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Autoantikorper gegen Zellkerne (ANA)
Definition

Autoantikorper gegen Zellkerne sind Autoantikorper, die sich gegen Antigene
des Zellkerns richten. Bei der Bezeichnung dieser Autoantigene hat man sich
entweder nach biochemischen Merkmalen gerichtet (DNS, Histone, Ribo-
nukleoproteine: RNP), oder nach mit den Autoantikérpern assoziierten Krank-
heiten (SS-A, SS-B: Sjogren-Syndrom, Antigene A und B; PM-Scl: Polymyositis,
Progressive Systemsklerose), manchmal aber auch nach dem Namen der
Patienten, bei denen die Antikorper zuerst beschrieben wurden (Sm, Ro, La).

In der HEp-2-Zelle werden iiber 100 Autoantigene prasentiert.
Die wichtigsten sind:

Polynukleotide Doppelstrang-DNS, Einzelstrang-DNS, RNS
Histone H1, H2A, H2B, H3, H4, H2A-H2B-Komplex
Ribonukleoproteine U1-(n)RNP, Sm, SS-A (Ro), SS-B (La)

Antigene des Nukleolus U3-(n)RNP/Fibrillarin, RNS-Polymerase |,
PM-Scl (PM-1), 7-2-RNP (To), 4-6-S-RNS,
NOR-90 (Nukleolus-Organisator)

Zentromere Kinetochor-Proteine

Weitere Proteine Topoisomerase | (Scl-70), PCNA (Cyclin 1), Kern-
granula, Ku, Mi-2, Lamine, Lamin-Rezeptoren

Analytik

Goldstandard fiir die Bestimmung der Autoantikorper gegen Zellkerne (ANA)
ist der indirekte Immunfluoreszenztest (IIFT) mit humanen Epithelzellen (HEp-2)
und Primatenleber, der flir seine hohe Sensitivitat und Spezifitat bekannt ist —
positive und negative Proben ergeben einen grol3en Signalunterschied, weil
man bei der mikroskopischen Auswertung genau feststellen kann, wie sich
ein Indikator-Farbstoff (in der Regel Fluorescein) in einem Gewebe oder in
Zellen verteilt. Fiir jeden gebundenen Autoantikdrper ergibt sich ein typisches
Fluoreszenzmuster, je nach Lokalisation der einzelnen Autoantigene. Bei einem
positiven Resultat setzt man zur endgtiltigen Differenzierung Testsubstrate mit
definierten Einzelantigenen (ELISA, Westernblot, Linienblot) ein. Die alleinige
Verwendung dieser monospezifischen Testmethoden reicht fiir die Bestimmung
der Autoantikérper gegen Zellkerne nicht aus, da bisher nicht alle relevanten
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Antigene in aufgereinigter Form verfuigbar sind. Auch zur Kontrolle ihrer Plausi-
bilitat ist immer ein lIIFT parallel zu monospezifischen Tests durchzufiihren.

Bewertung

Autoantikorper gegen Zellkerne (ANA) im Serum von Patienten sind ein charak-
teristischer Befund bei vielen Erkrankungen, vor allem (aber nicht ausschliel3-
lich) des rheumatischen Formenkreises. Im Vordergrund stehen:

Autoimmunerkrankung Pravalenz ANA in %
Systemischer Lupus erythematodes (SLE, aktiv) 95-100
Medikamenten-induzierter Lupus erythematodes 100
Mischkollagenose (MCTD, Sharp-Syndrom) 100
Rheumatoide Arthritis 20-40
Andere rheumatische Erkrankungen 20-50
Progressive Systemsklerose 85-95
Polymyositis/Dermatomyositis 30-50
Sjogren-Syndrom 70-80
Autoimmun-Hepatitis 30-40
Colitis ulcerosa 26

Der Nachweis von Autoantikdrpern gegen Zellkerne stellt flir viele Autoimmun-
erkrankungen ein wesentliches Diagnostikum dar. Antikorper gegen nukleare
Antigene sind gegen verschiedene Zellkernbestandteile (biochemische Sub-
stanzen des Zellkerns) gerichtet. Diese umfassen die Nukleinsauren, Zellkern-
proteine und Ribonukleoproteine. Sie sind ein charakteristischer Befund bei
verschiedenen Erkrankungen, vor allem solchen des rheumatischen Formen-
kreises. Die Haufigkeit (Pravalenz) antinukledrer Antikorper bei entziindlichen
rheumatischen Erkrankungen liegt zwischen 20% und 100%, am niedrigsten
bei der Rheumatoiden Arthritis, und zwar zwischen 20 % und 40 %. Folglich ist
die differenzierte Antikorperdiagnostik gegen nukleare Antigene zur Identifizie-
rung der einzelnen rheumatischen Erkrankungen und zur Abgrenzung gegen-
Uber anderen Autoimmunerkrankungen unabdingbar.

Systemischer Lupus erythematodes

Beim Systemischen Lupus erythematodes (SLE), auch Lupus erythematodes
disseminatus (LED) genannt, gilt der Nachweis der Autoantikorper gegen
Doppelstrang-DNS als wichtigstes Kriterium fiir die Diagnose. Immunkomplexe
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aus Doppelstrang-DNS und entsprechenden AutoantikOrpern verursachen
Gewebeschéaden in Subcutis, Nieren und anderen Organen. Der Antikdrpertiter
korreliert mit der Krankheitsaktivitat. Ebenso gelten Antikdrper gegen Nukleo-
somen und Sm als pathognomonisch fiir den Systemischen Lupus erythema-
todes. Daneben sind bei dieser Krankheit Antikdrper gegen weitere Polynukleo-
tide, Ribonukleotide, Histone und andere Antigene des Zellkerns nachweisbar.
Beim Medikamenten-induzierten Lupus erythematodes mit den Symptomen
Arthralgien, Arthritis, Exanthem, Serositis, Myalgien, Leber- und Milzver-
groBerung treten konstant Antikorper gegen Histone auf. Diese reversible Form
des SLE kann ausgel6st werden durch Antibiotika (z. B. Penicillin, Streptomycin,
Tetracycline), Chemotherapeutika (z.B. INH, Sulfonamide), Antiepileptika (z.B.
Phenytoin, Hydantoine), Antiarrythmika (z.B. Procainamid, Practolol), Anti-
hypertensiva (z.B. Reserpin, Hydralazin), Psychopharmaka (z.B. Chlor-
promacin), Thyreostatika (z.B. Thiouracilderivate), antirheumatische Basis-
therapeutika (z.B. Gold, D-Penicillamin) und andere wie z.B. Kontrazeptiva und
Allopurinol.

Autoantikorper bei Systemischem Lupus erythematodes (SLE)

Antigen Pravalenz in %
Doppelstrang-DNS 60-90
Einzelstrang-DNS 70-95
Nukleosomen 50-70
RNS 50
RNS-Helikase A 6
Histone 50-80
U1-nRNP 15-40
Sm 5-40
SS-A (Ro) 20-60
SS-B (La) 10-20
PCNA-like 3
Ku 10
Ribosomale P-Proteine 10

Mischkollagenose

Bei der Mischkollagenose sind hohe Autoantikorpertiter gegen U1-nRNP cha-
rakteristisch. Der Antikorpertiter korreliert mit der Krankheitsaktivitat.
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Autoantikorper bei Mischkollagenose (MCTD, Sharp-Syndrom)

Antigen Pravalenz in %
U1-nRNP 95-100
Einzelstrang-DNS 20-50

Rheumatoide Arthritis

Bei Rheumatoider Arthritis (RA) werden bei bis zur Halfte der Patienten-
seren Antikorper gegen Histone festgestellt, seltener finden sich Titer gegen
U1-nRNP. Antikorper gegen RANA (,Rheumatoid Arthritis Nuclear Antigen”)
sind mit HEp-2-Zellen nicht nachweisbar.

