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Die vorliegende Veröffentlichung ist der Begleitband
des Innovationsforums „Multiparameteranalytik“ 2008
in Senftenberg, organisiert und ausgerichtet durch die
HomogenAss GmbH in Zusammenarbeit mit dem
Netzwerk Multiplex, dem Wachstumskern BioResponse
der Fachhochschule Lausitz, dem Institut für Immuno-

logie der TU Dresden und der Gesellschaft zur Förderung der Immundiagnostik
(GFID) e.V. Das Innovationsforum wurde vom Bundesministerium für Bildung
und Forschung im Rahmen der Innovationsinitiative für die Neuen Länder
„ Unternehmen Region“ gefördert mit dem Ziel, eine interdisziplinäre Plattform
zum Erfahrungsaustausch zu schaffen und neue Akzente in der Entwicklung und
Anwendung von multiparametrischen Technologien zu setzen. Neben der phar-
mazeutischen Wirkstoffforschung und der medizinischen Diagnostik wurde ein
besonderer Fokus auf die Ergebnisse und Entwicklungen im BioResponse-Ver-
bund gelegt. Dieser Verbund wurde durch das Bundesministerium für Bildung
und Forschung über das Programm „Innovative regionale Wachstumskerne“ im
Zeitraum 2004-2007 gefördert. Die Ergebnisse, die bis zu ersten Produktanwen-
dungen geführt wurden, sind in dieser Schrift dargestellt. Die durch die Partner
entwickelte Plattform BioResponse®, bestehend aus dem VideoScan und dem
Bead- bzw. Zellarray, kann durch Integration weiterer Testsysteme technologisch
erweitert und an eine Vielzahl von Anwendungen und Anwendungsgebieten
angepasst werden. So sollen mit dieser Publikation auch Anregungen für künfti-
ge Optionen gegeben und für deren Umsetzung notwendige Partnerschaften
angeregt bzw. vertieft werden.
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Grußwort

Hans-Peter Hiepe
Referatsleiter Regionale Innovationsinitiativen; Neue Länder des BMBF

Um als Wirtschaftsstandort erfolgreich zu sein, braucht eine Region ein unver-
kennbares Profil. Sie muss sich unterscheiden durch spezifische Kompetenzen und
Stärken.

Diese eigenen regionalen Stärken zu identifizieren und systematisch weiter zu
entwickeln ist ein langwieriger und oftmals schwieriger Prozess.

Aber es lohnt sich, denn damit bieten sich einmalige Chancen und faszinie-
rende Herausforderungen für alle Beteiligten. Eine solche Aufgabe ist ohne funk-
tionierende Allianzen nicht zu bewältigen. Der Erfolg stellt sich nur ein, wenn alle
wichtigen Partner aus Unternehmen, Wissenschaft, Politik und Bildung an einem
Strang ziehen, eine gemeinsame Strategie verfolgen und sich mit den Zielen ein-
deutig identifizieren.

Um innovative Bündnisse anzustoßen, brauchen wir Plattformen. Plattformen
wie dieses Innovationsforum „Multiparameteranalytik“. Hier wird ein Erfahrungs-
austausch möglich zwischen Wissenschaft, Wirtschaft und Anwendern, bewusst
auch zwischen verschiedenen Disziplinen mit dem klaren Ziel, neue Akzente zu set-
zen in der Entwicklung und Anwendung von multiparametrischen Technologien.
Diese Akzente braucht die Branche, braucht die Region. Denn der Aufschwung ist
nur durch innovatives Wachstum möglich, durch neue Produkte und Märkte, die
daraus entstehen.

„Multiparameteranalytik“ will die richtigen Weichen für die Region Südbran-
denburg stellen und überwindet auf der Suche nach neuen Ideen Grenzen. In einem
Prozess des offenen Austauschs zwischen Wirtschaft,Wissenschaft und Verwaltung,
in einem bewussten „nach draußen gehen“ und sich dem Urteil anderer aussetzen,
will „Multiparameteranalytik“ den Grundstein legen für den Cluster BioResponse
in Südbrandenburg.

Die strategische Positionierung von „Multiparameteranalytik“ am Markt hat
das Bundesministerium für Bildung und Forschung überzeugt. Aus diesem Grund
unterstützt es das sechsmonatige Innovationsforum im Rahmen seiner Innovati-
onsinitiative für die Neuen Länder „Unternehmen Region“.
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„Unternehmen Region“ umfasst fünf Förderprogramme, die nicht nur den besonde-
ren Bedingungen Ostdeutschlands gerecht werden, sondern für wesentliche Phasen
des Innovationsprozesses geeignete Förderinstrumente zur Verfügung stellen. Ihr
Ziel ist, die vorhandenen wissenschaftlich-technologischen Kompetenzen einer Re-
gion systematisch auszubauen und auf dieser Basis erfolgreiche Innovationen und
dauerhaft wettbewerbsfähige Regionen zu schaffen.

Das Innovationsforum „Multiparameteranalytik“ folgt den Grundgedanken
von „Unternehmen Region“ und der BMBF-Innovationsförderung: Querdenken,
kooperieren, strategisch planen und unternehmerisch handeln. Genau dies erhoffe
ich mir auch von dieser Tagung und ihren Teilnehmern.

In diesem Sinne wünsche ich den Veranstaltern und allen Teilnehmern viel
Erfolg. Ich wünsche Ihnen viele interessante Gespräche, neue Kontakte und Impulse
für Ihre weitere Arbeit.



Vorwort

Die vorliegende Veröffentlichung ist der Begleitband des Innovationsforums„Multi-
parameteranalytik“ 2008 in Senftenberg, organisiert und ausgerichtet durch die Ho-
mogenAss GmbH in Zusammenarbeit mit dem Netzwerk Multiplex, dem Wachs-
tumskern BioResponse der Fachhochschule Lausitz, dem Institut für Immunolo-
gie der TU Dresden und der Gesellschaft zur Förderung der Immundiagnostik
(GFID) e.V. Nachdem sich die ersten drei Innovationsforen der präsymptomati-
schen Tumordiagnostik gewidmet haben, sind diesmal die aktuellen Entwicklun-
gen auf dem Gebiet der Multiparameteranalytik das zentrale Thema.

Die Multiparameteranalytik die gleichzeitige und parallele Bestimmung meh-
rerer analytischer Parameter in einer Probe  verspricht die Verkürzung von Ana-
lyseprozessen, die Einsparung von Verbrauchs- und Probenmaterial sowie einen
breiten Einsatz in Forschung, Entwicklung und Diagnostik. Der vorliegende Band
beschäftigt sich daher in drei Kapiteln mit den technologischen Entwicklungen,
dem Multiparameterscreening in der pharmazeutischen Wirkstofforschung sowie
der Multiparameteranalytik in der medizinischen Diagnostik und Forschung. Ob-
wohl kein Anspruch auf Vollständigkeit erhoben werden kann, war es das Ziel,
einen Überblick über Methoden, Applikationen und Perspektiven der Multipara-
meteranalytik zu geben.

Ein besonderer Fokus wurde auf die Ergebnisse und Entwicklungen im Bio-
Response-Verbund gelegt. Dieser Verbund wurde durch das Bundesministerium
für Bildung und Forschung über das Programm regionale „Innovative Wachstums-
kerne“ im Zeitraum 2004–2007 gefördert. Die Ergebnisse, die bis zu ersten Pro-
duktanwendungen geführt wurden, sind in dieser Schrift dargestellt. Die durch die
Partner entwickelte Plattform BioResponse®, bestehend aus dem VideoScan, dem
Bead- bzw. Zellarray kann durch Integration weiterer Testsysteme technologisch er-
weitert werden und auf eine Vielzahl von Anwendungen und Anwendungsgebiete
angepasst werden. So sollen mit dieser Publikation auch Anregungen für künftige
Optionen gegeben und für deren Umsetzung notwendige Partnerschaften initiiert
werden.

In Bezug auf Applikationen der Multiparameteranalytik wurden entsprechend
ihrer Bedeutung die Schwerpunkte auf die pharmazeutische Wirkstofforschung
sowie die medizinische Diagnostik gelegt. Hauptaugenmerk der Diagnostik wie-
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derum war die Immundiagnostik, wodurch das Erscheinen dieses Bandes in der
Buchreihe „Immundiagostische Bibliothek“ angemessen erscheint. Die Multipara-
meteranalytik hat jedoch bereits weitere Anwendungsgebiete in der Forschung
und in der Diagnostik, für die Analyse menschlicher und tierischer Proben, im
Rahmen von innovativen proteomischen, metabolomischen oder zytomischen Ver-
fahren erreicht. Es ist bereits jetzt abzusehen, dass die Breite der Applikationen
bei zunehmender Verbesserung der technischen Möglichkeiten enorm steigen und
Grundlage weiterer Innovationsforen wird.

Die Herausgeber hoffen, mit dem vorliegenden Buch eine Orientierungshilfe
für den sich schnell entwickelnden Bereich der Multiparameteranalytik zur Verfü-
gung zu stellen, die in das Gebiet einführt und aktuelle Trends erkennbar macht.
Unser Dank gilt allen Autoren für ihre interessanten Beiträge, dem Bundesfor-
schungsministerium für die Finanzierung im Rahmen der Innovationsinitiative
für die neuen Länder „Unternehmen Region“ und allen Sponsoren, die das Inno-
vationsform ermöglicht haben.

Senftenberg, im März 2008.

Karsten Conrad, Werner Lehmann, Ulrich Sack, Uwe Schedler



Verbesserung der serologischen
Autoimmundiagnostik durch multiparametrische
Autoantikörper-Analytik

Karsten Conrad1, Werner Schößler2, Ulrich Sack3

1) Karsten Conrad, Institut für Immunologie, Medizinische Fakultät der Techni-
schen Universität Dresden, Fetscherstraße 74, 01307 Dresden
K Conrad@mail.zih.tu-dresden.de

2) Werner Schößler, Rathenaustraße 12, 16341 Panketal
Dr.Schoessler@arcor.de

3) Ulrich Sack, Institut für Klinische Immunologie und Transfusionsmedizin, Me-
dizinische Fakultät der Universität Leipzig, Johannisallee 30, 04103 Leipzig
Ulrich.Sack@medizin.uni-leipzig.de

Zusammenfassung

Die älteste Form der multiparametrischen Autoantikörper-Analytik ist die indi-
rekte Immunfluoreszenz an HEp-2-Zellen, sind doch mit dieser Methode mehr als
30 diagnostisch relevante Autoantikörper detektierbar. An Hand der Musterdiffe-
renzierung sind jedoch diese Autoantikörper nur in Ausnahmefällen spezifizierbar.
Assays auf der Basis hoch gereinigter natürlicher oder rekombinanter Autoantigene
(Dot/Line-Immunoassays, Partikelarrays, Proteinchips) erlauben die parallele Be-
stimmung von10 oder mehr Autoantikörperspezifitäten in einem Ansatz.Vorausset-
zungen hierfür sind v. a. der Erhalt der autoantigenen Epitope und die Adaptation
des Gesamtsystems auf die optimale Detektion der verschiedenen Autoantikörper
eines bestimmten Diagnoseprofils in einem Schritt. Ziele der multiparametrischen
Autoantikörperanalytik sind neben Zeiteinsparung und höherer Kosteneffizienz
auch die weitere Verbesserung der klinisch-diagnostischen Aussagen (Steigerung
der diagnostischen Sensitivität, Spezifität sowie der prädiktiven Werte) und die Er-
schließung neuer Anwendungsgebiete (z. B. Prognostik von Autoimmun- aber auch
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degenerativen Erkrankungen, Tumordiagnostik). Hierfür sind sowohl die ständige
Weiterentwicklung der technologischen Basis als auch die Integration neuer Para-
meter erforderlich.

