leicht

modifiziert und erganzt mit deutschen Musterbeschreibungen nach Meinung der 6sterreichischen EASI Gruppe.

Muster deutsch

Muster auf HEp-2-Zelle nach
Agmon-Levin et al. 2014

Mogliche Zielantigene

relevante

Krankheitsassoziationen

Muster im Zellkern
Hiufig erkannte Muster
homogen

grob granuldr (coarse speckled)
grob granuldr (large speckled)

fein granuldr (fine speckled)

zentromer
nukleolar

Weniger hdufig erkannte Muster
zirkuldr (glatt membrands)
zirkuldr (punktiert membrands)

dicht fein granular
pleomorph granular
(zellzyklusabhéngig)
nukleoldr (schollig)
nukleoldr (granuldr)
nukleolidr (homogen)

viele nukledre Punkte (multiple
nuclear dots)

wenig nukledre Punkte (few
nuclear dots)

Muster in der Mitose
Zentriolen positiv

fein granuldr, Spindle (NuMA
oder MSA-1) positiv
Spindelfasern positiv
Flemming-Korper (midbody oder
MSA-2) positiv

CENP-F (MSA-3) Muster
Muster im Zytoplasma

Hdufig erkannte Muster
Zytoplasma dicht granuldr
(diffuse)

Zytoplasma fein granular (fine
speckled)

Zytoplasma positiv passend zu
AMA

Weniger hdufig erkannte Muster
Zytoplasma positiv (dots)
passend zu anti-Lysosomen
Golgi-Apparat positiv
Zytoplasma fasrig positiv
(cytoplasmatic fibers)
Zytoplasma mit rods and rings

Nuclear patterns
Most commonly recognised patterns
Homogeneous

Coarse speckled

Fine speckled

Centromere
Nucleolar

Less commonly recognised patterns
Peripheral/rim or nuclear envelope

Dense fine speckled
Pleomorphic cell cycle speckled
(PCNA)

Nucleolar (clumpy)

Multiple/few nuclear dots

Centrosome/centriole (formerly:
spindle apparatus)
MSA (mitotic spindle)

Cytoplasmatic patterns
Most commonly recognised patterns
Diffuse

Fine speckled

Less commonly recognised patterns
Discrete speckled

Golgi complex
Cytoplasmic fibres

dsDNA, Histone

U1nRNP, Sm

hnRNP und andere nukledre
Matrixproteine

Ro/SSA (Ro52, Ro60), La/SSB, Ku,
Mi-2

CENP-A/B/C

Fibrillarin, PM/Scl, RNA
Polymerase I, Th/To

Lamin B-Rezeptor

gp210 und andere nukledre
Porenkomplex-Antigene
DFS-70-Antigen (LEDGF)
PCNA

Fibrillarin

Topoisomerase-I (Scl-70)
PM/Scl

sp100

Coilin-p80

Enolase, Ninein, Pericentrin
Centrophilin

hsEg5, Tubulin
Filamin

CENP-F

rib-P, Jo-1, andere t-RNA-
Synthetasen, SRP

Jo-1

PDH (AMA-M2)

Lysosomen, GW-Kdrper, Endosomen

Proteine des Golgi-Apparates
Aktin, Zytokeratin, Vimentin

IMPDH2, CTPS1

SLE, medikamentos
induzierter LE
MCTD, SLE

bisher keine

SjS, SLE

SSc (v.a. CREST)

SSc, PM/SSc-Overlap
PBC

PBC

Ausschluss von SARD
SLE, SSc

SSc
SSc
PM/SSc-Overlap
PBC

bisher keine

bisher keine
bisher keine

bisher keine
bisher keine

Tumore

SLE, PM, Anti-
Synthetase-Syndrom
Anti-Synthetase-
Syndrom

PBC

bisher keine

bisher keine

AIH (Aktin), sonst bisher

keine
HCV-Infektion unter
IFNa-Therapie
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Kommentare zu den internationalen
Empfehlungen

Im Folgenden wird auf die Empfehlungen des internatio-
nalen Konsenses zur ANA-Bestimmung [7] detailliert ein-
gegangen. Durchgefiihrte Anderungen und Ergénzungen
fiir den deutschsprachigen Raum werden begriindet (s. a.
Tabelle 1).