Autoantikérper bei Rheumatoider Arthritis

Antigen Pravalenz in %
Histone 15-50
Einzelstrang-DNS 8
U1-nRNP 3

Progressive Systemsklerose

Die Progressive Systemsklerose (Progressive Systemische Skerodermie = PSS,
Sklerodermie) kann sich in zwei nicht immer eindeutig gegeneinander abgrenz-
baren Formen manifestieren. Bisher wurden nur bei der diffusen Form Antikorper
gegen Fibrillarin, RNS-Polymerase | und Topoisomerase | (Scl-70) beobachtet.
Autoantikorper gegen Zentromere sind mit der limitierten Form der PSS assozi-
iert.

Autoantikorper bei Progressiver Systemsklerose (limitierte Form)

Antigen Pravalenz in %
Zentromere 80-95

Autoantikorper bei Progressiver Systemsklerose (diffuse Form)

Antigen Pravalenz in %
Fibrillarin 5-10
PM-Scl (PM-1): (75-kDa-/100-kDa-Hauptantigen) 13(10/7)
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Autoantikorper bei Progressiver Systemsklerose (diffuse Form)

Antigen Pravalenz in %
Topoisomerase | (Scl-70) 25-75
RNS-Polymerase | 4
Ku, einschl. Overlap-Syndrom mit PM/DM 25-50
7-2-RNP (To) selten
NOR-90 (Nucleolusorganisator-Region) selten

Polymyositis / Dermatomyositis

Autoantikorper gegen PM-Scl treten bei Polymyositis und Dermatomyositis
auf. Auch andere Zellkern-Antikorper (Mi-1, Mi-2 und Ku) und Antikérper gegen
Jo-1 kdnnen bei diesen Erkrankungen nachgewiesen werden.

Autoantikérper bei Polymyositis und Dermatomyositis

Antigen Pravalenz in %
PM-Scl (PM-1), einschl. Overlap-Syndrom mit PSS 24-55
Jo-1 (Histidyl-tRNS-Synthetase) 25-35
Mi-1 10
Mi-2 5-30
Ku, einschl. Overlap-Syndrom mit PSS 25-50
Einzelstrang-DNS 40-50
SRP 5
TIF1-gamma 5
PL-7, PL-12 (Aminoacyl-tRNS-Synthetasen) 3-4

Sjogren-Syndrom

Beim (primaren) Sjogren-Syndrom treten Antikdrper gegen SS-A und SS-B auf,
vorwiegend miteinander kombiniert. Zusatzlich kénnen Autoantikdrper gegen
Speicheldriisen-Ausfiihrungsgange bei 40 % bis 60 % der Falle vorliegen.

Autoantikérper bei primarem Sjégren-Syndrom

Antigen Pravalenz in %
SS-A (Ro) 40-95
SS-B (La) 40-95
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Autoantikorper bei primarem Sjogren-Syndrom

Antigen Pravalenz in %
Einzelstrang-DNS 13
(Speicheldriisen-Ausfiihrungsgange 40-60)

Primar-biliare Cholangitis (frither: Priméar-biliare Leberzirrhose)

Neben Antikorpern gegen Mitochondrien sind mit der Primar-bilidaren Cholan-
gitis eine Reihe von Autoantikorpern gegen Zellkerne assoziiert, die teilweise
als pathognomonisch anzusehen sind. Darliber hinaus findet man bei PBC auch
haufig Antikorper gegen SS-A und gegen Zentromere, die beide, wie auch die
Antikorper gegen gp210, auf eine ungtinstigere Prognose hinweisen.

Autoantikorper bei Primar-biliarer Cholangitis

Antigen Pravalenz in %
AMA-M2 95
Nuclear Dots 25-40
Kernmembran 20-40
SS-A 20
Zentromere 20-30

Auch bei subjektiv gesund erscheinenden Personen konnen Antikorper gegen
Zellkerne nachgewiesen werden, mit einer Pravalenz von 5% und meistens
niedrigen Titern (verschiedene Immunglobulinklassen, vorwiegend aber IgM).

Autoantikdrper gegen Zellkerne: Die wichtigsten assoziierten Krankheiten
Antigen Krankheit Pravalenz in %
dsDNS System. Lupus erythematodes (SLE) 60-90
SLE 70-95
Medikamenten-induzierter SLE 60
Mischkollagenose 20-50
ssDNS Polymyositis/ Dermatomyositis 40-50
Progressive Systemsklerose (PSS), Sjo-
gren-Syndrom, Rheum. Arthritis (RA) 8-14
SLE 50
RNS PSS, Sjogren-Syndrom 65




EUROIMMUN i seia - N N

a PerkinElmer company AG

Autoantikorper gegen Zellkerne: Die wichtigsten assoziierten Krankheiten
Antigen Krankheit Pravalenz in %
Medikamenten-induzierter SLE 95
Histone SLE 50-80
RA 15-50
Mischkollagenose 95-100
U1-nRNP SLE 15-40
RA 3
Sm SLE 5-40
Sjogren-Syndrom 40-95
SS-A (Ro) SLE 20-60
Neonatales Lupus-Syndrom 100
Sjogren-Syndrom 40-95
SS-B (La) SLE 10-20
Fibrillarin PSS, diffus 5-10
RNS-Polymerase | PSS, diffus 4
RNS-Helikase A SLE 6
Poly-/Dermatomyositis/Overlap-Syndr. 24-55
PM-Scl (PM-1) " pss, giffus 13
Zentromere PSS, limitiert 80-95
Topoisomerase | PSS, diffus 25-75
PCNA-like SLE 3
Ku SLE 10
Poly-/Dermatomyositis, PSS 25-50
Mi-1, Mi-2 Dermatomyositis 5-30

Antikorper gegen Bestandteile des Cytoplasmas der HEp-2-Zellen sind am
Immunfluoreszenzmuster nicht immer eindeutig differenzierbar. Nur wenige
Cytoplasma-reaktive Antikorper lassen sich einer bestimmten Krankheit zu-
ordnen — unter anderem Antikérper gegen Mitochondrien bei Primar-biliarer
Cholangitis und gegen die Proteine Jo-1, PL-7 und PL-12 bei Polymyositis und
Dermatomyositis. Weitere seltene Antikorper bei Polymyositis sind gegen OJ,
EJ und Signal-Erkennungs-Partikel (SRP) gerichtet. Andere cytoplasmatische
Antikorper — gegen Ribosomen, Golgi-Apparat, Lysosomen und Cytoskelett-
anteile wie Vimentin oder Cytokeratine — sind von untergeordneter klinischer
Bedeutung. Auch der diagnostische Nutzen Mitose-assoziierter Antigene ist
noch nicht endgtiltig geklart. Die Zusammenschau der aufgefiihrten Argumen-
te belegt die herausragende immunologische Relevanz und den damit verbun-
denen diagnostischen Wert der Autoantikdrper gegen Zellkerne.
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Autoantikorper negativ (AC-0)

HEp-2-Zellen

HEp-2-Zellen weisen keine spezifische Fluoreszenz auf.
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Autoantikorper gegen Zellkerne, Muster homogen (AC-1)

HEp-2-Zellen Primatenleber

HEp-2-Zellen zeigen eine homogene Fluoreszenz der Zellkerne. Die konden-
sierten Chromosomen der mitotischen Zellen sind positiv, die Umgebung der
Chromosomen ist dunkel.