1 Einleitung

Die Bestimmung von Autoantikörpern (AAK) hat sich in den letzten zwei Jahr-
zehnten als wertvolle Hilfe in der Diagnostik, Differenzialdiagnostik, Vorhersage,
Prognostik und dem Monitoring von Autoimmunerkrankungen erwiesen (1). Der
Einsatz von AAK in der Routinediagnostik ist abhängig von den diagnostischen Va-
riablen (v. a. Sensitivität und Spezifität für eine bestimmte Erkrankung), der Verfüg-
barkeit des Zielantigens bzw. kommerzieller Assays sowie der Kosten-Nutzen-Effizi-
enz im Vergleich zu anderen diagnostischen Maßnahmen. Darüber hinaus entschei-
den Kenntnisstand der einsendenden Ärzte sowie der Laborärzte, individuelle und
gesellschaftliche Akzeptanz gegenüber dem entsprechenden Parameter und die
Anerkennung durch die Kassenärztlichen Vereinigungen über Einsatz oder Nicht-
einsatz in der Routinediagnostik. Die gesundheitspolitische Bedeutung der AAK-
Diagnostik ergibt sich aus der Prävalenz von Autoimmunerkrankungen in der Be-
völkerung von 3–5 %. Derzeit werden autoimmune Schilddrüsenerkrankungen
und die rheumatoide Arthritis als häufigste Autoimmunerkrankungen angesehen,
gefolgt von Vitiligo und Diabetes mellitus Typ 1 (2). Von einigen (möglicherweise
häufigen) Erkrankungen wie dem Anti-Phospholipid-Syndrom liegen leider bis-
her keine gesicherten Daten zur Inzidenz und Prävalenz vor. Für die Mehrzahl
der als autoimmun charakterisierten Erkrankungen, auch für jene, welche im We-
sentlichen durch autoreaktive T-Lymphozyten verursacht werden, gelten die jeweils
assoziierten AAK als serologische Marker. Meist ist die Bestimmung mehrerer AAK-
Spezifitäten für eine optimale Diagnostik erforderlich. Die bisher in der Autoim-
mundiagnostik etablierten Methoden sind relativ zeitaufwendig, kostenintensiv
und gestatten in der Regel nicht die simultane Bestimmung aller notwendigen Pa-
rameter.

2 Autoantikörper – Definition und Charakteristika

AAK sind von B-Lymphozyten produzierte Immunglobuline, die gegen körperei-
gene („Auto-“) Antigene gerichtet sind. Zielstrukturen von AAK sind Proteine
(z. B. intrazelluläre Enzyme, Rezeptoren, Strukturproteine), Glykoproteine (z. B.
β2-Glykoprotein I), Nukleinsäuren (z. B. DNA, RNA), Phospholipide (z. B. Car-
diolipin) sowie Glykolipide (z. B. Ganglioside). AAK sind im Serum und anderen
Körperflüssigkeiten (z. B. Synovial-, Zerebrospinalflüssigkeit) nachweisbar. Sie kön-
nen aber auch in Abhängigkeit von der erkannten Zielstruktur im Gewebe (z. B.
nach Bindung an Strukturen der extrazellulären Matrix) zu finden sein.
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AAK können durch spezifischen Antigenkontakt induziert werden (� nicht-na-
türliche oder pathologische AAK) oder aber ohne derartige Induktion im natürli-
chen Repertoire vorliegen (� natürliche AAK).Während den natürlichen AAK eher
eine physiologische Rolle (z. B. erste Infektabwehr, Immunregulation) zukommt,
können nicht-natürliche AAK auch pathogenetisch wirksam sein (z. B. Blockie-
rung oder Stimulierung von Rezeptoren). Unabhängig, ob pathogenetisch wirksam
oder nicht, kommt einer Vielzahl von nicht-natürlichen AAK auf Grund ihrer As-
soziation mit bestimmten Erkrankungen oder Krankheitsmanifestationen sowie
Krankheitsverläufen eine große klinische Bedeutung zu. Die Bestimmung von AAK
ist daher zu einem wesentlichen Bestandteil in der Labordiagnostik geworden. Sie
kann eine wertvolle Hilfe in der Diagnostik (v. a. der Frühdiagnostik) und Pro-
gnostik von klassischen Autoimmunerkrankungen und darüber hinaus von medi-
kamentös, infektiös sowie paraneoplastisch induzierten Autoimmunerkrankungen
sein (Tabelle 1). Hinsichtlich der autoantigenen Zielstrukturen kann man zell- und
organspezifische von den nichtorganspezifischen AAK abgrenzen. Nichtorganspezi-
fische AAK erkennen speziesübergreifend konservierte, in allen kernhaltigen Zellen
exprimierte Autoantigene, welchen in zell- und molekularbiologischen Prozessen
(z. B. Zellteilung, DNA-Replikation, RNA-Synthese und -Processing, Proteinsyn-
these und -translokation) eine bedeutende Rolle zukommt. Sie werden vorwiegend
bei chronisch-entzündlichen Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises ge-
funden. Dagegen sind AAK bei organspezifischen Autoimmunerkrankungen meist
gegen organspezifisch exprimierte Autoantigene gerichtet.

Tabelle 1. Darstellung der Bestimmung von AAK bei Erkrankungen unterschiedlicher
Genese.

Erkrankungen Autoantikörper 
Klassische Autoimmunerkrankungen, z.B.

• Chronisch entzündliche rheumatische 
Erkrankungen

• Typ 1 Diabetes mellitus 

• Primär biliäre Zirrhose 

Nichtorganspezifische und 
organspezifische AAK, z.B.  

Antinukleäre Antikörper (ANA) 

AAK gegen Pankreas-
Inselzellantigene 

Antimitochondriale Antikörper 
(AMA) 

Postinfektiöse Autoimmunerkrankungen, 
z.B. Guillain-Barré-Syndrom AAK gegen Ganglioside 
Paraneoplastische autoimmune 
Erkrankungen AAK gegen onkoneurale Proteine 
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3 Autoantikörper in der Diagnostik

Die Bestimmung von AAK kann sinnvoll bzw. notwendig sein in der Diagnostik,
Differenzialdiagnostik, Prognostik oder im Monitoring von Autoimmunerkrankun-
gen. Wichtige Kriterien für die Evaluierung der diagnostischen Relevanz eines
bestimmten AAK für eine definierte Erkrankung sind die diagnostische Sensiti-
vität, die diagnostische Spezifität, sowie der positive und der negative prädiktive
Wert. Je höher diese Werte sind, desto wertvoller sind die jeweiligen AAK für die
entsprechende Diagnostik, wobei mitunter ein AAK mit einer vergleichsweise gerin-
gen Sensitivität, aber hohen Spezifität zielführend für eine bestimmte Erkrankung
sein kann (z. B. Sm-Antikörper beim systemischen Lupus erythematodes/SLE). Die
diagnostische Sensitivität entspricht dem Anteil der Patienten mit der entsprechen-
den Erkrankung, welche mit dem Test korrekt identifiziert wurden (= Quotient
aus der Anzahl richtig positiver Testergebnisse und der Gesamtzahl der Patienten
mit dieser Erkrankung). Die diagnostische Spezifität ergibt sich aus dem Quotien-
ten der Anzahl richtig negativer Testergebnisse und der Gesamtzahl der Patienten/
Probanden ohne die entsprechende Erkrankung. Sie entspricht dem Anteil der
Patienten/Probanden ohne die entsprechende Erkrankung, welche mit dem Test
korrekt identifiziert wurden. Die Werte der genannten diagnostischen Variablen
können jedoch in Abhängigkeit von eingesetzter Nachweismethode, ethnischem
Background, Aktivität der Erkrankung sowie Studiendesign (z. B. Art und Größe
der Kontrollgruppe) für die jeweilige AAK-Spezifität recht unterschiedlich ausfal-
len (1).

Ideal für die Diagnostik wären eine Sensitivität von 100 % und eine Spezifität
von 100 %, was jedoch für keinen der diagnostisch relevanten AAK zutrifft. So gibt
es beispielsweise AAK mit einer nahezu 100 %igen Spezifität, aber einer sehr ge-
ringen Sensitivität (z. B. PL-7-Antikörper bei der Polymyositis). Andererseits gibt
es AAK mit geringer Spezifität, aber hoher Sensitivität (z. B. Rheumafaktoren bei
der rheumatoiden Arthritis). Sehr hohe Werte beider diagnostischer Kriterien er-
geben sich in der Regel für AAK welche an der Pathogenese der entsprechenden
Erkrankung beteiligt sind (z. B. Proteinase 3-Antikörper bei der Wegener-Granulo-
matose). In solchen Fällen besteht meist auch eine Assoziation des AAK-Titers mit
der Krankheitsaktivität, so dass die hohe Sensitivität „nur“ in den aktiven Phasen
der Erkrankung erreicht wird.

AAK gelten z.T. als ein Kriterium für die Klassifizierung einer definierten Er-
krankung (z. B. Kriterien des American College of Rheumatology/ACR für die
Klassifizierung des systemischen Lupus erythematodes oder der rheumatoiden Ar-
thritis). Dies kann auch der Fall sein, wenn die AAK keine hohe Spezifität für
die entsprechende Erkrankung haben (z. B. Rheumafaktoren und rheumatoide Ar-
thritis; Anti-Phospholipid-Antikörper und Anti-Phospholipid-Syndrom), aber im
Zusammenhang mit typischen Symptomen diagnostisch wegweisend sind (3–5).
Andererseits gibt es zahlreiche AAK-Spezifitäten, welche trotz ihrer hohen Spezifi-
tät (bisher) nicht in den Kriterienkatalog für die Klassifizierung einer bestimmten
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Erkrankung aufgenommen wurden, wie z. B. DNA-Topoisomerase I-Antikörper
bei systemischer Sklerodermie oder citrullinierte Protein/Peptid-Antikörper bei
rheumatoider Arthritis (3, 6). Neben der „Diagnosesicherung“ bei typischer Sym-
ptomatik kommt einer Reihe von erkrankungsspezifischen AAK große Bedeutung
in der Frühdiagnostik bei mono- oder oligosymptomatischen oder atypisch ver-
laufenden Fällen zu (7, 8). Viele der diagnostisch relevanten AAK können Jahre
vor Erkrankungsmanifestation nachweisbar sein.

Die Optimierung der AAK-Nachweismethoden sowie die Einführung neuer
AAK-Spezifitäten mit diagnostischer Relevanz führen zu einer ständigen Verbesse-
rung der diagnostischen Möglichkeiten für Autoimmunerkrankungen.

4 Bestimmung von Autoantikörpern – Methodenkritik

Für die Bestimmung von AAK stehen zahlreiche Methoden zur Verfügung (Ta-
belle 2). Traditionell wird bei nichtorganspezifischen AAK die indirekte Immun-
fluoreszenz an HEp-2-Zellen (s. Buchbeitrag Hiemann, S. 98) mit spezifischen
Nachweismethoden auf molekularer Ebene kombiniert. Für den spezifischen Nach-
weis von AAK werden vorwiegend Enzymimmunoassays (EIA) und zunehmend
auch Dot- bzw. Line-Immunoassays auf der Basis hoch gereinigter natürlicher
oder rekombinanter Autoantigene eingesetzt. Dagegen werden die doppelte radiale
Immundiffusion (Ouchterlony-Technik), Agglutinationstechniken sowie der We-
stern-Blot seltener eingesetzt. In einer Reihe von Fällen gibt es zu Radioimmuno-
assays (z. B. AAK gegen Acetylcholinrezeptoren) oder Radioimmunpräzipitation
(z. B. seltene Sklerodermie- oder Myositis-assoziierte AAK) nach wie vor keine
vernünftige Alternative, da die hier vorhandenen Konformationsepitope durch die
Festphasenbindung im Enzym- oder Line-Immunoassay zerstört werden. Neue
multiparametrische Verfahren wie Chip- oder Partikel-basierte Assays wurden für
AAK-Profilbestimmungen entwickelt, haben aber in Deutschland bisher (noch)
nicht den Eingang in die routinemäßige Bestimmung von AAK gefunden.

Tabelle 2. Übersicht über AAK-Nachweismethoden.

Methode Vorteil(e) Nachteil(e) 
Indirekte Immunfluoreszenz

PRINZIP: Bindung des AAK in situ
an Antigene von Zellen oder
Geweben; Nachweis der Bindung
durch FITC-markierte Antikörper.