Empfehlung 1: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 2: Wird dem Original entsprechend
tibernommen.
Empfehlung 3: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 4: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.

Zur Verlaufskontrolle einer Erkrankung sind ANA
ebenso wie die ANA-Titer nicht geeignet. Zwar gibt es
einzelne Erkrankungen, fiir die eine Anderung eines
ANA-Titers im Krankheitsverlauf dokumentiert wurde
[9], zur Aktivititsmessung werden aber {iblicherweise
schneller reagierende akute Phase-Reaktanten verwen-
det. Die Anderung des Autoantikérper-Titers ist eher von
theoretischem Interesse und weniger von praktischer
Bedeutung.

Empfehlung 5: Wird dem Original
iibernommen.

Alternative Methoden sind in der Regel spezifischer
aber weniger sensitiv und erfassen nur Antikorper gegen
eine bestimmte Anzahl definierter Antigene. Hingegen
werden auf der Zelle auch andere Antigene exprimiert
und entsprechende Antikdrper erfasst. Das bewirkt zum
einen die hohere Sensitivitiat, zum anderen aber die gerin-
gere Spezifitat der iIF, da auch nicht krankheitsrelevante
Autoantikérper gesehen werden.

Empfehlung 6: Wird dem Original entsprechend iibernom-
men und geringfiigig erganzt.

Alternativ zur ilF angewendete Methoden liefern zwar
weitgehend {ibereinstimmende, aber nicht immer idente
Ergebnisse. Es ist daher notwendig, dem Zuweiser mit-
zuteilen, mit welcher Methode auf ANA getestet wurde.
Eine mogliche Methodenangabe beim ANA-Screening
auf HEp-2-Zellen wire zum Beispiel ANA (indir. Immun-
fluoreszenz). Die genaue Angabe der Analysenmethode
ist auch in anderen Bereichen der Kklinischen Chemie
erforderlich. So wurde bereits 1990 das System der sogen-
annten LOINC (Logical Observation Identifiers Names and
Codes) entwickelt (http://loinc.org/). Eine entsprechende
Anpassung an bereits vergebene LOINC-Kennzahlen ist in
Diskussion.

entsprechend
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Empfehlung 7: Wird dem Original entsprechend iibernom-
men und geringfiigig ergdnzt.

Im Handel ist eine Reihe von alternativen Bestim-
mungsmethoden zu finden, die als sogenannte ANA-
Screens vertrieben werden. Alle diese sogenannten
Screening-EIA enthalten eine begrenzte Anzahl von
Antigenen und dienen einer selektiven Bestimmung von
Autoantikorpern mit bekannter klinischer Bedeutung. Der
Name ANA-Screen wird zu Unrecht verwendet, da hier nur
auf eine limitierte Anzahl von Autoantikdrpern getestet
wird. Durch breiten Konsens gestiitzte Alternativbezeich-
nungen kdnnen derzeit noch nicht vorgeschlagen werden.
Bezeichnungen dhnlich ,,Kollagenose-Screen” waren eine
mogliche Alternative. Die Bezeichnung ANA-Screen sollte
auf die Autoantikdrpersuche auf HEp-2-Zellen begrenzt
bleiben.

Empfehlung 8: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 9: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.

Mischkonjugate welche Antikdrper vom Typ IgG und
IgA und IgM erfassen, werden in der indirekten Immun-
fluoreszenz zum Teil angewendet. In der Diagnostik von
ANA ist aber die Bedeutung von Autoantikdrpern vom Typ
IgM und IgA unklar [3, 4, 10, 11].
Empfehlung 10: Wird dem Original
iibernommen.