Auf der Primatenleber ist eine homogene, zum Teil aber auch eine grob- bis
feinschollige Fluoreszenz der Zellkerne zu beobachten.

Bekannte Zielantigene: dsDNS, ssDNS, Nukleosomen und Histone.

Klinische Assoziation: SLE, Medikamenten-induzierter SLE und Juvenile Idio-
pathische Arthritis.
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Autoantikorper gegen dsDNS

AAk gegen dsDNS pos. AAk gegen dsDNS neg. AAk gegen dsDNS neg.
(Kinetoplast) (Zellkern) (Basalkorperchen)

Standardsubstrat flir die Immunfluoreszenz ist der Hamoflagellat Crithidia
luciliae. Er besitzt ein dsDNS-haltiges Riesenmitochondrium (Kinetoplast), das
aulRer dsDNS im wesentlichen keine Antigene aufweist, die auch im Zellkern
vorkommen. Antikorper, die mit dem Kinetoplasten reagieren, sind daher aus-
schliel3lich gegen dsDNS gerichtet. Sie ergeben bei C. luciliae eine homogene,
zum Teil randbetonte Fluoreszenz des Kinetoplasten. Eine Reaktion des Zell-
kerns wird nicht bewertet, die Fluoreszenz des Basalkorperchens der Geil3el
ist ohne Bedeutung. Antikdrper gegen ssDNS konnen den Kinetoplasten nicht
anfarben.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen dsDNS findet man ausschlieBlich bei
SLE, und zwar je nach Untersuchungsmethode und Krankheitsaktivitat in 60 %
bis 90 % der Falle.



EUROIMMUN  Uaidt sy sstina - N W N

a PerkinElmer company AG

Autoantikorper gegen Zellkerne, Muster DFS (AC-2)

HEp-2-Zellen

Bei Autoantikorpern gegen das DFS70-Antigen (und ggf. weitere Antigene) zei-
gen HEp-2-Zellen eine gleichmalig tUber den Zellkern verteilte, dichte und fein
gepunktete Fluoreszenz (dense fine speckled) mit granuldrer Anfarbung der
kondensierten Chromosomen.

Bekanntes Zielantigen: DFS70.

Klinische Assoziation: Autoantikdrper gegen DFS70 sind bei Patienten mit un-
terschiedlichen Erkrankungen (u.a. Atopische Dermatitis, Asthma und Inter-
stitielle Zystitis) und auch bei Gesunden nachgewiesen worden. Es wurde
diskutiert, ob ein Nachweis dieser Autoantikdrper aufgrund der vermuteten
geringen Pravalenz bei systemischen Autoimmunerkrankungen des rheuma-
tischen Formenkreises als Ausschlusskriterium dienen kann. Zwischenzeitlich
konnte jedoch gezeigt werden, dass Anti-DFS70-Antikorper auch mit Pravalen-
zen von bis zu 11 % bei rheumatischen Autoimmunerkrankungen auftreten. Die
klinische Assoziation bleibt unklar.
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Autoantikorper gegen Zentromere (AC-3)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Auf HEp-2-Zellen zeigt sich ein sehr spezifisches Fluoreszenzmuster, welches
durch feine, gleich groRe Granula (in der Regel 46 oder 92 Zentromere je Zell-
kern) charakterisiert ist. Die Granula der Interphase-Zellen sind gleichmaRig
Uber den Zellkern verteilt, bei mitotischen Zellen sind sie je nach Stadium band-
férmig in der Aquatorialebene (Metaphase) oder in zwei parallelen, sich den
Zentriolen ndhernden Bandern (Anaphase) angeordnet.

Auf Gewebeschnitten der Primatenleber stellen sich 10 bis 20 lGber den Zell-
kern verteilte Granula dar, die im Vergleich zum Bild bei HEp-2-Zellen wesent-
lich schwacher fluoreszieren und leicht tibersehen werden konnen. Mitotische
Zellen sind auf der Leber nur selten zu identifizieren.

Bekannte Zielantigene: CENP-A und -B.

Klinische Assoziation: Mit hoher Spezifitat und einer Pravalenz von 80-95%
sind Antikorper gegen Zentromere pathognomonisch flir die limitierte Form
der Progressiven Systemsklerose. Bei der limitierten Form sind die Akren be-
vorzugt, und die inneren Organe sind nur wenig betroffen.
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Autoantikorper gegen Nukleoplasma, feingranular (AC-4)

HEp-2-Zellen Primatenleber

HEp-2-Zellen zeigen in der Interphase eine feingranulare Fluoreszenz der Zell-
kerne. Die Nukleoli erscheinen ebenfalls positiv, sind aber vom Nukleoplasma
etwas abgesetzt, bei einem Teil der Proben sind sie ausgespart. Mitotische
Zellen weisen ebenfalls eine granulare Fluoreszenz auf, unter Freilassung der
Chromosomen.

Auf Primatenleber fehlt die entsprechende granulare Reaktion der Hepato-
cytenkerne, dagegen zeigen sich dort bei hoheren Antikorpertitern glatt fluores-
zierende Nukleoli.

Bekannte Zielantigene: SS-A und SS-B.

Klinische Assoziation: Sjogren-Syndrom, SLE und Neonataler LE.
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Autoantikorper gegen Ku (AC-4)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Antikorper gegen Ku zeigen mit HEp-2-Zellen eine feingranulare Fluoreszenz
der Zellkerne, die Nukleoli sind teilweise positiv. Es ist kaum ein Unterschied zu
Autoantikorpern gegen SS-A, SS-B, Sm und RNP zu erkennen.

Dagegen zeigt die parallel, mdglichst im selben Feld inkubierte Primatenleber
eine typische schollig-fleckige Farbung der Zellkerne, die fast unverwechselbar
Autoantikorper gegen Ku beweist.

Klinische Assoziation: Autoantikorper gegen Ku treten mit folgenden Pra-
valenzen auf: Uberlappungssyndrom aus Poly-/Dermatomyositis und Progres-
siver Systemsklerose 24-55% (h&ufig einhergehend mit primarem pulmo-
nalem Hochdruck), verschiedene Myositisformen 5-10%, Systemischer Lupus
erythematodes 10 % und Progressive Systemsklerose bis zu 5 %.
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Autoantikérper gegen Mi-2 (AC-4)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Antikorper gegen Mi-2 zeigen im indirekten Immunfluoreszenztest mit HEp-2-
Zellen eine feingranulare Fluoreszenz der Zellkerne. Die Nukleoli sind teilweise
ausgespart.

Auf Primatenleber rufen Autoantikdrper gegen Mi-2 eine feingranulare Fluores-
zenz der Hepatocytenkerne hervor.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen Mi-2 sind hochspezifisch fir eine Der-
matomyositis mit Nagelfalz-Hypertrophie. Sie werden bei 5-30% der Pati-
enten mit Dermatomyositis und bei 8-12% der Patienten mit Idiopathischer
Myositis beobachtet.
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Autoantikorper gegen TIF1-gamma (AC-4)

HEp-2-Zellen TIF1-gamma-transfizierte Zellen

Antikorper gegen TIF1-gamma zeigen mit HEp-2-Zellen eine feingranulare
Fluoreszenz, die liber den gesamten Zellkern verteilt ist, wobei die Nukleoli aus-
gespart sind. Mitotische Zellen weisen ebenfalls eine feingranulare Fluoreszenz
unter Freilassung der Chromosomen auf.