Screening auf
zahlreiche AAK-
Spezifitäten möglich,
hohe Sensitivität

Erfordert meist
nachfolgende Bestimmung
der AAK-Spezifität,
subjektive Bewertung,
erfordert viel Erfahrung,
bisher nicht
automatisierbar,
semiquantitative
Auswertung
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Tabelle 2. Übersicht über AAK-Nachweismethoden. (Forts.)

Methode Vorteil(e) Nachteil(e) 
Ouchterlony-Technik 

PRINZIP: Präzipitation des AAK mit 
löslichem Antigen nach radialer 
Immundiffusion im Gel; 
Spezifitätsbestimmung über 
Referenzantikörper. 

Hohe diagnostische 
Spezifität  

Geringe Sensitivität, 
lange Testdauer, nicht für 
große Serienlängen 
geeignet 

Enzymimmunoassay  

PRINZIP: Bindung des AAK mit dem 
an die feste Phase (Mikrotiterplatte 
bzw. Membran) gebundenen
Antigen; Nachweis der Bindung über 
Enzym-markierte Antikörper. 

Gute Quantifizierbarkeit, 
automatisierbar, 
Differenzierung der 
Immunglobulinklassen 

Mitunter unspezifische 
Reaktionen oder Verlust 
an Sensitivität aufgrund 
Epitopveränderungen 
während Festphasen-
insolubilisierung 

Western-Blot (Immunoblot) 

PRINZIP: Bindung des AAK an 
elektrophoretisch aufgetrennte und 
auf Nitrozellulosemembran 
transferierte Antigene; Nachweis der 
Bindung über Enzym-markierte 
Antikörper. 

Screening auf 
zahlreiche AAK-
Spezifitäten möglich 

Denaturierung von 
Proteinen während der 
Elektrophorese 

Radioimmunoassay 

PRINZIP: Bindung des AAK an 
radioaktiv markierte Antigene und 
Messung der Radioaktivität nach 
Fällung der Komplexe oder 
Konkurrenz des AAK mit anderen, 
an das radioaktiv markierte Antigen 
bindende Proteine 

Hohe Sensitivität und 
Spezifität, Erhalt der 
Konformation von 
Proteinen durch 
Direktassayprinzip 

Aufgrund des Arbeitens mit 
Radioaktivität hohe 
Anforderungen an die 
Laborausstattung und die 
Beseitigung der 
radioaktiven Abfälle, 
Differenzierung der 
Immunglobulinklassen 
nicht immer möglich 

Agglutinationstechniken 

PRINZIP: Bindung des Autoantigens 
an Latex-Partikel; nach Zugabe 
eines Autoantikörpers erfolgt eine 
Agglutination. 

Einfache und schnelle 
Durchführung, geringe 
Kosten 

Geringe Sensitivität, keine 
Differenzierung der 
Immunglobulinklassen 
möglich, nur für wenige 
Parameter etabliert 

Chip-Techniken 

PRINZIP: Bindung der Autoantigene 
in kleinsten Mengen (Spot-Technik) 
an Trägerflächen, Nachweis der 
gebundenen AAK über Fluoreszenz- 
oder Enzym-markierte Antikörper. 

Hoher Probendurchsatz, 
simultane Bestimmung 
vieler AAK, geringe 
Kosten  

Die Messung der 
Fluoreszenz oder 
Chemolumineszenz 
erfordert teure 
Auswertetechnik 

Partikel-Array 

PRINZIP: Bindung der Autoantigene 
an individuell mit Fluorophoren 
gefärbte Polystyren-Partikel und 
Nachweis der gebundenen AAK 
mittels Fluoreszenz-markierter 
Antikörper und Messung mit zwei 
Laser-Detektoren unterschiedlicher 
Wellenlänge.

Hoher Probendurchsatz,
simultane Bestimmung
vieler AAK, geringe
Personalkosten,
automatisierbar

Hohe Kosten der
Auswertetechnik
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Die Frage, welche Methode oder welche Methodenkombination für die AAK-
Bestimmung in der Routinediagnostik eingesetzt werden soll, ist nicht einfach zu
beantworten und hängt u. a. von der jeweiligen klinischen Fragestellung (Screening,
Therapieindikation, Monitoring), den Kosten, der Budgetierung, der Serienlänge
und weiteren Faktoren ab. Hinzu kommt, dass auf Grund der unterschiedlichen Bin-
dungsverfahren der Autoantigene an die feste Phase, möglicher Denaturierungen
von Proteinen im Western-Blot, des Einsatzes unterschiedlich gereinigter nativer
Antigene humanen oder tierischen Ursprungs bzw. rekombinanter Antigene aus
bakteriellen oder Baculoviren-Expressionssystemen sowie der Heterogenität der
AAK-Feinspezifität und -Avidität mit unterschiedlichen Assays häufig unterschied-
liche AAK-Subpopulationen erfasst werden. Daher können die diagnostischen Va-
riablen bezüglich einer bestimmten AAK-Spezifität je nach eingesetzter Methode
mitunter stark differieren. Es ist daher schwierig, einen „goldenen Standard“ für
die jeweilige AAK-Bestimmung zu definieren. Für eine qualitativ hochstehende
Diagnostik ist die Kombination einer Screeningmethode (meist indirekte Immun-
fluoreszenz) mit einem spezifischen Assay zu empfehlen. Bei solchem Vorgehen
können z. B. auch falsch positive Befunde von Enzymimmunoassays, die auf Ver-
unreinigungen bei Einsatz von nativen bzw. in bakteriellen Expressionssystemen
exprimierten Antigenen oder auf der Bindung von Antikörpern gegen Blockie-
rungsproteine beruhen können, ausgeschlossen werden (9). Auf Grund der Beson-
derheiten in der AAK-Analytik (biologische Heterogenität des Analyten, Erkennen
von Konformationsepitopen, unzureichende Standardisierungsmöglichkeiten, zahl-
reiche Störgrößen und Einflussfaktoren) ist auch davon auszugehen, dass eine
optimale Diagnostik mit nur einem multiparametrischen Verfahren nicht realisier-
bar ist. Trotz dieser Einschränkung wird der Einsatz neuer multiparametrischer
Verfahren die AAK-Analytik auf Grund zahlreicher Vorteile und Entwicklungsmög-
lichkeiten erheblich verbessern und zu einer Reduzierung der Kosten in der Au-
toimmundiagnostik führen. Im Rahmen des BioResponse-Verbundes wird daher
auf die Kombination von automatisierter und standardisierter Immunfluoreszenz
mit Partikelarrays orientiert (siehe Buchbeiträge Anderer, S. 32; Hiemann, S. 98;
Großmann, S. 118 und Roggenbuck, S. 241).

5 Vorteile multiparametrischer AAK-Bestimmung

Bei simultaner Bestimmung von mehreren AAK mittels multiparametrischer As-
says kann die Zeit der Diagnosefindung im Vergleich zur konventionellen Stufen-
diagnostik verkürzt werden. Neben der Zeiteinsparung sind auch die Automati-
sierbarkeit und (in Abhängigkeit von der technologischen Lösung) die deutliche
Kostenreduktion Argumente, die für den Einsatz multiparametrischer Assays spre-
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chen. Darüber hinaus ergeben sich zahlreiche Vorteile aus klinisch-diagnostischer
Sicht:

1. Erhöhung der diagnostischen Sensitivität durch Kombination unabhängiger
Marker-Antikörper (z. B. AAK-Profile für die Diagnostik der systemischen
Sklerodermie oder der Autoimmunmyositis).

2. Erhöhung der diagnostischen Spezifität durch parallelen Nachweis von AAK (so
ist z. B. die Kombination von Rheumafaktor und RA33-Antikörper spezifischer
für die rheumatoide Arthritis als der alleinige Nachweis nur eines dieser AAK).

3. Relativ kostenneutrale Integration seltener AAK (Beispiele siehe Tabelle 3) in die
Routinediagnostik.

4. Schnellere Integration neuer AAK (Beispiele siehe Tabellen 4 und 5) in die Rou-
tinediagnostik.

Tabelle 3. Diagnostisch relevante, aber nicht oder sehr selten routinemäßig bestimmbare
Autoantikörper.

Autoantikörper gegen Erkrankung Ausgewählte 
Literatur

SRP54
Mas 
Glycyl-tRNA-Synthetase 
Glutaminyl-tRNA-Synthetase 
Aspariginyl-tRNA-Synthetase 
Isoleucyl-tRNA-Synthetase 
KJ-Antigen 
Fer-Antigen 
Wa-Antigen

Autoimmune Myositis 33, 34, 122,123 

Th/To-Antigen Sklerodermie 29
Pankreas-Acinus-Antigen Morbus Crohn 62,63
Becherzell-Antigen Colitis ulcerosa 62,63
21-Hydroxylase (CYPc21) Morbus Addison, 

Nebenniereninsuffizienz bei 
polyglandulärem Syndrom

107,108

17a-Hydroxylase (CYPc17) 
CYPscc

Gonadeninsuffizienz 
Nebenniereninsuffizienz

107,108

CYP1A2 Hepatitis bei polyglandulärem 
Syndrom

124

Tryptophan-Hydroxylase Interstinale Dysfunktion bei 
polyglandulärem Syndrom

125

ADAMTS3 Thrombotisch-
thrombozytopenische Purpura 
(TTP)

126

CaSR Idiopathischer 
Hypoparathyreoidismus

127,128

β1-Adrenoceptor Dilatative Kardiomyopathie 129,138
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Tabelle 4. Neue, potentiell relevante Autoantikörper für die Diagnostik, Differentialdiagno-
stik und/oder Prognostik von organspezifischen Autoimmunerkrankungen.

Erkrankung Neue, potentiell diagnostisch relevante 
Parameter

Ausgewählte 
Literatur

Aplastische Anämie Kinektin-Antikörper 
PMS1-Antikörper 
Moesin-Antikörper

130–132

Chronisch
entzündliche 
Darmerkrankungen

Tropomyosin-Antikörper (TM5) 
Glycan-Antikörper (ALCA, ACCA und AMCA) 
anti-mikrobielle Antikörper (OmpC-, I2-, 
CBir1-Antikörper)

75–79

Diabetes mellitus 
Typ 1

ZnT8-Antikörper 
Densin-Antikörper 
Filtrin-Antikörper

133,134

Diabetes mellitus 
Typ 2

Perizyten-Antikörper bei Retinopathien 
ICA (bedeutsam für Therapie?)

135,136

Dilatative 
Kardiomyopathie 

Verschiedene Myokard-spezifische 
Autoantikörper

137

Encephalitis, 
autoimmune

GluR3-Antikörper 139

Epilepsie GluR3-Antikörper 140
Folat-Defizienz Folatrezeptor-Antikörper 141
Hypophysitis 
(autoimmune 
Entzündung der 
Hypophyse)

Autoantikörper gegen ein 22 kD 
zytosolisches Hypophysenprotein 
PGSF1a-Antikörper 
PGSF2- Antikörper 
GH-Antikörper

132,143

Morbus Addison 
(Subtyp?)

AADC-Antikörper 144

Morbus Basedow- 
Ophthalmopathie

Calsequestrin-Antikörper 145

Multiple Sklerose Autoantikörper gegen citrullinierte Proteine 
des Nervensystems  
(z.B. citGFAP, citMBP)

146,147

Myokarditis Verschiedene Myokard-spezifische 
Autoantikörper

137

Pankreatitis, 
autoimmune

PST1-Antikörper 148

Paraneoplastische 
limbische 
Encephalitis

BRSK2-Antikörper 149

Polyglanduläre 
Syndrome

TDRD6-Antikörper 150

Polyneuropathien, 
autoimmune

GD4-Antikörper 89

Primär biliäre 
Zirrhose

P97/VCP-Antikörper 
SUMO-1/-2_Antiköper

87,151

Urtikaria FcεRIα-Antikörper 152,153

Vitiligo MDHR1-Antikörper 154
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Tabelle 5. Neue, potentiell relevante Autoantikörper für die Diagnostik, Differentialdiagno-
stik und/oder Prognostik von systemischen Autoimmunerkrankungen.