Jedes Labor muss selbst entscheiden, ab welcher Titer-
hohe ein Befund als potentiell pathologisch zu werten ist.
Eine TiterhGhe von 1:100 wird allgemein als obere Norm
akzeptiert. Das Evaluieren eines 95% Vertrauensinter-
walls einer gesunden Vergleichspopulation ist theoretisch
das richtige Vorgehen, praktisch aber kaum durchfiihr-
bar. Die Teilnahme an nationalen und internationalen
Ringversuchen erscheint uns eher als praktikabler Weg,
die Richtigkeit der eigenen Analytik zu {iberpriifen und
den Grenzwert zwischen normal und pathologisch erhéht
zu definieren.

Empfehlung 11: Die Empfehlung kann nur mit Ergdnzung
akzeptiert werden.

Ein Titrieren bis zur hochsten positiven Verdiin-
nungsstufe war friiher iiblich. Die Erfahrung hat aber
gezeigt, dass es keine verwertbare Befunderweiterung
bringt, wenn eine Probe bis zur letzten erkennbaren Titer-
stufe verdiinnt wird. Angepasst an die in Osterreich in
vielen Laboratorien iibliche Routine wurde der Kompro-
miss dahingehend geschlossen, dass wir eine Verdiinnung
bis zu einer Titerstufe von 1:2560 als ausreichend emp-
finden. Auch eine niedrigere Titerstufe kann als Endtiter
akzeptiert werden. Wesentlich ist die Unterscheidung,
ob der Autoantikdrper positiv oder stark positiv ist. Wir

entsprechend
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erachten einen Nachweis bei der Verdiinnung von gréfler
als 1:640 fiir einen hochpositiven Autoantikérperbefund.

Empfehlung 12: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Allerdings gibt es noch keine ausreichenden

Beschreibungen in Bezug auf definierte Fluoreszenz-
muster. Der bisher vorliegende Konsens wird in Tabelle 2
zusammengefasst und im nachfolgenden Absatz diskuti-
ert. Wir mochten aber darauf hinweisen, dass derzeit ein
neuerlicher internationaler Arbeitskreis das Thema Flu-
oreszenzmuster bearbeitet hat und das Ergebnis zur Pub-
likation vorbereitet wird.

Empfehlung 13: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 14: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.

Falls dem Labor die klinische Verdachtsdiagnose eines
SLE bekannt ist, kann die erganzende Untersuchung auf
dsDNA-Antikorper sinnvoll sein, weil dsDNA-Antik6rper in
der Zuordnung der Symptome ein erganzendes Kriterium
fiir SLE bilden [2, 12, 13]. Aus analytischer Sicht passt zum
dsDNA-Antikorper ein homogenes Muster in der iIF. Inwie-
weit bei positiven aber nicht homogenem ANA-iIF ein pos-
itiver dsDNA-Antikérperbefund im ELISA von Bedeutung
ist, kann derzeit nicht eindeutig beantwortet werden [10,
14]. Jedoch sind im ELISA positive dsDNA-Antikdrper bei
nicht passendem ilF-Befund in der Regel nicht mit SLE
assoziiert, sondern bei anderen Erkrankungen (z.B. mul-
tipler Sklerose) zu finden.

Empfehlung 15: Wird dem Original
iibernommen.

Allerdings wurde der FARR-Assay herausgenom-
men, da dieser in Osterreich nicht mehr verwendet
wird. Fiir Deutschland besteht hier noch Diskussions-
bedarf, da an der Uberlegenheit beziiglich SLE-Diag-
nostik gegeniiber den ELISAs kein Zweifel besteht. Der
FARR-Assay sollte daher zumindest in spezialisierten
Autoimmunlaboren als ergdanzende Methode eingesetzt
werden.

entsprechend

Empfehlung 16: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 17: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 18: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 19: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 20: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
Empfehlung 21: Wird dem Original entsprechend
iibernommen.
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Empfehlung 22: Wird dem Original
libernommen.