Antikorper gegen TIF1-gamma reagieren mit den transfizierten Zellen des Test-
substrats. Sie erzeugen im Cytoplasma eine glatte bis feingranulare Fluores-
zenz, die Zellkerne sind haufig geringfligig angefarbt.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen TIF1-gamma finden sich mit einer
Pravalenz von 5% bei Patienten mit Dermatomyositis. Sie sind insbesondere
spezifisch flir die Carcinoma-assoziierten (paraneoplastischen) (Dermato-)Myo-
sitiden (CAM).
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Autoantikorper gegen Nukleoplasma, grobgranular (AC-5)

HEp-2-Zellen Primatenleber

HEp-2-Zellen zeigen in der Regel eine grobgranulare, manchmal auch eine mit-
tel- bis feingranulare Fluoreszenz, die lGiber den gesamten Zellkern verteilt ist,
aber die Nukleoli frei lasst. In Mitose-Zellen sind die kondensierten Chromo-
somen dunkel, perichromosomal zeigt sich eine fast homogene, glatte Fluores-
zenz.

Gewebeschnitte der Primatenleber weisen ebenfalls eine granulare Fluoreszenz
auf, die Nukleoli sind ausgespart. Die Antikorper reagieren mit der Primaten-
leber ebenso stark wie mit HEp-2-Zellen.

Bekannte Zielantigene: hnRNP, UTRNP, Sm und RNS-Polymerase lll.

Klinische Assoziation: SLE und Mischkollagenosen.
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Autoantikorper gegen Nuclear Dots (AC-6)

HEp-2-Zellen Primatenleber

In der Immunfluoreszenz stellen sich mit HEp-2-Zellen in den Kernen der Inter-
phase 6-20 unterschiedlich grof3e Granula dar, die tiber den Zellkern verteilt sind
(Nuclear Dots). Das Cytoplasma ist dunkel, wenn nicht gleichzeitig die ebenfalls
mit Primar-biliarer Cholangitis assoziierten Antikérper gegen Mitochondrien vor-
liegen. Bei den Mitosen sind die Nuclear Dots aufgeldst, auRerhalb der (nicht an-
gefarbten) Chromosomen fluoreszieren nur vereinzelte Granula.

Antikorper gegen Nuclear Dots reagieren mit Primatenleber mindestens eben-
so stark wie mit HEp-2-Zellen. Man kann sie bei paralleler Verwendung beider
Substrate auch dann identifizieren, wenn gleichzeitig Antikdrper gegen Zentro-
mere vorliegen, was gelegentlich bei Primar-biliarer Cholangitis vorkommt.

Bekannte Zielantigene: Sp100, Sp140, PML, SUMO und MJ/NXP-2.
Klinische Assoziation: Autoantikorper gegen Nuclear Dots werden bei 25-40%
der Patienten mit Primar-biliarer Cholangitis gefunden. Das Muster ist zudem

ein Erkennungsmerkmal fir rheumatische Erkrankungen.
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Autoantikorper gegen Few Nuclear Dots (AC-7)

HEp-2-Zellen Primatenleber

In der Immunfluoreszenz mit HEp-2-Zellen zeigen sich bei dem Muster Few
Nuclear Dots lediglich 1-6 Punkte (dots) pro Zellkern — oft in der Nahe der
Nukleoli. In der spaten S/G2-Phase des Zellzyklus weisen die Zellen relativ viele
Punkte (4-6) auf. Dabei ist das Metaphase-Chromatin fiir gewohnlich negativ.
Diese nukleolaren Punkte werden als Cajal-Korper (friiher auch: coiled bodies)
bezeichnet.

Im Gewebeschnitt der Primatenleber stellen sich die Punkte verglichen mit den
HEp-2-Zellen leicht vergroRert dar, wobei die Leber jedoch auch negativ reagie-
ren kann.

Bekannte Zielantigene: p80-coilin und SMN (survival of motor neuron).

Klinische Assoziation: Sjogren-Syndrom und SLE.
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Autoantikorper gegen PM-Scl (AC-8)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Autoantikorper gegen PM-Scl zeigen in der Immunfluoreszenz bei HEp-2-Zellen
eine homogene Fluoreszenz der Nukleoli mit gleichzeitig schwacherer, fein-
granularer Reaktion des Nukleoplasma. Die kondensierten Chromosomen der
mitotischen Zellen sind ausgespart, perichromosomal zeigt sich eine feine, gra-
nulare Fluoreszenz.

Bei Gefrierschnitten der Primatenleber ergibt sich eine homogene Fluoreszenz
der Nukleoli, sowie eine sehr schwache, feingranulare bis retikulare Anfarbung
des Zellkerns.

Klinische Assoziation: PM-Scl-Antikorper werden bei 24-55% der Patienten mit
Polymyositis/Systemsklerose-Uberlappungs-Syndrom nachgewiesen. Hier sind
die Autoantikorper in der Regel gegen beide Hauptantigene gerichtet: PM-Scl75
und PM-Scl100. Liegt ausschlieBlich eine Progressive Systemsklerose vor, zeigen
Antikorper gegen PM-Scl75 eine Pravalenz von 10% und gegen PM-Scl100 eine
Pravalenzvon 7 %. Bei Testsystemen, die ausschliel3lich Anti-PM-Scl100 nachwei-
sen, bleibt ein Anteil an Patienten mit Progressiver Systemsklerose unentdeckt.
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Autoantikorper gegen U3-nRNP /Fibrillarin (AC-9)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Bei HEp-2-Zellen zeigt sich bei Interphase-Zellen eine granulare Fluoreszenz der
Nukleoli. Mitotische Zellen weisen eine kranzartige perichromosomale Fluores-
zenz auf.

Auf der Primatenleber zeigt sich eine homogene Fluoreszenz der Nukleoli.
Klinische Assoziation: Antikorper gegen Fibrillarin wurden bisher nur bei der

Progressiven Systemsklerose (diffuse Form) beobachtet. Die Pravalenz betragt
5-10%.
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Autoantikorper gegen RNS-Polymerase | (AC-10)

HEp-2-Zellen Primatenleber

HEp-2-Zellen zeigen eine granulare Fluoreszenz der Nukleoli, das Nukleoplas-
ma ist fast dunkel. In der Mitose bleibt die Region der kondensierten Chromo-
somen ungefarbt, perichromosomal zeigt sich eine feingranulare bis glatte
Fluoreszenz. Bei gleichzeitigem Auftreten von Autoantikorpern gegen NOR-90
fluoreszieren bei mitotischen Zellen ein bis mehrere Plinktchen.

Auf Gewebeschnitten der Primatenleber reagieren die Nukleoli positiv.
Klinische Assoziation: Antikorper gegen RNS-Polymerase | wurden bisher nur

bei Progressiver Systemsklerose (diffuse Form) nachgewiesen. Die Pravalenz
betragt 4 %.
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Autoantikorper gegen NOR-90 (AC-10)

HEp-2-Zellen

Bei HEp-2-Zellen in der Metaphase fluoreszieren innerhalb des kondensier-
ten Chromosomenmaterials ein bis mehrere Plinktchen, die dem Nukleolus-
Organisator (NOR) entsprechen. Das Cytoplasma mitotischer Zellen kann leicht
positiv sein. Interphase-Zellen zeigen eine granulare Fluoreszenz der Nukleoli.