Erkrankung Neue, potentiell diagnostisch relevante 
Parameter

Ausgewählte 
Literatur

Antiphospholipid-
Syndrom

tPA-Antikörper 
FVII/VIIa-Antikörper

155,156

Arteriosklerose oxLDL/ß2GPI-Komplexe sowie 
Autoantikörper gegen diesen Komplex 
Lipoprotein-Lipase-Antikörper

157,158

Morbus Behcet Sip1-Antikörper 
Kinektin-Antikörper

159,160

Myositis, 
idiopathische

CADM-140-Antikörper 
Sumo-1-Antikörper  
PMS1-Antikörper

30-32

Polymyositis/Sklero-
dermie-Overlap

PM/Scl-75-Antikörper 
Rrp-Antikörper

161,162

Rheumatoide 
Arthritis

MCV-Antikörper 
AAK gegen citrullinierte Telopeptide von 
Kollagen Typ I und II, citrulliniertes 
Fibrinogen, citrulliniertes Filaggrin 
CAST-C27-Antikörper

46-52

Sjögren-Syndrom Muskarinerge Rezeptor-Antikörper 40,41
Sklerodermie PDGF-Antikörper 

Fibrillin-1-Antikörper 
Matrix-Metalloproteinase 3-Antikörper 
M-Phasen Phosphoprotein 10-Antikörper

18,19, 23,24,  

Systemischer Lupus 
erythematodes

NMDAR/NR2A-Antikörper 
RNA-Helikase A-Antikörper 
Aktinin-Antikörper 
Thrombopoitin-Rezeptor-Antikörper

13-17

5. Variable Kombinationen von AAK (AAK-Profile) je nach diagnostischer Frage-
stellung.

6. Möglichkleit der Kombination von AAK mit anderen Parametern (z. B. Antikör-
pern gegen mikrobielle Erreger).

Künftig könnten sich sogar Einsatzgebiete multiparametrischer AAK-Bestimmun-
gen bei nicht autoimmunen Erkrankungen (Tumoren, degenerative Erkrankungen,
postinfektiöse Manifestationen, Arteriosklerose) ergeben, wenn bestimmte AAK-
Profile mit diesen Erkrankungen assoziiert, also von jenen bei Gesunden oder an-
ders Erkrankten signifikant different sind (10–12, 157, 158).
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6 AAK-Profile bei systemischen Autoimmunerkrankungen

Bei den meisten systemischen Autoimmunerkrankungen sind zahlreiche AAK
nachweisbar. Diese können im Bezug auf ihre klinische Bedeutung in drei Grup-
pen eingeteilt werden: (a) nicht relevant für die Diagnostik (meist bedingt durch
nicht ausreichende diagnostische Spezifität), (b) Datenlage nicht ausreichend
für endgültige Beurteilung der diagnostischen Relevanz (c) diagnostische oder
prognostische Marker. Die mit Systemerkrankungen assoziierten AAK können
überlappend in variablen Kombinationen auftreten (SLE, rheumatoide Arthritis)
oder sich gegenseitig ausschließen (systemische Sklerodermie, Autoimmunmyosi-
tis). Daraus resultiert, dass für eine optimale Diagnostik auf mehrere AAK parallel
getestet werden sollte. Einige dieser Marker-Antikörper (z. B. PL-7-, PL-12-, KJ-,
Mas-Antikörper bei Polymyositis, Th/To-Antikörper bei systemischer Skleroder-
mie, PCNA beim SLE) sind nur in einer geringen Frequenz zu finden und können
daher nur über eine multiparametrische Lösung kostengünstig einem breiten
Einsatz in der Routinediagnostik zugänglich gemacht werden. Aber selbst wenn
alle bisher bekannten diagnostisch relevanten AAK der Multiparameteranalytik
zugeführt werden können, bleibt für einige Erkrankungen (Autoimmunmyositis,
systemische Sklerodermie) eine Sensitivitätslücke bestehen. Somit sollte die Suche
nach weiteren (auch seltenen) Marker-Antikörpern für die Erweiterung erkran-
kungsassoziierter AAK-Profile vorangetrieben werden. Einige Kandidaten hierfür
sind in Tabelle 5 aufgelistet.

6.1 Systemischer Lupus erythematodes (SLE)

Bei Vorliegen der typischen Symptomatik (vier oder mehr der klinischen ACR
-Kriterien für die Diagnose eines SLE) könnte die Diagnose auch ohne die
Bestimmung der entsprechenden Marker-Antikörper gestellt werden. Trotzdem
sollten die AAK zur Diagnosesicherung herangezogen werden. Darüber hinaus
sind diese auch von prognostischer Bedeutung. Wichtiger jedoch ist der Wert
der erkrankungsspezifischen AAK für eine frühzeitige Diagnosestellung bei noch
nicht voll ausgeprägter Symptomatik (mono- oder oligosymptomatische Frühfor-
men) oder atypischen Verlaufsformen. Gerade für die Frühdiagnostik werden sich
die Vorteile der Multiparameteranalytik (optimale AAK-Profile zur Steigerung
der diagnostischen Sensitivität und Spezifität) bewähren. Auch ist zu erwarten,
dass prognostische Aussagen in Bezug auf Krankheitsentwicklung und Mani-
festationsspektrum verbessert werden können. Welche AAK sollten nun für die
Diagnostik und Prognostik des SLE im Rahmen eines multiparametrischen Assays
kombiniert werden? Neben den spezifischen Marker-Antikörpen (dsDNA-, Sm-,
Nukleosom-, PCNA-, ribosomale Phosphoprotein-Antikörper) sind dies zunächst
weitere SLE-assoziierte AAK, welche für SLE-Subtypen oder bestimmte Manifesta-
tionen (allein oder in Kombination) charakteristisch sind (Cardiolipin-, Ro/SS-A-,
La/SS-B-, U1-RNP-Antikörper). Die Einbeziehung weiterer AAK ist u. a. abhängig
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von der technologischen Plattform (Zahl der parallel bestimmbaren Parameter)
und der Verfügbarkeit der entsprechenden Autoantigene. Bei neuen AAK sind die
Ergebnisse von Evaluierungsstudien maßgebend für einen potentiellen Einsatz.
Alternativ könnten jedoch neue AAK mit multiparametrischen Assays parallel
zur Routinediagnostik evaluiert werden. Kandidaten hierfür sind beispielsweise
AAK gegen die NMDA-Glutamatrezeptor-Untereinheit NR2A (von den Mar-
ker-Antikörpern unabhängiger Parameter, assoziiert mit neuropsychiatrischen
Manifestationen?), gegen alpha-Aktinin (nephritogene kreuzreagierende dsD-
NA-Antikörper), gegen RNA-Helikase A (Marker zur Frühdiagnostik des SLE?)
oder gegen den Thrombopoietin-Rezeptor (Assoziation mit Thrombozytopenie
und megakaryozytärer Hypoplasie) (13–17).

6.2 Systemische Sklerose (Sklerodermie), Autoimmunmyositiden,
Mischkollagenosen

Im Gegensatz zu den Autoantikörpern beim SLE, welche überlappend in varia-
blen Kombinationen auftreten können, schließen sich die bei der systemischen
Sklerodermie sowie bei Autoimmunmyositiden (Polymyositis, Dermatomyositis)
auftretenden und meist für diese Erkrankungen hoch spezifischen AAK nahezu
gegenseitig aus. Daraus resultiert, dass alle Marker-Antikörper, auch die seltenen,
zur Erhöhung der diagnostischen Sensitivität parallel getestet werden sollten (Ta-
belle 3). Somit kann mit Hilfe multiparametrischer Assays die serologische Dia-
gnostik dieser Erkrankungen wesentlich verbessert werden in Abhängigkeit von
der Verfügbarkeit der entsprechenden Autoantigene in hochreiner Form und unter
Bewahrung der autoantigenen Epitope. Für die Sklerodermie und Sklerodermie-as-
soziierten Mischkollagenosen stehen derzeit hierfür CENP-B (Anti-Centromer-An-
tikörper, ACA), DNA-Topoisomerase I (Scl-70-Antikörper), PM/Scl-100 (antinu-
kleolärer Antikörper), Fibrillarin (antinukleolärer Antikörper), U1-RNP-Proteine
und RNA-Polymerase III zur Verfügung. Neben AAK gegen nukleäre Antigene sind
bei der Sklerodermie auch AAK gegen Proteine der extrazellulären Matrix und der
Zellmembran zu finden. Relativ Sklerodermie-spezifisch, aber bisher nicht für die
Routinediagnostik eingesetzt, sind Fibrillin 1- und PDGF („platelet-derived growth
factor“)-Rezeptor-Antikörper (18, 19). Während ACA, anti-Scl-70-, U1-RNP- und
antinukleoläre Antikörper mit unterschiedlichen Subsets der Sklerodermie assozi-
iert sind, korrelieren Fibrillin 1-Antikörper weder mit der Ausdehnung der Haut-
beteiligung noch mit bestimmten Organmanifestationen. Es bleibt zu klären, ob
Fibrillin 1-Antikörper in Kombination mit anderen AAK einen Gewinn für die Dia-
gnostik oder Prognostik der Sklerodermie darstellen. PDGF-Rezeptor-Antikörper
scheinen an der Pathogenese der Sklerodermie beteiligt zu sein, indem sie über die
Stimulation des Rezeptors u. a. zur erhöhten Expression des Kollagen Typ I-Gens
in Fibroblasten führen (18). Falls diesen AAK tatsächlich eine bedeutende pathoge-
netische Bedeutung zukommt, sollten sie präsymptomatisch nachweisbar sein und
als prädiktiver Marker die Entwicklung einer Sklerodermie in AAK positiven Perso-
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nen anzeigen.Von ACA und Scl-70-Antikörpern ist bekannt, dass sie viele Jahre vor
Erkrankungsmanifestation nachweisbar sein können (20–22). In Kombination mit
weiteren AAK wie den PDGF-Rezeptor-Antikörpern könnte die Vorhersage der
Krankheitsentwicklung in Risikogruppen möglicherweise verbessert werden. Wei-
tere Kandidaten für einen potentiellen Einsatz in multiparametrischen Assays sind
u. a. AAK gegen Matrix-Metalloproteinase 3 (pathogenetische Bedeutung im Fibi-
nosierungsprozess? Titer korrelieren mit dem Grad der Fibrose von Haut, Lunge
sowie Nierengefäßen), gegen M-Phasen Phosphoprotein 10 (früher Marker?, Asso-
ziation mit Oesophagus- und Lungenbeteiligung) sowie gegen Zentriol- und Mid-
body-Antigene (23–27). Die autoantigenen Targets der relativ selten nachweisbaren
Zentriol- und Midbody-Antikörper müssen jedoch noch identifiziert werden, um
die reale klinische Relevanz dieser AAK evaluieren zu können.Wichtig ist weiterhin
die Integration des Th/To-Antikörpers, eines Markerantikörpers der Sklerodermie
mit prognostischer Relevanz. Th/To-Antikörper, gegen Komponenten der RNase
MRP/RNase P-Komplexe gerichtet, sind mit den limitierten Formen der systemi-
schen Sklerose assoziiert. Die Prognose der Th/To-Antikörper positiven Patienten
ist wegen häufigerer schwerer Organmanifestationen (Lungenfibrose, pulmonale
Hypertonie, renale Krise) jedoch schlechter als bei den ACA-positiven Patienten
mit limitierter Sklerodermie (28).Auch sind diese AAK bei Patienten mit„idiopathi-
scher“ Lungenfibrose, in diesem Fall einer Sonderform der Sklerodermie („sclerosis
sine sclerodema“), nachweisbar (29).