Ein hochtitrig und als einziger Autoantikérper vor-
liegender UlnRNP-Antikorper [15] ist das serologische
Zeichen der Mischkollagenose (mixed connective tissue
disease, MCTD; Sharp-Syndrom). Es darf aber nicht auf3er
Acht gelassen werden, dass neben dem Sharp-Syndrom
weitere Mischkollagenosen existieren, welche eine andere
Autoantikorper-Analytik (z.B. Bestimmung von Ku- oder
PM-Scl-Antik6rper) erfordern.

Empfehlung 23: Wird dem Original entsprechend iiber-
nommen.

Empfehlungen 24 und 25: Werden wegen fehlender Durch-
fiihrbarkeit im Routinelabor gestrichen (sollten aber fiir
immunologische Speziallabors giiltig sein).

Diese abschlieffenden Empfehlungen sind ver-
standlich und es ist nachvollziehbar, dass sie in einer
allgemein giiltigen Richtlinie angefiihrt werden. Im
Rahmen der {iblichen Laborarbeit sind diese Empfehlun-
gen aber kaum umzusetzen. Auch in der Originalarbeit
wurde darauf hingewiesen, dass sich die beiden Experten-
gruppen IUIS und EASI in der Zustimmung zu diesen
Empfehlungen signifikant unterschieden.

Wir haben in einer eigenen, den Empfehlungen
entsprechenden Untersuchung den bei uns giiltigen Nor-
mwert des ANA-Titers iiberpriift [16]. Seit der grundleg-
enden Arbeit von Eng Tan und Mitarbeiter 1997 [17] gilt eine
Probenverdiinnung von 1:100 als der optimale Grenzwert,
um Patienten mit SLE von gesunden Vergleichspersonen
zu unterscheiden. Dieser Grenzwert wurde allgemein
akzeptiert und gilt seither als die obere Normgrenze des
ANA-Titers im serologischen Screening bei Verdacht auf
eine Autoimmunerkrankung. Wir haben diesen Grenzw-
ert mit Seren von bekannten SLE-Patienten im Vergleich
zu Gruppen von Patienten mit nichtentziindlich rheu-
matischen Erkrankungen sowie einer Gruppe von gesun-
den Blutspendern iiberpriift. Obwohl wir im Vergleich
zu den Untersuchungen von 1997 vermutlich bessere
HEp-2-Zellen, ein anderes Konjugat und mit Sicherheit
ein lichtstarkeres Fluoreszenzmikroskop verwenden,
kommen wir zum gleichen Ergebnis. Es ist anzunehmen,
dass die kommerziell erhaltlichen Reagenzien durchwegs
darauf abgestimmt sind, dass in den meisten Laboratorien
die Serumverdiinnung von 1:100 als pathologischer Gren-
zwerttiter angesehen werden kann. Die Uberpriifung des
Kontrollwertes fiir jedes Labor und das Errechnen einer
95% Vertrauensgrenze ist praktisch kaum moglich, da
sowohl die Patientengruppen als auch die Kontrollgrup-
pen klar definiert sein miissen. Personen, die das Blut fiir
eine solche Studie zur Verfiigung stellen, miissen auch
mit der zusdtzlichen Analyse einverstanden sein und die

entsprechend
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genaue Diagnose muss bekannt sein. Diese Vorausset-
zungen sind nur in den wenigsten Laboratorien gegeben.
Unsere Untersuchung wurde in einem Schwerpunkt-
krankenhaus durchgefiihrt, in dem die zustindigen Arzte
auch im Autoimmunlabor mitarbeiten und daher Zugang
zu Patienten hatten. Dennoch war das Sammeln von
geeigneten Studienpatienten miihselig und langwierig.
Aus unserer eigenen Erfahrung sind wir iiberzeugt, dass
kaum ein Labor in der Lage ist, eine eigene Normwerts-
tudie durchzufiihren. Aufgrund der Nichtpraktikabilitat
wollen wir daher die Punkte 24 und 25 nicht empfehlen.
Wir glauben vielmehr, dass das einzig praktikable System
zur Priifung der Titerstufen und der richtigen Einschat-
zung der Hohe eines positiven Befundes die Beteiligung
an entsprechenden Ringversuchen ist.