Klinische Assoziation: Progressive Systemsklerose (diffuse Form).
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Autoantikérper gegen Kernmembran (AC-11/AC-12)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Bei HEp-2-Zellen zeigen die Interphase-Zellen eine homogene Fluoreszenz der
Zellkerne, die Rander der Zellkerne sind betont. Die Chromosomen der mito-
tischen Zellen sind dunkel.

Auf Gewebeschnitten der Primatenleber stellt sich die charakteristische lineare
Fluoreszenz der Kernmembran dar.

Bekannte Zielantigene: gp210, Lamin A, B und C sowie der Lamin-B-Rezeptor.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen Kernmembran treten bei Primar-biliarer
Cholangitis (PBC) auf.

26



EUROIMMUN  USyordiiynostiva - N N N N

a PerkinElmer company AG

Autoantikorper gegen PCNA (AC-13)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Antikorper gegen PCNA zeigen mit HEp-2-Zellen ein Zellzyklus-abhangiges
Fluoreszenzmuster. Die Halfte der Zellkerne aller Interphase-Zellen weist eine
helle, feingranulare Grundfluoreszenz auf, unter Aussparung der Nukleoli. Bei
der anderen Halfte findet man das gleiche Fluoreszenzmuster, die Intensitat ist
aber um den Faktor 10 geringer. In der Mitose ist der Bereich der kondensier-
ten Chromosomen nicht mit angefarbt, perichromosomal zeigt sich eine nur
schwache feingranulare Fluoreszenz, in Muster und Intensitat den dunkleren
Kernen der Interphase-Zellen entsprechend.

Die Primatenleber reagiert weitestgehend negativ.

Klinische Assoziation: PCNA-Antikorper sind spezifisch flir SLE. Die Pravalenz
betragt aber nur 3%.
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Autoantikorper gegen CENP-F (Cyclin Il - Mitosin) (AC-14)

HEp-2-Zellen

Bei HEp-2-Zellen zeigt sich eine fein- bis grobgranulare Fluoreszenz der Zell-
kerne. Dabei unterliegt die Intensitat der Farbung starken Schwankungen.
G2-Phase-Nuklei weisen die starkste Fluoreszenz auf, G1-Phase-Nuklei re-
agieren wesentlich schwacher bis gar nicht. Dartiber hinaus fluoreszieren die
mitotischen Zellen unter Aussparung der Chromosomenregion besonders
stark, glatt bis feingranuléar. Die Zentromere sind ausschlielich in der Prometa-
und Metaphase positiv und zeigen dann viele aneinandergereihte kleine und
matte Punkte. In Prometaphase-Zellen ist haufig die Zellkernmembran leicht ge-
farbt. Wahrend der Ana- und Telophase kommt es zum Teil zu einer intensiven
Fluoreszenz in der Trennzone (Midbody). Das Cytoplasma mitotischer Zellen ist
diffus gefarbt.

Die Primatenleber zeigt keine spezifische Reaktion.
Klinische Assoziation: Bei 50% der Patienten mit Antikorpern gegen CENP-F
liegt eine maligne Grunderkrankung vor, wobei viele Tumore in Frage kommen

kénnen.
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Autoantikorper gegen F-Actin (AC-15)

VSM47 HEp-2-Zellen Primatenleber

Bei Autoantikérpern gegen F-Actin wird mit der Zell-Linie VSM47 (vascular
smooth muscle) ein mikrofilamentoses Fluoreszenzmuster sichtbar.

Bei HEp-2-Zellen zeigen sich einzelne bis zahlreiche gebiindelte Faserstruktu-
ren, die vorwiegend im Cytoplasma verlaufen, sich aber auch tber den Zellkern
ziehen.

Auf Gewebeschnitten der Primatenleber kann man eine deutliche Reaktion der
Gallenkanalikuli beobachten.

Klinische Assoziation: Die Bestimmung der Antikorper gegen F-Actin ist von
besonderer Bedeutung bei der Diagnose der Autoimmun-Hepatitis (AlIH, Pra-
valenz 40-90%), dem Ausschluss einer kombinierten Lebererkrankung (Over-
lap-Syndrom) und der Abgrenzung der AIH gegentber einer Alkohol- oder
Medikamenten-induzierten Zirrhose und anderen chronischen Entzindungen
der Leber, wie Virus-induzierte Hepatitis, Primar-bilidare Cholangitis (PBC) und
Primar-sklerosierende Cholangitis (PSC).
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Autoantikérper gegen Tropomyosin (AC-16)

HEp-2-Zellen Primatenleber

In der Immunfluoreszenz mit HEp-2-Zellen entsteht das Bild der Faserschlingen.
Die Primatenleber weist ein faseriges Muster im Parenchym auf.

Klinische Assoziation: Uber die diagnostische Bedeutung der Autoantikdrper
gegen Tropomyosin ist ebenso wenig bekannt wie lber die der selteneren

Autoantikorper gegen Cytokeratin, Vimentin und anderer. Sie sollen im Zusam-
menhang mit verschiedenen Entziindungsreaktionen und Infektionen stehen.
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Autoantikérper gegen Vimentin (AC-16)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Antikorper gegen Vimentin farben im Cytoplasma der HEp-2-Zellen ein feines
Fasergeflecht an, das in der Umgebung der Zellkerne besonders dicht ist. Bei
Mitosen sieht man aufl3erhalb der dunklen Chromosomen zahlreiche runde
Fluoreszenz-Tropfchen. Moglicherweise handelt es sich dabei um kondensier-
tes Vimentin.

Auf dem Gefrierschnitt der Primatenleber stellt sich eine unspezifische Fluores-
zenz dar.

Klinische Assoziation: Uber die diagnostische Bedeutung der Autoantikdrper
gegen Vimentin ist ebenso wenig bekannt wie tber die der selteneren Auto-
antikorper gegen Cytokeratin, Tropomyosin und anderer. Sie sollen im Zusam-
menhang mit verschiedenen Entziindungsreaktionen und Infektionen stehen.
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Autoantikorper gegen Vinculin (AC-17)

HEp-2-Zellen Primatenleber Rattenniere

Durch Antikorper gegen Vinculin zeigt sich im Cytoplasma von HEp-2-Zellen
eine verstarkte Anfarbung von regelmaldig verteilten, kurzen Abschnitten ent-
lang der Stressfasern des Cytoskeletts.

Die Primatenleber weist eine Fluoreszenz der basalen Grenzflaiche von Endo-
thel und Stroma in den Sinusoiden auf.

Die Glomeruli und Tubuli der Rattenniere zeigen eine filamentdse Fluoreszenz.

Klinische Assoziation: Autoantikorper gegen Vinculin kommen sehr selten vor
und sind mit Myasthenia gravis, Colitis ulcerosa und Morbus Crohn assoziiert.
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Autoantikorper gegen Lysosomen (AC-18)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Auf HEp-2-Zellen stellen sich Antikorper gegen Lysosomen als fein- bis mittel-
und grobtropfige Fluoreszenz im Cytoplasma dar.

Auf dem Gefrierschnitt der Primatenleber stellt sich eine unspezifische Fluores-
zenz dar.