Markerantikörper von Autoimmunmyositiden oder Mischkollagenosen mit
Myositis, welche gegenwärtig für die Routinediagnostik zur Verfügung stehen
sind AAK gegen verschiedene tRNA-Synthetasen (Jo-1-, PL7-, PL12-Antikörper),
gegen eine DNA/Nukleosom-abhängige Helikase/ATPase (Mi-2-Antikörper),
gegen DNA-bindende Nicht-Histon-Proteine (Ku-Antikörper), gegen U1-RNP-
spezifische Proteine (U1-RNP-Antikörper) sowie gegen PM/Scl-100 (antinukleolä-
rer Antikörper). Es besteht die berechtigte Hoffnung, dass durch Einbeziehung
weiterer Markerantikörper (AAK gegen andere tRNA-Synthetasen und gegen
Signalerkennungspartikel) sowie neuer AAK-Spezifitäten die diagnostische Lücke
(„seronegative“ Poly- oder Dermatomyositis) in Zukunft geschlossen werden kann.
Kandidaten neuer Autoimmunmyositismarker sind AAK gegen ein 140-kD Poly-
peptid bei Patienten mit klinisch amyopatischer Dermatomyositis (daher CADM-
140-Antikörper), SUMO-1 („small ubiquitin-like modifier activating enzyme“)
und PMS1, einem DNA-Mismatch-Repairprotein (30–32). Aber nicht nur für die
Erhöhung der diagnostischen Sensitivität ist die Kombination der „alten“ wie
der neuen Autoimmunmyositismarker in einem Assay sinnvoll. Wie auch bei der
Sklerodermie sind die genannten AAK mit unterschiedlichen klinischen Subsets
(Progredienz der Myositis, Art und Schwere der Organmanifestation, Ansprechen
auf therapeutische Maßnahmen) assoziiert und damit prognostische Marker, wel-
che für das Monitoring und die Therapie der Erkrankung herangezogen werden
können (33, 34). So sind beispielsweise die neu beschriebenen CADM-140-Anti-
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körper signifikant mit einer rapid-progressiven interstitiellen Lungenerkrankung
assoziiert (30).

6.3 Sjögren-Syndrom

Obwohl nicht spezifisch für diese Erkrankung, gelten Ro/SS-A- und La/SS-B-Anti-
körper als Marker und Klassifikationskriterium für das Sjögren-Syndrom (35, 36).
Ein weiterer, jedoch kontrovers diskutierter Marker ist der AAK gegen Alpha-Fo-
drin. Dieser wurde in einigen Studien bei Patienten mit Sjögren-Syndrom in hoher
Sensitivität und Spezifität gefunden (u. a. 37). Andere Studien zeigten jedoch eine
weitaus geringere diagnostische Spezifität und damit Relevanz für das Sjögren-
Syndrom (38, 39), wobei unterschiedliche Patientenkollektive und methodische
Aspekte diskutiert werden. So sinken z. B. die Antikörper-Titer unter Glukokorti-
koidtherapie, was die niedrigen Frequenzen in einigen Studien erklären könnte.
Ein interessanter, wahrscheinlich an der Pathogenese des Sjögren-Syndroms betei-
ligter AAK ist gegen den muskarinergen Typ 3 Acetylcholinrezeptor (M3mAchR)
gerichtet (40). Wegen fehlender Standardisierung der Antikörperbestimmung kön-
nen noch keine definitiven Angaben zur diagnostischen Sensitivität und Spezifität
für das Sjögren-Syndrom gemacht werden. Immunoassays unter Verwendung von
M3mAchR-Peptiden sind wahrscheinlich nicht geeignet für die Diagnostik, da
die relevanten Autoantikörper Konformationsepitope des Rezeptors erkennen. Mit-
tels Flowzytometrie unter Verwendung von transfizierten CHO („Chinese hamster
ovary“)-Zellen konnten M3mAchR-Antikörper in 82 % der Patienten, nicht jedoch
bei Blutspendern gefunden werden (41). Es bleibt zu prüfen, ob diese Rezeptoren
für eine multiparametrische AAK-Analytik zugänglich gemacht werden können.
Weitere AAK, deren klinisches Potential im Rahmen von AAK-Profilen geprüft
werden könnte, sind u. a. gegen CENP-C, Coilin-p80, sowie gegen Antigene des
„nukleären mitotischen Aparates“ (NuMA) oder den Golgi-Apparat gerichtet.

6.4 Rheumatoide Arthritis (RA)

Seit der Einführung der CCP-Antikörper (AAK gegen cyklisch citrullinierte Pep-
tide) hat sich die serologische Diagnostik der rheumatoiden Arthritis (RA) we-
sentlich verbessert. CCP-Antikörper sind, im Gegensatz zu den Rheumafaktoren
(RF) hoch spezifisch für die RA bei gleichzeitig besserer Prädiktion der RA-Ent-
wicklung bei Patienten mit einer undifferenzierten Arthritis (42–44). Bei gleich-
zeitigem Nachweis von RF oder RA33-Antikörpern kann der positiv prädiktive
Wert weiter gesteigert werden (42). Auf der Erkenntnis, dass die frühe RA klinisch
und radiologisch eine besonders schnelle Progredienz aufweist und die Thera-
pie in dieser Phase kurz- und langfristig besonders erfolgreich ist (strukturelle
Schäden verlangsamt oder gar vermieden werden können) beruht das Konzept
der frühen aggressiven Therapie der RA („hit hard and early“). Hieraus resultiert
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die Notwendigkeit einer frühen Sicherung der Diagnose, um eine effektive Thera-
pie einleiten zu können. Das klinische Bild der frühen oder sehr frühen RA ist
jedoch häufig uncharakteristisch und die Klassifikationskriterien des American
College of Rheumatology (3) sind meist noch nicht erfüllt, so dass in der Regel
eine undifferenzierte Arthritis diagnostiziert wird. Mit den Autoantikörpern gegen
CCP oder citrullinierte Proteine besteht nun die Möglichkeit einer relativ sicheren
Frühdiagnostik (43, 45). Allerdings ist die Nachweisfrequenz der CCP-Antikörper
in frühen Stadien wesentlich geringer als in späteren Stadien. Somit sollten mit-
tels multiparametrischer Analytik weitere RA-assoziierte AAK parallel bestimmt
werden. Kandidaten hierfür sind AAK mit relativ hoher diagnostischer Spezifität,
welche auch in frühen Erkrankungsstadien und bei CCP-negativen Patienten ge-
funden werden können, wie AAK gegen das A2-Protein von hnRNP-Komplexen
(RA33), gegen mutiertes citrulliniertes Vimentin (MCV), gegen CAST-C27 (AAK
gegen C-terminales Peptid des Calpastatin), gegen citrullinierte Telopeptide von
Kollagen Typ I und II, gegen citrulliniertes Fibrinogen und gegen citrulliniertes
Filaggrin (46–52). Da einige dieser AAK auch beim SLE oder beim Sjögren-Syn-
drom nachweisbar sein können, ist zur Erhöhung der diagnostischen Spezifität für
die RA zu empfehlen, auch SLE- und Sjögren-Marker (dsDNA-, Sm-, Ro/SS-A-,
La/SS-B-Antikörper) in die AAK-Profilanalytik einzubeziehen. Bei Einsatz multi-
parametrischer Assays unter Einbeziehung aller für die RA-Diagnostik relevanten
AAK sollte es durch Steigerung der diagnostischen Spezifität und der prädiktiven
Werte (gleichzeitiger Nachweis RA-assoziierter AAK, Ausschluss von SLE- und Sjö-
gren-Markerantikörpern) sowie durch Steigerung der diagnostischen Sensitivität
in der Frühphase der Erkrankung (kompetetive Reaktivitäten relativ RA-spezifi-
scher AAK) gelingen, mehr Patienten als bisher einer effektiven frühzeitigen Thera-
pie zuzuführen. Erste Ergebnisse einer Mikroarray-basierten AAK-Profilanalytik
scheinen dies trotz nicht optimaler Auswahl der in diesem Assays nachweisbaren
AAK zu bestätigen (53). Es bleibt zu hoffen, dass die Entwicklung optimaler mul-
tiparametrischer Assays für eine spezifische und frühe RA-Diagnostik nicht durch
patentrechtliche Probleme verzögert oder gar verhindert wird!

6.5 Anti-Phospholipid-Syndrom (APS)

Entsprechend den Klassifikationskriterien ist das Anti-Phospholipid-Syndrom
(APS) definiert durch das Vorliegen mindestens eines klinischen Kriteriums wie
vaskuläre Thrombose(n) und Schwangerschaftsmorbidität und mindestens eines
Laborkriteriums. Als Laborkriterium gelten der mindestens zweimalige Nachweis
von Lupus-Antikoagulanz und/oder Cardiolipin-Antikörpern des IgG-und/oder
IgM-Isotyps in mittleren bis hohen Titern und/oder β2-Glykoprotein I-Antikör-
pern des IgG- und/oder IgM-Isotyps in mittleren bis hohen Titern im Abstand
von 12 Wochen (54). Allein aufgrund dieser Klassifikationskriterien ist bei einem
Verdacht auf ein APS die Bestimmung von vier Autoantikörpern mittels Immu-
noassay erforderlich. Das bedeutet gegenwärtig für die labordiagnostische Praxis,
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dass zum einen vier unterschiedliche Testkits abgearbeitet werden müssen und
zum anderen, dass dadurch das Budget zur Bestimmung von Autoantikörpern
gemäß EBM fast vollständig ausgeschöpft ist und somit weitere Untersuchungen
nicht mehr honoriert werden. Neben den oben angeführten Anti-Phospholipid-
Antikörpern haben in den letzen Jahren weitere AAK klinische Bedeutung erlangt.
Hervorzuheben sind hier insbesondere die Phosphatidylserin-Antikörper, die in
11% der Fälle von Patienten mit einem APS isoliert auftreten, die Phosphatidyletha-
nolamin-Antikörper, die bei ca. 20 % der Patientinnen mit unklaren Aborten und
Thrombosen bei negativen Cardiolipin-Antikörper-Befunden gefunden werden,
sowie Phosphatidylinositol-Antikörper, Annexin V-Antikörper und Prothrom-
bin-Antikörper, die u. a. mit einer Abortneigung assoziiert sind (55–58). Es ist
davon auszugehen, dass zumindest einige diese AAK Eingang in die klinische
Routinediagnostik finden werden (1). Dem stehen bisher ausschließlich die hohen
Kosten der parallelen Bestimmung mittels Enzymimmunoassay gegenüber. Durch
Einsatz einer Multiparameteranalytik ließen sich diese AAK schnell und kosten-
günstig synchron bestimmen. Hieraus ergäbe sich ein beträchtlicher Gewinn an
Informationen für den Kliniker und eine sichere Diagnostik durch Steigerung
der Sensitivität. Durch die dramatische Reduzierung der Kosten könnten diese
Parameter ohne Verluste für das Labor im Rahmen der bestehenden Budgetierung
bestimmt werden.

7 AAK-Profile bei organspezifischen Autoimmunerkrankungen

Die Anzahl der für die Diagnostik und Prognostik der verschiedenen organspezifi-
schen Autoimmunerkrankungen relevanten AAK ist etwas geringer als jene für
systemische Autoimmunerkrankungen. Dennoch ergeben sich bei Bestimmung
von AAK-Profilen die gleichen Vorteile wie bei Systemerkrankungen. Einige ausge-
wählte Beispiele sollen dies im Folgenden belegen:

7.1 Typ 1 Diabetes (T1D)

Viele Marker-Antikörper gelten, unabhängig ob pathogenetisch wirksam oder
nicht, als biologische Indikatoren einer Krankheitsentwicklung. Bisher liegen aber
nur für den T1D sowohl retrospektive als auch prospektive Studien zur Ermittlung
der prädiktiven Relevanz erkrankungsspezifischer AAK in Risikogruppen vor. Die
für die Diagnostik des T1D relevanten AAK sind die zytoplasmatischen Inselzell-
Antikörper (ICA) sowie AAK gegen Glutamat-Dekarboxylase (GAD), Tyrosin-
Phosphatase (IA-2) und Insulin (IAA). Kinder, aber auch Erwachsene mit T1D-
Antikörpern haben ein erhöhtes Risiko, einen T1D zu entwickeln. Das T1D-Risiko
steigt mit dem Titer und der Anzahl der nachweisbaren AAK. Wenn drei oder vier
der T1D-spezifischen AAK in mittleren oder hohen Titern vorliegen, entwickeln
mehr als 80 % (in einigen Studien bis zu 100 %) innerhalb von 10 Jahren einen T1D
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(u. a. 59–61). Unter Einbeziehung neuer potentieller T1D-Marker, wie AAK gegen
den Kationen-Transporter ZnT8, gegen Densin und Filtrin könnte die Prädiktion
der T1D-Entwicklung weiter verbessert werden (133, 134).