Kommentare zu den
Musterbeschreibungen

Das Immunfluoreszenzmuster auf der HEp-2-Zelle spie-
gelt die topographische Verteilung der Zielantigene wider
und gibt Hinweis auf die zu Grunde liegende Autoanti-
korper-Sperzifitdt. Die hohe Teilungsrate der HEp-2-Zelle
und das Vorliegen aller Phasen eines Zellzyklus sind die
Voraussetzung, dass die Antikdrper gegen unterschied-
liche Bestandteile der Zelle binden kénnen und entspre-
chende Fluoreszenzmuster bewirken. In der ruhenden
Zelle sind neben den antinukledren Antikérpern (ANA)
auch Muster von antizytoplasmatischen Antikdrpern
erkennbar. Wahrend den Teilungsphasen werden andere
zelluldre Bestandteile gebildet und damit Autoantikérper
gegen mitoseassoziierte Antigene in der ilF sichtbar. Fiir
die Summe der Antikorper, die in der ilF auf HEp-2-Zellen
erkannt und mit der Anforderung ANA-Test bestimmt
werden, ware die Bezeichnung antizellulare Antikérper
richtig. Unter Riicksichtnahme auf Abrechnungsmoda-
litditen in den Landern weltweit ist ein Namenswechsel
von ANA auf eine andere Bezeichnung kurzfristig nicht
moglich. Es besteht daher Einigkeit, dass der Begriff
ANA beibehalten wird, mit der Testanforderung aber alle
Muster, die auf der HEp-2-Zelle erkennbar sind, angege-
ben werden sollen, auch wenn das Muster nicht einem
Antikorper gegen Zellkernantigene entspricht.

Tabelle 2 gibt neben den in der Originaltabelle ange-
fiihrten Musterbeschreibungen unsere vorgeschlagene
deutsche Bezeichnung an. Dazu wurden in der Tabelle
die dazugehorigen Antigene und die mit diesem Muster
und Antikorper am haufigsten in Verbindung stehenden
Erkrankungen aus dem Originaltext {ibernommen und
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zum Teil ergédnzt [7]. In einzelnen Musterbeschreibungen,
in denen der deutsche Ausdruck nicht sicher dem engli-
schen Originalausdruck zugeordnet werden kann, wurde
der englische Begriff in Klammer beigefiigt. Im Unter-
schied zur Originaltabelle wurden noch einige wenige
Muster erginzt (so fehlen beispielsweise Mitose-Muster
im Originaltext oder wurden falschlicherweise den Kern-
mustern zugeordnet), die zwar nicht zwangsldufig von
jedem erkannt werden miissen, die aber dem erfahrenen
Befunder bekannt sind. Die Tabelle 2 stellt eine derzeit
empfohlene Musterbeschreibung dar. In einem neuerli-
chen Konsensusmeeting im August 2014 in Brasilien wurde
versucht, die Musterbeschreibungen eindeutig zu formu-
lieren und Hinweise fiir die Musterdefinitionen zu geben.
Die Zusammenfassung dieses Konsenses ist in Arbeit.

Diskussion

Die Autoantikorperdiagnostik hat sich in den letzten Jahr-
zehnten eindrucksvoll weiterentwickelt, wenngleich die
Grundmethode der indirekten Immunfluoreszenz beibe-
halten wurde. Auf den urspriinglich verwendeten Organ-
schnitten mit ruhenden kernhaltigen Zellen wurden vier
Grundmuster beschrieben. Mit der Einfithrung der sich
schnell teilenden HEp-2-Zelle als Substrat wurden zuneh-
mend mehr Muster und dazugehdrige Autoantikdrper
beschrieben. Der Befund, der mit der HEp-2-Zelle als Sub-
strat erhoben wird, ist mit der Bezeichnung ANA sachlich
nicht richtig angegeben. Es sollten neben den typischen,
nur gegen Antigene des Zellkerns gerichtete Antikor-
per (= ANA), auch Muster von Antikorpern beschrie-
ben werden, die gegen andere Zellkompartimente (z.B.
bestimmte Organellen) gerichtet sind wie Strukturen des
Zytoplasmas, der Kernmembran oder der sich teilenden
Zelle. Solche Antikérper konnen bei Erkrankungen wie
autoimmunen Myopathien, der primar bilidren Leberzir-
rhose oder dem SLE diagnostische Bedeutung haben.