Bekannte Zielantigene: GWB-Proteine (z.B. GW182, Su/Ago2).

Klinische Assoziation: PBC und neurologische Erkrankungen. Autoantikérper
gegen Lysosomen sind gelegentlich auch bei Gesunden zu sehen.
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Autoantikérper gegen PL-7 und PL-12 (AC-19)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Autoantikorper gegen PL-7 und PL-12 zeigen mit HEp-2-Zellen eine feingranu-
lare bis homogene cytoplasmatische Fluoreszenz. Auch die Zellkerne weisen in
vielen Fallen eine distinkte scharfe Punktierung auf: Nach neuen Erkenntnissen
sind die Enzyme PL-7 und PL-12 nicht ausschliel3lich im Cytoplasma lokalisiert,
sondern bei einigen Spezies auch im Zellkern zu finden.

Auf dem Gefrierschnitt der Primatenleber stellt sich eine unspezifische Fluores-
zenz dar.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen PL-7 und PL-12 werden mit einer Pra-
valenz von bis zu 4% bei Myositis nachgewiesen.
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Autoantikérper gegen ribosomale P-Proteine (AC-19)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Autoantikorper gegen ribosomale P-Proteine ergeben mit dem Substrat
HEp-2-Zellen eine glatte bis feingranulare Farbung des Cytoplasmas.

Hepatocyten der Primatenleber zeigen eine vollflachige cytoplasmatische
Fluoreszenz mit fleckformiger Betonung. Bei niedrigen Titern zeigt das Gewebe
keine Reaktion.

Klinische Assoziation: Autoantikdrper gegen ribosomale P-Proteine sind ein
Erkennungsmerkmal des SLE. Die Pravalenz betragt etwa 10 %.
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Autoantikérper gegen SRP (AC-19)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Autoantikorper gegen SRP flihren zu einer vorwiegend cytoplasmatischen,
glatten bis feingranularen Fluoreszenz bei HEp-2-Zellen. Bei den mitotischen
Zellen zeigt sich die Fluoreszenz perichromosomal intensiviert, die Chromoso-
men bleiben ausgespart.

Hepatocyten der Primatenleber zeigen in der Regel eine feingranuléare, Gber
das ganze Organ verteilte Fluoreszenz.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen SRP prasentieren sich bei Polymyositis
und Dermatomyositis in ca. 5% der Falle. Sie sind zudem Marker fiir die nekroti-
sierende Myopathie, eine Autoimmunmyopathie, die sich von der Polymyositis
unterscheidet, aber typische Hautveranderungen wie die der Dermatomyositis
aufweisen kann.
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Autoantikérper gegen Jo-1 (AC-20)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Antikorper gegen Jo-1 zeigen mit HEp-2-Zellen eine feingranulare bis homo-
gene cytoplasmatische Fluoreszenz. Auch die Zellkerne weisen in vielen Fal-
len eine distinkte scharfe Punktierung auf: Nach neuen Erkenntnissen sind die
Jo1-Zielantigene nicht ausschlieBlich im Cytoplasma lokalisiert, sondern bei
einigen Spezies auch im Zellkern zu finden.

Bei Gewebeschnitten der Primatenleber ist das Cytoplasma nur schwach auf-
gehellt, die Fluoreszenz ist diagnostisch nicht verwertbar.

Klinische Assoziation: Antikorper gegen Jo-1 werden bei Polymyositis mit einer
Pravalenz von 25-35% angetroffen. Sie sind haufig mit gleichzeitig bestehen-
den anderen Autoimmunerkrankungen assoziiert wie SLE, Systemsklerose,
Interstitieller Lungenfibrose, Raynaud-Syndrom, Polysynovitis.
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Autoantikérper gegen Mitochondrien (AC-21)

HEp-2-Zellen Primatenleber

HEp-2-Zellen enthalten die Antigene M2, M3, M5 und M9; hier erzeugen die Anti-
korper eine grobgranulare Fluoreszenz des Cytoplasmas, die den Kern nicht mit-
erfasst (friher standen die ebenfalls PBC-relevanten mitreagierenden Nuclear
Dots zu Unrecht im Verdacht, es seien verirrte Mitochondrien).

Die Primatenleber zeigt eine granulare Fluoreszenz des Cytoplasmas. Die Zell-
kerne sind dunkel. Insgesamt reagiert das Gewebe schwacher als die HEp-2-
Zellen.

Klinische Assoziation: Autoantikorper gegen Mitochondrien konnen bei ver-
schiedenen Erkrankungen nachgewiesen werden. Haufig treten sie zusammen
mit anderen Autoantikorpern auf, z.B. mit Autoantikorpern gegen Zellkerne.
Von besonderer Bedeutung sind Antikorper gegen Mitochondrien fiir die
Diagnose der Primar-biliaren Cholangitis (PBC). Die Pravalenz betragt bis
zu 95%.
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Autoantikorper gegen Golgi-Apparat (AC-22)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Autoantikorper gegen den Golgi-Apparat stellen sich in der indirekten Immun-
fluoreszenz auf HEp-2-Zellen als netzig-granulare Strukturen dar, die dem Zell-
kern einseitig anliegen. Bei Zellen, die sich in Mitose befinden, ist der Golgi-
Apparat weitestgehend aufgeldst. Die Antikorper zeigen dort keine Reaktion.

Bei der Primatenleber ist das Cytoplasma der Hepatocyten ebenfalls angefarbt.

Bekannte Zielantigene: Giantin/Macrogolgin, Golgin-95/GM130, Golgin-160,
Golgin-97 und Golgin-245.

Klinische Assoziation: Autoantikorper gegen den Golgi-Apparat treten bei ver-
schiedenen Autoimmunerkrankungen auf, insbesondere bei SLE, dem Sjogren-
Syndrom und der Rheumatoiden Arthritis. Wegen der geringen Krankheits-
spezifitat hat der Nachweis keine grol3e diagnostische Bedeutung.
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Cytoplasmatische , Rods and Rings” (AC-23)

HEp-2-Zellen

,Rods and Rings” (,,Haken und Osen”) bezeichnen ein erst kiirzlich beschrie-
benes cytoplasmatisches Muster auf HEp-2-Zellen. Diese unabhangig vom
Zellzyklus auftretenden, filamentartigen Strukturen stellen sich in Form von
Hakchen, Osen oder Schleifen dar.

Bekannte Zielantigene: Es wird vermutet, dass sich die Reaktion gegen das
Autoantigen Inosinmonophosphatdehydrogenase 2 (IMPDH2) richtet.

Klinische Assoziation: Das abgebildete Muster wurde vor allem bei Patienten

mit einer Hepatitis-C-Infektion beobachtetet, insbesondere nach Interferon-
Alpha- oder Ribavirin-Therapie (Pravalenz 35 %).
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Autoantikorper gegen Zentrosomen (AC-24)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Bei einem typischen positiven Befund sieht man die Zentrosomen im Cyto-
plasma der HEp-2-Zellen, und zwar entweder ein oder zwei Zentrosomen je
Zelle. Bei den mitotischen Zellen sind die Zentrosomen an zwei sich gegen-
uberliegenden Polen positioniert.

Bei hohen Titern lassen sich auch auf der Primatenleber kleine Plinktchen im
Cytoplasma der Hepatocyten ausmachen.