7.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen (CED)

Den CED liegt eine fehlgesteuerte Regulation der Mucosa-assoziierten Immunab-
wehr, z. T. bedingt durch genetische Defekte von Komponenten des nicht-adaptiven
Immunsystems, zu Grunde. Obwohl damit nicht zu den klassischen Autoimmuner-
krankungen gehörig, sind beim Morbus Crohn und bei der Colitis ulcerosa, den
zwei Hauptformen dieser Erkrankungsgruppe, spezifische AAK nachweisbar. Sie
sind gerichtet gegen Antigene von Becherzellen (BAK), Pankreas-Azinus-Zellen
(PAK) und neutrophilen Granulozyten (atypische pANCA oder xANCA) (62–64).
Daneben sind zahlreiche anti-mikrobielle Antikörper mit CED assoziiert. Eine
hohe Spezifität für den Morbus Crohn weisen Antikörper gegen Mannan von Sac-
charomyces cerevisiae (ASCA) auf (62, 65, 66). Obwohl die Relevanz serologischer
Parameter bei CED häufig noch kontrovers diskutiert wird, eröffnen sich durch
Multiparameteranalytik zahlreiche Möglichkeiten in der Diagnostik und Betreu-
ung der CED-Patienten: (a) Verbesserung der Diagnostik durch Erhöhung von
diagnostischer Sensitivität und/oder Spezifität (u. a. 62, 67–69). Damit könnten ini-
tial unnötige invasive Eingriffe vermieden werden, was v. a. in der Diagnostik der
CED bei Kindern anzustreben ist. Da ASCA auch bei nicht behandelter Zöliakie in
höherer Frequenz nachweisbar sind, sollten in die diagnostischen Profile zum Aus-
schluss dieser auch Gewebstransglutaminase-Antikörper integriert werden (62).
(b) Prädiktion der Erkrankungsentwicklung bei Risikopersonen: Die Frequenz von
ANCA und ASCA bei Verwandten 1. Grades von CED-Erkrankten ist gegenüber
Kontrollgruppen signifikant erhöht. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese
Antikörper in bis zu 38 Monaten vor Erkrankungsmanifestation nachweisbar sein
können (66, 70). Große prospektive Studien sind erforderlich zur Evaluierung der
Bedeutung serologischer Parameter in Bezug auf die Prädiktion der Entwicklung
einer CED. Je mehr potentiell relevante Antikörper (AAK als auch anti-mikrobielle
Antikörper) analysiert werden können, desto größer sollten die Erfolgsaussichten
diesbezüglich sein. Darüber hinaus sind bei einer solchen Vorgehensweise neue
Erkenntnisse zur Ätiopathogenese zu erwarten. (c) Verbesserung der Differenzi-
aldiagnostik: Die beiden Entitäten Colitis ulcerosa und Morbus Crohn können,
insbesondere in frühen Erkrankungsphasen,schwierig zu differenzieren sein. In der
Gastroenterologie ist für solche Fälle die vorläufige Diagnose Colitis indeterminata
eingeführt worden. Für die Abschätzung der weiteren Entwicklung des Krank-
heitsverlaufes bei solchen Patienten können AAK und anti-mikrobielle Antikörper
hilfreich sein. So sind z. B.ASCA und PAK relativ spezifisch für den Morbus Crohn,
während ANCA und BAK vorwiegend mit Colitis ulcerosa assoziiert sind (62, 63,
66). (d) Verbesserung prognostischer Aussagen: Hinsichtlich Verlauf und Schwere
der Erkrankung weisen beide CED-Entitäten diverse Untergruppen auf, deren Dif-
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ferenzierung auch für die Therapieoptimierung von entscheidender Bedeutung
ist. Beim Morbus Crohn können z. B. drei Verlaufsformen mit unterschiedlichen
Komplikationen (stenosierend, chronisch inflammatorisch,fistelnd) unterschieden
werden. Eine serologische Stratifizierung unterschiedlicher Verlaufsformen kann
somit zur Therapieoptimierung beitragen (71–73). Auch für die Prädiktion der
Wirksamkeit bestimmter Therapien oder postoperativer Komplikationen könnten
Profile serologischer Parametern hilfreich sein (74). Für alle genannten Punkte
gilt: je mehr potentiell relevante Parameter zur Verfügung stehen, desto größer
sind die Chancen für eine Optimierung von Diagnostik und Prognostik chronisch
entzündlicher Darmerkrankungen durch Multiparameteranalytik. Neben den be-
reits genannten Antikörpern kommen hierfür als Kandidaten sowohl verschiedene
AAK, wie die anti-Glycan- (ALCA, ACCA und AMCA) und anti-Tropomyosin-An-
tikörper als auch verschiedene anti-mikrobielle Antikörper wie z. B. OmpC-, I2-,
CBir1-Antikörper in Betracht (75–79). Darüber hinaus müssen die autoantigenen
Zielstrukturen der BAK, der PAK und der atypischen ANCA identifiziert werden,
um in multiparametrischen Assays eingesetzt werden zu können.

7.3 Autoimmune Lebererkrankungen (AIL)

Autoimmune Lebererkrankungen sind charakterisiert durch immunvermittelte
Schädigung (chronische Entzündungen, Fibrosierung) von hepatozellulärem und/
oder cholangiozellulären Gewebe. Je nach Hauptlokalisation der pathologischen
Prozesse (proximale oder distale Gallenwegsabschnitte oder Hepatozyten) werden
drei nosologische Entitäten unterschieden: die primär biliäre Zirrhose (PBC), die
primär sklerosierende Cholangitis (PSC) und die Autoimmunhepatitis (AIH).
Diese unterscheiden sich in ihrem klinischen Profil, ihrer Remissionswahrschein-
lichkeit, ihren Assoziationen mit anderen immunvermittelten Erkrankungen und
Tumoren, und damit auch in der diagnostischen Strategie und der Therapie (Über-
sicht bei 80). Auch können therapeutisch relevante Überlappungssyndrome oben
genannter Entitäten auftreten (80, 81). Zusammen mit bildgebenden Verfahren
und Histologie sind erkrankungsspezifische AAK wegweisend im diagnostischen
Prozess. Da eine frühe Diagnose und Therapie die prognostische Entwicklung
der AIL wesentlich beeinflussen kann, wurde und wird der Entwicklung und
Etablierung sensitiver und spezifischer Assays zum Nachweis von AAK als ef-
fektive und nichtinvasive diagnostische Möglichkeit große Aufmerksamkeit
geschenkt. Ziele sind nicht nur eine frühe und sichere Diagnose von AIH, PBC
und PSC, sondern auch eine Differenzierung unterschiedlicher Verlaufsformen
und Überlappungssyndrome sowie die frühe Identifikation assoziierter Erkran-
kungen (Autoimmunthyreopathien, Colitis ulcerosa, T1D, CREST-Syndrom, RA,
Glomerulonephritis). Auf Grund der Vielzahl zu bestimmender AAK kann eine
kosteneffektive serologische Diagnostik von AIL (und assoziierten extrahepati-
schen Immunsyndromen) nur über eine multiparametrische Lösung erfolgen. Der
einfachste multiparametrische Test ist die indirekte Immunfluoreszenz an Ratten-
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organkryostatschnitten (Kombination von Leber-, Nieren- und Magenschnitten),
welche ein Screening auf wichtige serologische Marker der PBC (antimitochon-
driale Antikörper, AMA) und der AIH („liver-kidney microsomal antibodies“,
LKM; „smooth muscle antibodies“, SMA; antinukleäre Antikörper, ANA) erlaubt
(Abb. 1). Aber auch seltene Parameter wie die LC-1-Antikörper sind detektierbar.
Seit einigen Jahren sind verschiedene Dot/Line-Immunoassays für die Bestim-
mung leberspezifischer AAK-Profile auf der Basis rekombinanter Autoantigene im
Einsatz. Für die ANA ist aber nach wie vor die Immunfluoreszenz die Methode der
Wahl, da die molekulare Analyse der Zielantigene bisher keinen diagnostischen
Gewinn erbrachte.

Derzeit sind für die Diagnostik der AIH und die Differenzierung der AIH-Sub-
typen AAK gegen nukleäre Antigene (ANA), F-Aktin glatter Muskelzellen (SMA),
Cytochrom p450 2D6 (LKM-1-Antikörper), Formiminotransferase Cyclodeami-
nase (LC1-Antikörper), UGA-Repressor-tRNA-assoziiertes Protein (SLA/LP-Anti-
körper) und Asialoglykoproteinrezeptor (ASGPR-Antikörper) der Routinediagno-
stik zugänglich. In die internationalen diagnostischen Kriterien gehen ANA, SMA,
LKM-1, AMA, aber auch andere definierte AAK (s. assoziierte Immunopathien) zur
Ermittlung des AIH-Score ein (82). Im Rahmen von kosteneffektiven multiparame-
trischen Assays ist die Integration weiterer Parameter denkbar, wie AAK gegen die
Cytochrome P450 2C9, 2A6 und 1A2 sowie gegen die UDP-Glucuronosyl-Trans-
ferase 1A (80, 83).

AMA von Typ M2 (AMA-M2) sind die Marker in der Immundiagnostik der
PBC. Sie sind gegen Proteine des Ketosäuredehydrogenase-Multienzymkomplexes
der inneren Mitochondrienmembran gerichtet. Die Hauptzielantigene dieses Kom-
plexes sind die E2-Untereinheiten der Pyruvatdehydrogenase (PDH), der Ketoglut-
aratdehydrogenase („oxoacid dehydrogenase“, OADC) und der Verzweigtketten-
Ketosäuredehydrogenase („branched-chain oxoacid dehydrogenase“, BCKD) (84,
85). PDH-E2 wird in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund von 65 % bis zu
95 % der PBC-Seren erkannt. Gegen OADC-E2 sind 39–88 % und gegen BCKD-
E2 53–55 % der AAK von PBC-Patienten gerichtet. In einem neu entwickelten
Bead-Array unter Verwendung rekombinanter PDH-E2, OADC-E2 und BCKD-E2
konnte gezeigt werden, dass 20 % der AMA-negativen Seren mit mindestens einer
dieser Untereinheiten reagierten (86). Bei bis zu 50 % der PBC-Patienten sind ANA
nachweisbar. Diese können Kollagenose-assoziierte Antikörper (v. a. Anti-Centro-
mer-Antikörper),AIH-assoziierte ANA (Hinweis auf Overlap-Syndrom) oder aber
relativ PBC-spezifische AAK sein (80, 87). Die PBC-spezifischen bzw. -assoziierten
ANA sind entweder gegen Antigene der sogenannten PML nuclear bodies (Sp100,
PML, SUMO-1, SUMO-2) oder gegen Antigene der nukleären Envelope (Lamin B-
Rezeptor, Gkykoprotein gp210, Nukleoporin p62) gerichtet (Abb. 2). Sie schließen
die diagnostische Lücke bei AMA-M2-negativen Patienten. Eine prognostische Be-
deutung wird von einigen der ANA-Spezifitäten diskutiert, bedarf aber weiterer
Evaluierung.
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a

f

d

b

c

e

Abb. 1. Kombination von Rattenleber (a, b), Rattenniere (c, d) und Rattenmagen (e, f) als
Targets für multiparametrische AAK-Bestimmungen mittels indirekter Immunfluoreszenz:
Antimitochondriale Antikörper (AMA) färben das Zytoplasma der Hepatozyten (a), der
Tubuluszellen (c) und der Parietalzellen (e). LKM-Antikörper färben ebenfalls Hepatozy-
ten (meist stärker als AMA) und Tubuluszellen, nicht aber die Parietalzellen des Magens.
Antinukleäre Antikörper (ANA) zeigen eine Kernfluoreszenz an allen Zellen, hier exem-
plarisch an Hepatozyten gezeigt (b). AAK gegen glatte Muskelzellen (SMA) sind an der
starken Fluoreszenz der Muskularis und der Septen der Mukosa des Magens (f) sowie der
Muskularis der Gefäße in Niere (d) und Leber zu identifizieren. Weiterhin sind mit dieser
Methode auch Parietalzellantikörper (PCA), antiribosomale (ARA), endomysiale (EmA)
und LC1-Antikörper detektierbar.
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 a  b

c  d

Abb. 2. Mittels indirekter Immunfluoreszenz an HEp-2-Zellen (GA Generic Assays GmbH,
Dahlewitz) können verschiedene PBC-spezifische ANA detektiert werden: ANA gegen An-
tigene der PML nuclear bodies (a–c) und gegen nukleäre Envelope (c, d). (a) Sp100,
(b) AMA-M2 + ACA + Sp100, (c) Sp100 + AAK gegen nukleäre Envelope, (d) gp210.