In einem zertifizierten Labor kénnen Empfehlungen,
die durch international anerkannte Expertengruppen
herausgegeben werden, nicht ignoriert werden. Die Oster-
reichische EASI-Gruppe hat sich daher bemiiht, die 2014
verdffentlichten Empfehlungen an 6sterreichische Verhalt-
nisse anzupassen. Aus Zeitgriinden war eine Abstimmung
mit der deutschen EASI-Gruppe sowie der DGKL-Sektion
Immundiagnostik bisher nicht méglich. Wir méchten aus-
driicklich betonen, dass die vorliegenden Uberlegungen
und Korrekturen zur Antikérperdiagnostik auf HEp-2-Zel-
len eine vorldufige Stellungnahme darstellt als Grundlage
fiir eine breite Diskussion, um auch fiir den deutschen
Sprachraum einen giiltigen Konsens zu finden.
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Internationale Empfehlungen werden in der engli-
schen Sprache herausgegeben, Ubersetzungen und klare
Empfehlungen in andere Sprachen fehlen. Die Folge sind
zumeist unterschiedliche Ausdrucksweisen fiir die Mus-
terbeschreibungen. In Osterreich werden hiufig deut-
sche und englische Bezeichnungen vermischt, vor allem
dann, wenn fiir den englischen Ausdruck kein eindeutiges
und allgemein beniitztes Eigenschaftswort greifbar ist.
Die osterreichische EASI-Gruppe hat sich bemiiht, eine
deutsche Formulierung zu finden, um eine landesweit
einheitliche Befundausgabe zu erleichtern.

Neben sprachlichen Formulierungen sind noch andere
Probleme zu beriicksichtigen. In Tabelle 2 werden viele
Muster angegeben, die von erfahrenen Befundern erkannt
werden konnen. Das soll aber nicht bedeuten, dass ein
Routinelabor auch alle Muster erkennen muss. Wichtig ist
das Urteil, ob ein Autoantikorper in krankheitsrelevanter
Konzentration vorliegt oder nicht. Darauf beruht auch das
Prinzip von automatischen Lesegeraten fiir iIF, mit denen in
erster Linie negative Proben richtig erkannt werden sollten,
um Zeit und {iberfliissige Analytik einzusparen [18]. Fiir
den interessierten Befunder und Befundempfanger diirfte
die Tabelle 2 aber eine niitzliche Hilfe darstellen.

Ein weiteres Problem fiir eine genaue Befundausgabe
ergibt sich durch die Verwendung von unterschiedlichen
Computersystemen und verwendeten Softwareprogram-
men fiir die Befundausgabe. Die Anzahl der Zeichen, die
fiir einen Befund zur Verfiigung stehen, ist meist limitiert
und es ist schwierig, neben dem Muster und der ver-
wendeten Methode auch noch den englischen Ausdruck
anzugeben. Dieses Problem muss ein Labor fiir sich selbst
entscheiden und Wege suchen, um den Empfehlungen so
weit wie moéglich nachkommen zu kénnen.

Zusammenfassend kann die Umsetzung internationa-
ler und nationaler Empfehlungen von Expertengremien
wesentlich zur Harmonisierung der Autoimmundiagnos-
tik beitragen, ersetzt aber nicht die enge Kooperation
zwischen Labor und einsendendem Arzt im Rahmen der
Befundermittlung und Befundinterpretation.
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