Bekannte Zielantigene: Pericentrin, Ninein, Cep250 und Cep110.
Klinische Assoziation: Hohe Titer (hoher 1:1.000) deuten auf eine Progressive
Systemsklerose oder ein Raynaud-Syndrom hin. Die Pravalenz betragt aller-

dings nur wenige Prozent. Das Muster wurde auch in Zusammenhang mit In-
fektionen beobachtet.
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Autoantikorper gegen Spindelfasern (AC-25)

HEp-2-Zellen

Auf HEp-2-Zellen konnen Antikorper gegen das Spindelfaser-Antigen MSA-2
(HsEgbh) auftreten. Dabei sind nur die Spindelfasern der mitotischen Zellen, je-
doch nicht die Zellkerne der Interphasezellen angefarbt.

Bekanntes Zielantigen: HsEgb.
Klinische Assoziation: Autoantikérper gegen Spindelfasern (MSA-2) treten sel-

ten beim Sjogren-Syndrom, bei Systemischem Lupus erythematodes (SLE)
oder anderen Kollagenosen auf.
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Autoantikérper gegen NuMA (AC-26)

HEp-2-Zellen Primatenleber

Im indirekten Immunfluoreszenztest zeigen HEp-2-Zellen mit Antikorpern ge-
gen NuMA (MSA-1) in der Interphase unter Aussparung der Nukleoli eine fein-
granulare bis retikulare Fluoreszenz der Kernmatrix. Bei mitotischen Zellen
der Metaphase stellen sich die Spindelfasern als zwei sich gegentiberliegende
Facher dar. Dabei liegt der Schwerpunkt der Anfarbung in Richtung der Zentri-
olen.

Auf der Primatenleber zeigt sich eine granulare Fluoreszenz.
Klinische Assoziation: Antikorper gegen NuMA (MSA-1) kdnnen unter anderem
beim Sjogren-Syndrom und verschiedenen Formen von Arthritis vorkommen,

gelegentlich auch bei Anti-Phospholipid-Syndrom (APS) und bei Systemischem
Lupus erythematodes (SLE).
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Autoantikérper gegen Trennzone (Midbody) (AC-27)

HEp-2-Zellen

Im indirekten Immunfluoreszenztest zeigen HEp-2-Zellen bei Midbody-Anti-
kérpern in der Metaphase der Mitose eine feinkdrnige Fluoreszenz der Aqua-
torialebene. Im Unterschied zum Bild bei Antikorpern gegen Zentromere bleibt
diese fluoreszierende Linie bis zum Ende der Mitose in der Mitte stehen. lhre
Lange entspricht der gesamten Zellbreite in der Trennzone, und die Linie ver-
kiirzt sich zunehmend, bis in der Telophase nur noch ein fluoreszierendes
Plinktchen zu sehen ist, das die Tochterzellen miteinander verbindet (,Ab-
schiedskuss™”).

Klinische Assoziation: Raynaud-Syndrom, Malignome und Progressive System-
sklerose.
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Autoantikorper gegen MCA (AC-28)

HEp-2-Zellen

Bei Hep-2-Zellen zeigen die Chromosomen in der Pro- und Metaphase eine
gepunktete Fluoreszenz. Interphasekerne weisen keine Farbung auf.

Bekannte Zielantigene: Modifiziertes Histon H3, MCA-1.

Klinische Assoziation: Polymyalgia rheumatica, Diskoider Lupus erythema-
todes, Sjogren-Syndrom und Chronische Lymphatische Leukamie.

45



EUROIMMUN  Uabidt s sstina - N N N

a PerkinElmer company AG

Autoantikorper gegen Topoisomerase | (Scl-70) (AC-29)

HEp-2-Zellen Primatenleber Rattenniere

HEp-2-Zellen zeigen eine feingranulare Kernfluoreszenz der Interphase-
Zellen. Die Nukleoli sind positiv und fluoreszieren homogen. Das Cytoplasma ist
dunkel. Bei mitotischen Zellen fluoresziert der Randbereich der kondensierten
Chromosomen, teilweise ist die gesamte Chromosomenregion positiv.

Die Leber zeigt eine vorwiegend homogene Fluoreszenz der Zellkerne.

Auf Gewebeschnitten der Rattenniere fluoreszieren die Zellkerne des tubularen
Epithels.

Klinische Assoziation: Topoisomerase-I-Autoantikdrper wurden je nach Unter-

suchungsmethode und Aktivitat der Erkrankung bei 25-75% der Patienten mit
Progressiver Systemsklerose (diffuse Form) nachgewiesen.
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Verdiinnungsschema fiir die Inmunfluoreszenz

Bei allen Immunfluoreszenz-Testsystemen von EUROIMMUN wird eine
Titration der Serumproben empfohlen, die eine sinnvolle Grundlage fur die
Beurteilung der Proben schafft.

Bisher hat man mit Verdliinnungsstufen um den Faktor 2 die Genauigkeit tber-
trieben, mit Schritten um den Faktor 4 erhalt man dagegen ein zu grobes Raster.
Deshalb wird ein Verdiinnungsschema empfohlen, das mithilfe der Quadrat-
wurzel aus 10 Verdiinnungsstufen von 1:10, 1:32, 1:100, 1:320, 1:1.000 usw.
ergibt.

Fur jeden Testparameter gibt es eine geeignete Ausgangsverdiinnung. Zur
Vereinfachung des Testablaufs und der Befundung unterscheidet man bei
EUROIMMUN zwei Antikérper-Kategorien: Antikorper der Gruppel sind be-
reits bei einem Titer von 1:10 diagnostisch relevant, Antikorper der Gruppell
dagegen erst bei 1:100.

Einer Verdlnnungsstufe mit spezifischer Fluoreszenz wird eines der
Symbole von + bis ++++ zugeordnet, wobei der flir beide Gruppen unter-
schiedlichen klinischen Bedeutung der Antikorpertiter Rechnung getragen wird:

Seru[n- 1:10 1:32 | 1:100 | 1:320 1:1.000|1:3.200 1:10.000
verdiinnung

Bewertung ++ ++ +++ +++ +H++ | At
Gruppe |

Bewertung + ++ +++ +H++ | bt
Gruppe |l

[1=geeignete Ausgangsverdiinnungen

+ = schwach positiv, ++ = positiv, +++ = stark positiv, ++++ = sehr stark positiv
Gruppe I: meiste organspezifische Autoantikérper (AAk), ANCA, AAk gegen dsDNS
Gruppe lIl: ANA, AMA, ASMA, AAk gegen Skelettmuskel

Um das grof3e Potential der indirekten Immunfluoreszenz optimal zu nutzen,
werden Experten der Immunfluoreszenz die meisten Autoantikorper immer in
zwei parallelen Verdiinnungen untersuchen, aus folgenden Griinden:

47



EUROIMMUN

a PerkinElmer company AG

Medizinische
Labordiagnostika

Blockierungseffekt: Bei zwei von 100 hochtitrigen Seren ergibt sich in der Aus-
gangsverdiinnung ein untypisches Bild. Manche hochpositiven Seren reagieren
sogar falsch-negativ, wenn sie nicht ausreichend verdliinnt wurden.

e

AMA (Niere)

N\

Anti-Yo (Kleinhirn)

\ J

.