Für die PSC sind bisher nur die atypischen ANCA, welche auch mit der Colitis
ulcerosa assoziiert sind (s. 7.2), relevant. Für optimale multiparametrische AAK-
Analysen bei AIL ist es erforderlich, die autoantigenen Zielstrukturen sowohl dieser
ANCA als auch der AIH-assoziierten ANA zu identifzieren. Auch ist wichtig zu
erwähnen, dass extrahepatische Immunsyndrome der Manifestation der AIH vor-
ausgehen können. So können z. B. AIL-assoziierte AAK bei Patienten mit initialer
Rheumasymptomatik auf eine sich entwickelnde AIL hinweisen. Insofern sind für
bestimmte Fragestellungen auch erweiterte Profile mit Kombination von organ-
und nicht organspezifischen AAK sinnvoll.

7.4 Autoimmune Neuropathien

Periphere autoimmune Neuropathien (PNP) sind charakterisiert durch motori-
sche, sensorische oder autonome Dysfunktionen.AAK gegen Ganglioside gelten als
Markerantikörper für die Diagnostik und Differenzialdiagnostik dieser Erkrankun-
gen. So sind z. B. GQ1b-Antikörper spezifisch für das Miller-Fisher-Syndrom, wäh-
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rend GM-1-Antikörper stark mit den verschiedenen Formen des Guillain-Barre-
Syndroms assoziiert sind (Übersicht in 88). Das diagnostische Potential der Gan-
gliosid-Antikörper ist bisher aber noch längst nicht ausgeschöpft. Neue Möglich-
keiten ergeben sich durch den Einsatz von multiparametrischen Assays. Ein seit
2006 verfügbarer Line-Immunoassay erlaubt derzeit die parallele Bestimmung von
AAK gegen 11 verschiedene Ganglioside. Beispiele von Gangliosid-Antikörperpro-
filen sind in der Abb. 3 dargestellt.

1       2      3        4       5      6       7       8       9 

GQ1b
GT1b
GT1a 
GD3
GD2
GD1b
GD1a 
GM4 
GM3 
GM2 
GM1 

Reaktions- 
kontrolle 

IgM  G      G   M     G   M       G   M      G    M      G   M     G   M     G   M     G  M  

Abb. 3. Beispiele von Anti-Gangliosid-Reaktivitäten in Seren von Patienten mit Neuropa-
thien und sytemischem Lupus erythematodes: (1) Das Serum eines Patienten mit multifocal
motorischer Neuropathie diente als Positivkontrolle, da eine IgM-Reaktivitäten gegen alle
Ganglioside vorliegt (erster Streifen), (2) Serumreaktivität gegen GM1, GD1b (IgG und
IgM) sowie GT1a (IgG) eines Patienten mit Guillain-Barre-Syndrom, (3) Serumreaktivi-
tät gegen GQ1b, GT1a, und GD3 (nur IgG) ) eines Patienten mit Miller-Fisher-Syndrom,
(4–6) verschiedene Anti-Gangliosid-Reaktivitäten bei Patienten mit nicht klassifizierbaren
peripheren Neuropathien, (7, 8) Serumreaktivität von SLE-Patienten: Mit Ausnahme von
anti-GM2-IgM waren die Färbungen schwächer als die anti-Gangliosid-Reaktivitäten der
Seren von Neuropathie-Patienten, (9) negative Kontrolle (Blutspenderserum).

Mit dem Einsatz von multiparametrischen Assays zur Bestimmung von Gan-
gliosid-Antikörperprofilen werden folgende Ziele verbunden: (a) Erhöhung von
diagnostischer Sensitivität und Spezifität für autoimmune periphere Neuropathien.
So konnte bereits gezeigt werden, dass mit der Anzahl der nachweisbaren Gan-
gliosid-Antikörper auch die Spezifität für autoimmune periphere Neuropathien
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steigt (89). (b) Bessere Differenzierung der verschiedenen akuten und chronischen
Neuropathien. (c) Identifizierung weiterer Krankheitsentitäten oder -subtypen mit
autoimmuner Pathogenese. (d) Des Weiteren werden neue Erkenntnisse zur Ätio-
pathogenese dieser Erkrankungen erwartet. Letztlich soll mit der angestrebten
Verbesserung der Diagnostik eine Optimierung der Therapie einhergehen.

7.5 Paraneoplastische neurologische Syndrome (PNS)

Neurologische Syndrome, welche mit einem Tumor assoziiert, aber nicht auf
eine lokale Wirkung des Tumors oder seiner Metastasen zurückzuführen sind,
werden als paraneoplastisch definitiert. Die Usachen hierfür können Hormone,
aber auch Autoimmunprozesse sein. Bei den autoimmunen Formen kommt es,
induziert durch ektopisch im Tumor exprimierte Antigene, zur Bildung von
Autoantikörpern und autoreaktiven T-Lymphozyten gegen das kreuzreagierende
Antigen im neuralen Gewebe. PNS gehen in 60–70 % der Entdeckung des Tumors
voraus. Sie sind schwere, aber potentiell behandelbare Erkrankungen, die eine
frühe und sichere Diagnose erfordern. Die bei diesen Erkrankungen in bis zu 80 %
nachweisbaren AAK gegen onkoneurale Antigene (ONA) sind hochspezifisch
für PNS (90). Die ONA-Antikörperspezifitäten sind jedoch mehr mit den zu
Grunde liegenden Tumoren als den neurologischen Syndromen assoziiert. Da
nahezu alle Neuropathieformen einen paraneoplastischen Hintergrund haben
können, sollte somit bei Verdacht auf ein PNS auf möglichst alle bisher bekannten
ONA-Antikörper gescreent werden (91, 92). Mit der Immunfluoreszenz an Kryo-
statschnitten von Kleinhirn und anderen Organen (s. Abb. 4) können AAK gegen
neuronale nukleäre (Hu/ANNA-1, Ri/ANNA-2, ANNA-3, Zic4) oder nukleoläre
(Ma-1, Ta/Ma-2, Ma-3) Antigene, gegen zytoplasmatische Antigene von Purkinje-
Zellen (Yo/PCA-1, PCA-2, Tr/PCA-Tr) oder Oligodendrozyten (CV-2/CRMP-5)
und gegen Bergmann-Glia (AGNA) gefunden werden (92–101). Auch AAK ge-
gen Glutamat-Dekarboxylase (GAD), Amphiphysin (Abb. 4) und metabotrope
Glutamat-Rezeptoren (mGluR1) sind nachweisbar (92, 102–104). Entsprechend
den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft für Neurologie sollte ein positiver
Befund immer durch eine zweite unabhängige Methode bestätigt werden. Hierfür
stehen derzeit Dot/Line-Immunoassays und Immunoblots zur Verfügung. Die
Anzahl der bestimmbaren AAK wird sicher in Zukunft in Abhängigkeit von der
Verfügbarkeit entsprechender rekombinanter ONA noch steigen. Für die Bestim-
mung von AAK gegen bestimmte Rezeptorstrukturen, wie VGCC („voltage gated
calcium channel“) oder VGKC („voltage gated potassium channel“) sind aber nach
wie vor Radioimmunoassays der „Goldene Standard“ (105, 106).

Für eine optimale Multiparameteranalytik aller relevanten ONA-Antikörper
sind noch folgende Arbeiten erforderlich: 1. Suche nach und Identifizierung von
weiteren ONA-Antikörpern zur Steigerung der diagnostischen Sensitivität (bei
ca. 30 % der PNS können keine der bisher bekannten ONA-Antikörper nachge-
wiesen werden), 2. Identifizierung der antigenen Targets von bisher nur in der
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 a  b

c  d

Abb. 4. Organkryostatschnitte vom Kleinhirn (a–c) in Kombination mit anderen Organkryo-
statschnitten, hier Magen (d) erlauben eine multiparametrische Analytik von AAK gegen
onkoneurale Antigene: (a, d) Hu-Antikörper: Färbung der Zellkerns der Neuronen sowie
des Plexus Myentericus (b) Yo-Antikörper: Färbung des Zytoplasma der Purkinje-Zellen,
(c) Amphiphysin-Antikörper: Färbung der Neuropili in der Molekularschicht und intesive
granuläre Färbung der Perikarya in der Körnerschicht.

Immunfluorszenz nachweisbarern AAK (z. B. ANNA-3, AGNA), und 3. rekombi-
nante Darstellung weiterer ONA.

Die Bedeutung der Multiparameteranalytik ließe sich an weiteren Krankheits-
gruppen, wie den autoimmunen Endokrinopathien (107, 108, 132, 143, 144, 150),
der Infertilität (109), den rasch progredienten Glomerulonephritiden (110, 111), den
bullösen Dermatosen (112) und den autoimmunen Zytopenien (113, 130–132) ein-
drucksvoll verdeutlichen. Im Folgenden soll noch ein Beispiel eines potentiellen
Einsatzes von AAK-Profilen bei nicht autoimmunen Erkrankungen diskutiert wer-
den.

8 Autoantikörper bei Tumoren

Es ist bereits seit Jahrzehnten bekannt, dass AAK gehäuft bei Tumoren zu finden
sind (114, 115).AAK gegen Proteine oder Glykoproteine, die im Rahmen der Tumor-
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genese neo-, über- oder aberrant exprimiert werden, können relativ spezifisch für
Tumoren und damit Kandidaten für die Diagnostik sein (Übersicht in 10). In der
Abbildung 5 sind die wichtigsten Antigen-Gruppen, welche zur Produktion von
AAK bei Tumoren führen können, aufgeführt. Die Liste der über SEREX („sero-
logical analysis of recombinant cDNA expression libraries of human tumors with
autologous serum“) oder Proteomtechnologien identifizierten tumorassoziierten
AAK wächst von Jahr zu Jahr. Unter den hunderten von AAK, welche bisher in Se-
ren von Tumorpatienten gefunden wurden, finden sich immer mehr Spezifitäten,
welche auf ihre klinische Relevanz hin evaluiert werden bzw. werden sollten (Bei-
spiele hierfür sind in Abb. 5 aufgelistet). Derartige AAK können mit bestimmten
Tumorentitäten assoziiert sein (z. B. HCC1-Antikörper beim Leberzellkarzinom)
oder aber in einem breiten Spektrum von verschiedenen Tumoren (meist Karzi-
nome) gefunden werden (z. B. p53- und Survivin-Antikörper).

CTA
  MAGE-A1
  MAGE-A3
CAGE

  XAGE-1b
  SCP-1
NY-ESO-1
cTAGE-1

  SSX2
  LAGE-1

ONA
ANNA

   PCA 
   Amphiphysin
   VGCC

SCP-1
   Recoverin 
   ZIC2/4
   SOX1/2

CRMP-5

Zellzyklus
assoziierte
Antigene
CENP-F

  Cyclin B1

Zielantigene
tumorassoziierter

AAKOnkoproteine
  p185HER-2/neu

  p21ras

c-myc
  L-myc
c-myb

  p145abl

  p210bcr-abl

  csk
  ALK

Produkte von
Stabilitäts-
genen
  Rad51
  hMSH2
  hPMS2

Tumor-
suppressor-
proteine
  p53
WT1

Apoptose-
Inhibitoren
  Survivin
  Livin

Abb. 5. Autoantigene, welche während der Tumorgenese aberrant oder neo-exprimiert wer-
den, können zur Produktion von tumorassoziierten AAK führen. Die betrifft v. a. Proteine,
welche direkt am Pathogeneseprozess beteiligt sind (gelber Hintergrund) sowie Proteine,
welche differentiell exprimiert werden (hellblauer Hintergrund). Aber auch Zellzyklus ab-
hängig exprimierte Proteine können Zielantigene von AAK bei Tumoren sein bei jedoch
geringerer Tumorspezifität (grüner Hintergrund). CTA: „cancer/testis class of tumor anti-
gens“); ONA: „onconeural antigens“.
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Da die Induktion von AAK weniger von der Tumorgröße als von genetischen
Faktoren (HLA-Allele) sowie Änderungen der Struktur und/oder Expression der
entsprechenden Autoantigene abhängt, sollten tumorassoziierte AAK sehr frühzei-
tig in der Tumorgenese zu finden sein. In der Tat konnte in retrospektiven Unter-
suchungen gezeigt werden, dass p53-, Survivin-, NY-ESO-1- und Koc-Antikörper
mehrere Monate bis mehrere Jahre vor klinischer Manifestation bzw. diagnostischer
Nachweisbarkeit des Tumors exprimiert werden können (116–120).Auch sind diese
AAK in Risikogruppen für die Entwicklung von Tumoren (z. B. ehemalige Uran-
erzbergarbeiter) signifikant häufiger nachweisbar als in Kontrollguppen ohne das
entsprechende Risiko. Es fehlen allerdings bisher prospektive Studien, die aufzeigen
könnten, welche Relevanz bezüglich Früh- oder Risikodiagnostik den tumorasso-
ziierten AAK tatsächlich zukommt.

Wenn AAK die Frühdiagnostik von Tumoren verbessern helfen sollen, müssen
sie folgende Kriterien erfüllen: Sie sollten (a) eine möglichst hohe Spezifität für
Tumoren aufweisen, (b) bei der Mehrzahl der Tumorpatienten nachweisbar sein
(d. h. eine hohe diagnostische Sensitivität aufweisen) und (c) vor klinischer Manife-
station bzw. Nachweisbarkeit mit „herkömmlichen“ Diagnoseverfahren zu finden
sein. Daher ist zunächst erforderlich, AAK mit genügend hoher Tumorspezifität
für weitere Untersuchungen auszuwählen. Die diagnostische Sensitivität derartiger
AAK ist in der Regel recht gering und erreicht selten mehr als 20 %. Daraus folgt,

p53 Survivin Koc p62 NY-
ESO1

POSITIV
n (%)

+ – – – – 3 (5%)
+ – – – + 1 (1,7%)
– + – – + 2 (3,3%)
– + + + – 1 (1,7%)
– + – – – 11 (18,3%)
– – + – – 4 (6,7%)
– – – – + 9 (15%)

– – + – + 1 (1,7%)

4
(6,7%)

14
(23,3%)

6
(10%)

1
(1,7%)

13
(21,7%)

32
(53,3%)

Abb. 6. AAK-Profile bei 60 ehemaligen Uranerzbergarbeitern mit Bronchialkarzinom. Wäh-
rend die Bestimmung nur eines AAK maximal 23 % diagnostische Sensitivität (hier bei
Survivin-Antikörpern) erbringt, kann diese durch Kombination von 5 tumorspezifischen
AAK auf über 50 % gesteigert werden.
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dass nur über eine multiparametrische Lösung mit der Möglichkeit der Bestim-
mung von mehreren (mindestens 10?) tumorassoziierten AAK ein serologischer
Test zur Früh- oder Risikodiagnostik von Tumoren entwickelt und evaluiert werden
kann (121). Eine Kombination von AAK ist jedoch nur bei höchster Tumorspezifi-
tät und geringster Überlappung der AAK-Reaktivitäten sinnvoll. So konnten wir
zeigen, dass mit der parallelen Bestimmung der AAK gegen p53, Survivin, Koc und
NY-ESO1 die Sensitivität für das Bronchialkarzinom auf 53‚3 % gesteigert werden
kann (Abb. 6).

9 Gegenwärtiger Stand und Perspektiven der multiparametrischen
Analytik von Autoantikörpern

Eine multiparametrische AAK-Analytik auf einer einheitlichen Plattform ist, von
wenigen Ausnahmen abgesehen, für die Diagnostik, Differentialdiagnostik und Pro-
gnostik von Autoimmunerkrankungen auf Grund zahlreicher Vorteile (Zeit- und
Kosteneinsparung, Verbesserung der diagnostischen oder prognostischen Aussa-
gen) anzustreben. Derzeit scheinen zwei konkurrierende technologische Lösun-
gen, Proteinchips (s. Buchbeitrag Stöckl, S. 303) und Partikelarrays (s. Buchbeitrag
Schanz, S. 308), der automatisierbaren AAK-Profilanalytik den Weg zu ebnen. Bis
sich derartige Assays in der Routinediagnostik durchgesetzt haben (s. a. Buchbei-
träge von Sack, S. 223 und Roggenbuck, S. 241), bieten sich v. a. Line-Immunoas-
says als „Übergangslösung“ für die Bestimmung von AAK-Profilen an. Zur Eta-
blierung optimaler in der Routine einsetzbarer multiparametrischer Assays sind
jedoch noch eine Reihe von Problemen zu lösen:

1. Bei Heterogenität der Analyten (hier: differente Autoantigene für die Bestim-
mung von Autoantikörperprofilen) ist eine einheitliche technologische Plattform
schwer realisierbar. Eigene Studien an neuen Multiparameterassays für die Auto-
immundiagnostik zeigten Einbußen in der diagnostischen Spezifität für einzelne
Autoantikörper aus dem jeweiligen Autoantikörperprofil und schienen uns da-
her für eine qualitativ gute Immundiagnostik nicht geeignet. Insbesondere zeigte
sich hier, dass das einfache Übertragen von ELISA-Prinzipien auf Array-Platt-
formen problematischer ist als allgemein kommuniziert. Ein kritischer Schritt
ist u. a. das „Spotten“ kleinster Volumina der biochemisch und immunologisch
unterschiedlichsten Autoantigene an Trägermaterialien, was die Gefahr von Kon-
formationsveränderungen oder gar Denaturierungen in sich birgt.

2. Für einige klinische Fragestellungen sind zwar theoretisch optimale AAK-Profile
denkbar (s. Abschnitt 6), jedoch müssen die bisher nicht routinemäßig einge-
setzten autoantigenen Targets noch auf die entsprechende technologische Platt-
form adaptiert werden. Wo dies nicht gelingt, müssen Alternativen für optimale
AAK-Profile gefunden werden.

3. Für andere klinische Fragestellungen sind noch AAK mit entsprechenden dia-
gnostischen/prognostischen Aussagen zu identifizieren.
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4. AAK können nur bei Kenntnis des methodischen Hintergrundes als Diagnose-
kriterien gewertet werden, da bei Einsatz differenter Assays in Abhängigkeit von
unterschiedlichen Bindungsverfahren der Autoantigene an die feste Phase und
möglichen Denaturierungen von Proteinen, von der Nutzung unterschiedlich
gereinigter nativer Antigene humanen oder tierischen Ursprungs bzw. rekombi-
nanter Antigene aus bakteriellen oder Baculoviren-Expressionssystemen sowie
von der Feinspezifität und Affinität/Avidität unterschiedliche Subpopulationen
von Antikörpern mit unterschiedlicher klinischer Relevanz detektiert werden.
Das bedeutet, dass vor Einführung neuer multiparametrischer Assays in die Rou-
tinediagnostik die tatsächlich mit dieser Methode erreichbaren diagnostischen
Variablen mittels multizentrischer Studien evaluiert werden müssen.

Da bisher keine allen Anforderungen gerecht werdende technologische Multipara-
meter-Plattform für den Einsatz in der Routinediagnostik zur Verfügung steht, ist
zum gegenwärtigen Zeitpunkt eine Stufendiagnostik (z. B. Screening mittels indi-
rekter Immunfluoreszenz, gefolgt von spezifischen Immunoassays) oder parallele
Analytik mit alternativen Assays (z. B. ENA-Antikörper mittels Enzymimmuno-
assay, Line-Immunoassays und Immundiffusion) die qualitativ beste, aber zeit-
und arbeitsintensive Variante der Bestimmung von Antikörperprofilen (Infektions-
serologie, Autoimmundiagnostik). Nach Kenntnis, Erfahrung und Meinung der
Autoren wird eine optimale Multiparameterimmundiagnostik (hohe Kosteneffi-
zienz PLUS hohe Werte der diagnostischen Variablen) nur durch Kopplung von
zwei unterschiedlichen multiparametrischen Verfahren zu erreichen sein. Im Rah-
men des BioResponse-Verbundes wird daher eine Kombination von automatisier-
tem und standardisiertem Immunfluoreszenzscreening mit Partikelarray-basierten
AAK-Profilen entwickelt.
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Immunfluoreszenzmuster 32 f, 98 f
in vitro-Zellassay 184 f
in vitro Kinase-Assays 4 f
Infektionsserologie 228, 245, 308, 315,

320

Kinasen 4 f, 137, 147 f

Lab-on-a-chip 227
Labordiagnostik s. Diagnostik
La/SS-B-Antikörper 101f, 110, 246, 125 f,

271f, 311, 318
LIA s. Line-Immunoassay
Line-Immunoassay (LIA) 229, 248,

261f, 304, 315 f
Luminex 7 f, 48 f, 92, 122, 166, 228, 244 f,

304, 308
Luminex xMAP 7 f, 66 f, 166

Medizinische Diagnostik s. Diagnostik
Microzyme™ 303 f
Mikroarray 3 f, 48 f, 78 f, 237, 250 f, 303
Mikropartikel (s.a. Beads) 48, 85 f, 244 f,

308
Mikrotiterplatten-Reader LF502

NanoScan FLT 20 f, 143
Mischkollagenosen 272
Molecular Beacons 54
Molecular Surface Engineering (MSE)

77 f, 253
Morbus Crohn 268, 277
Multiparameterdiagnostik 223 f, 242 f,

261f
Multiplex-Arrays XX f, 7 f, 48 f, 175 f,

128 f, 241f, 308, 313
Mykoplasmen 258
Myositiden, autoimmune

(idiopathische) 34, 101f, 264 f, 315

Nanopartikel 84 f
Nano-TRF 16 f, 147 f
Neuropathien, autoimmune 229, 269,

281f
Niedrigdichte Mikroarrays 250

Oberflächen 77
Oberflächenchemie 250

Papillomaviren, humane (HPV) 64, 255
Paraneoplastische neurologische

Syndrome (PNS) 283
Parodontitisdiagnostik 256
Phosphatasen 147 f
Phospholipid-Antikörper 264, 270, 276,

311
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Polymere 77 f, 251f
Polymyositis s. Myositiden, autoimmune

(idiopathische)
Primär biliäre Zirrhose (PBC) 101, 108,

110, 116, 263, 269, 278 f, 306
Primär sklerosierende Cholangitis 278
Proteasen 147
Protein-Mikroarray 4 f, 88 f, 303 f

Quantendot(s) 16 f, 25, 53, 175
Quenching 17

Rekombinante Proteine 7, 119, 124, 261f,
315 f

Reverse Phase Proteinarrays 6 f, 163
Rheumatoide Arthritis (RA) 34, 262 f,

274, 311, 320
ROC-Analyse 166
Ro/SS-A-Antikörper 101f, 110, 246, 271f,

307, 311, 318

Scl-70-Antikörper XXI, 101, 107, 112, 115,
127, 246, 272, 305, 311, 318

Sensoren (Sensorik) XIV f, 147, 225
Signaltransduktion 6, 11, 144

Sjögren-Syndrom 34, 101, 270, 274, 305
Sklerodermie s. systemische Sklerose
Sm-Antikörper 101, 105, 246, 264, 275,

305, 311, 318
Standardisierung 98
synthetische Peptide 315
Systemische Sklerose 34, 101f, 224, 265 f,

315, 319
Systemischer Lupus erythematodes

(SLE) 34, 101f, 248, 264 f, 271f,
306, 318

Tandem-Assay 148 f
Teratogen 198
Tissue Engineering 32, 186 f
Tumoren 102, 135, 164, 184, 194, 228 f,

270, 278, 283 f, 284

U1-RNP-Antikörper XXI, 43 f, 101, 105,
115, 246, 271f, 305, 311, 318

Vaskularisierte Matrix 181

Zellmodelle 182, 194
Zellpräparation 32 f