Anti-epid. Basalmembran (Zunge)

J

N\

-

pANCA (Granulocyten)

\ J

Uberdeckung eines Autoantikorpers: Bei einer zu hohen Konzentration kénnen
unspezifische Antikorper oder zusatzlich vorliegende optisch dominierende
Autoantikorper einen relevanten Autoantikérper Giberdecken.

e

A

Anti-Ribosomen und Anti-Nukleoli

N\

J

N\

-

ANA hom. und Anti-Zentromere

\ J
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Titer-Abschatzung: Mit zwei um den Faktor 10 unterschiedlichen Verdinnun-
gen kann man fir die meisten positiven Befunde sofort ohne weitere Inkuba-
tionen einen Titer angeben (siehe Tabelle). Der Befund ist einen Tag friher
fertiggestellt als bei realer Titration.

Fluoreszenz bei

1:100 1:1.000 AAk-Titer
schwach \ negativ 1:100
stark ‘ negativ 1:320
stark ‘schwach 1:1.000
stark ‘ mittel 1:3.200
stark \stark 1:10.000

Dagegen ist es unmoglich, das positive Ergebnis aus einer einzigen Verdun-
nung zu quantifizieren: AAk zeigen je nach Aviditat ein vollig unterschiedliches
Abklingverhalten, was man durch den Parallelansatz erfasst. Photometrische
Systeme sowohl auf Cytochemie-ELISA-, als auch auf Fluoreszenzbasis sind
daher obsolet.

ANA homogen (Ak-Titer 1:1.000) ANA homogen (Ak-Titer 1:10.000)
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EUROPattern: Automatische lIFT-Auswertung

EUROPauern

EUROPattern-Mikroskop

Um Diagnostiklaboren bei der ANA-Diagnostik groRtmogliche Unterstiitzung
zu bieten, hat EUROIMMUN EUROPattern entwickelt, ein System zur automa-
tischen Aufnahme von Immunfluoreszenzbildern und zur computergestiitzten
Auswertung bei einer stetig wachsenden Anzahl von Substraten.

Das EUROPattern-Mikroskop kann bis zu 500 Inkubationsfelder in weniger
als 2 Stunden automatisch abarbeiten. Dazu fahrt der Mikroskoptisch in das
Magazin und entnimmt eine Tragerplatte mit Objekttragern, die durch einen
DataMatrix-Code sicher identifiziert werden. Alle Felder der Objekttrager wer-
den nacheinander prazise angefahren, die Substrate ohne Ausbleichen der
Fluoreszenz fokussiert und hochqualitative Fluoreszenzbilder aufgenommen.
Fir die automatische Bildaufnahme stellt EUROIMMUN nicht nur Zellsubstrate,
sondern auch Gewebe und aufgereinigte Antigene (EUROPLUS) zur Verfligung.
Die Fluoreszenzbilder werden automatisch archiviert und kénnen dann fir die
Befundung der aktuellen und nachfolgenden Untersuchungen genutzt werden.

Anhand der aufgenommenen Immunfluoreszenzbilder generiert EUROPattern
vollautomatisch einen Befundvorschlag bei unterschiedlichsten Substraten.
Zurzeit gehoren dazu HEp-2/HEp-20-10-Zellen, Granulocyten (verschiedene
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Fixierungen), Crithidia luciliae, EUROPLUS und rekombinante Zellen (z.B.
Aquaporin-4, PLA2R, DPPX). EUROPattern klassifiziert die Aufnahmen mithilfe
moderner mathematischer Verfahren als positiv, negativ oder grenzwertig und
identifiziert ggf. die Muster.

Aus den Fluoreszenzintensitaten der inkubierten Verdinnungen wird flir jedes
Muster automatisch ein Titer berechnet, der eine reproduzierbare Quantifizie-
rung sicherstellt.

Der automatisch generierte Befundvorschlag pro Patient inklusive Titer-
angaben und einem Konfidenzwert wird zusammen mit den Fluoreszenzbildern
am Bildschirm angezeigt. Der Diagnostiker kann unter Einsicht der detaillierten
Patientenhistorie das Endergebnis mit einem Mausklick verifizieren. Auch die
Abarbeitung von negativen Proben stapelweise wird unterstlitzt. EUROPattern
garantiert auf diese Weise die schnelle und sichere Bearbeitung der IIFT in der
Labordiagnostik.

EUROPattern ist ein Erweiterungsmodul der Labormanagement-Software
EUROLabOffice. Es kann leicht in bestehende Arbeitsprozesse und Automati-
sierungslosungen integriert werden.

cu || - EUROIMMUN SEssese
- | -+
= — Serum Nr: 4
@ Pos. Zeswromare 1:1.000 . ] )
g ® ANA HEP2010 )
b Positry/Hegatny
.
Visuetes mbroskopiectes Ergebeis M= g
pos. e 11000 Gvanes O
::\: Muster
! v Klassifikator... 7
Ot Bomering | sietestun 3¢ Gy Bl ] O
Pos. = -
= | R
L [ === ] D
: B ;
s 3
= -
noffuicl bemerkung ? : ~~~~~ D
. jeitere Huster...
I L}Endrﬁlkatveriﬁziem I
— - -
8% D senmmrs ]

Ergebnisdarstellung im EUROPattern-Programm
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SYSTEMISCHE
AUTOANTIKORPER UND
ASSOZIIERTE
AUTOIMMUNKRANKHEITEN

[Doménen der | fluoreszenz|

Lupus eryth

Diagnostisch
M wegweisend
[Jrelevant

Stand Juli 2017

Einschlusskorper-Myositis
M| Progressive Systemsklerose

| Rheumatoide Arthritis

Autoimmun-Hepatitis
M| Primar-bilidre Cholangitis (Leberzir.)

|O|O] Paraneoplastische Autoimmunitiit

[| Anti-Phospholipid-Syndrom

M| Medik.-induz. Lupus erythematodes
M| Neonataler Lupus erythematodes
M| Poly-/Dermatomyositis

| Habituelle Aborte
M| Sharp-Syndrom (MCTD)

| Sjégren-Syndrom

Oom

1L
OO0 OO | | Syst

O

Zellkerne (ANA)

CENP-F (Cyclin Il - Mitosin)
dsDNS

Nukleosomen

Sm

U1-RNP O
SS-A (Ro, 60kDa)
SS-B (La)
Histone | |
PCNA (Cyclin )
RNS-Helikase A
MSA-1 (NuMA)
MSA-2 (HsEg5) 0 O
Topoisomerase | (Scl-70)

Fibrillarin (U3-RNP)
RNS-Polymerasen |, II, Il

NOR-90, PDGF-R

Zentromere (CENP-A, CENP-B)
PM-Scl (1, 75, 100)

Ku

Mi-2

SRP

cN-1A (Mup44)

Jo-1

TIF1-gamma

MDAS5, NXP2, SAE1

PL-7, PL-12, OJ, EJ, SC, KS

Nuclear Dots

Sp100, Sp140, SUMO, PML

Ker bran, Lamin-B-Rezeptoren
gp210, NUP62

Cardiolipin

Beta-2-Glykoprotein
Phosphatidylserin

Ger. faktor (Lupus Antikoagulans)
Prothrombin, Annexin A5

Clq

Mitochondrien (AMA) Om
Mitochondrien (AMA M2-3E/BPO) | |
Ribosomale P-Proteine
ASMA | |
F-Actin | |
1gG (Rh faktoren)
Citrullinierte Peptide (CCP)

Sa

Filaggrin, RA-Keratin

Citrulliniert. Enolase-Peptid (CEP-1)

[m]|m}

O
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Autoantikorper gegen
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1| | T
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