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Die Anwendung einer neuen rationellen Immunofluoreszenztechnik in der
klinischen Routinediagnostik

-W. Stocker, P.C. Scriba
Klinik fir Innere Medizin, Medizinische Hochschule Liibeck, W-Germany

Detection of autoantibodies in clinical routine diagnosis by means of a new rational
method in the field of fluorescent antibody technique

Summary:

We report on experiences with new methods to test sera of
hospital patients for autoantibodies against thyroid
microsomes, thyroglobulin, and many other tissue antigens.
Sections of fresh frozen tissue are mounted onto supports
of glass or plastics. Each support is divided together with
the section to give a number of fragments in a very
economical manner ("fragmenting technic").
Section-fragments can be used at the day of production, or
prepared in advance and preserved in liquid nitrogen.

They are stuck onto 96 or more reaction areas of a glass
slide the size of a microtiter plate and incubated
separately from each other with samples and reagents by
means of the "titerplane-technic".

To establish autoantibody profiles, section-fragments of
various tissues or fragments of differently treated tissue-
sections are mounted side by side onto large reaction areas
(composite sections), and incubated in a single drop of
sample or reagent. In this way, unfixed and fixed sections
of the thyroid gland can be placed next to each other to
detect autoantibodies against thyroid microsomes and
thyroglobulin at the same time.

Tests may be miniaturized to save tissue, sample volume, and
reagents.

By a special geometrical arrangement, sections are protected
against mechanical destruction and desiccation during the
test procedure. Results are therefore in a high degree
reliable and less dependent on the dexterity of the
technician.

Autoantikdrper gegen Mikrosomen der Schilddriise und gegen
Thyreoglobulin werden im allgemeinen nicht mehr mit Hilfe
der Immunfluoreszenz nachgewiesen. Andere Verfahren,
besonders der Ha&magglutinationstest und der Radioimmunoassay,
sind einfacher, und ihre Ergebnisse lassen sich leichter
quantifizieren. Bel den Autoimmunerkrankungen der Schilddriise
kommen aber hdufig auch Autoantikdrper gegen andere Organe
vor, flr deren Bestimmung die Immunfluoreszenz bisher noch
nicht verdriangt wurde.

Umn alle organspezifischen Autoantikorper rationell mit ein-
und derselben Methode nachweisen zu konnen, haben wir die
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Immunfluoreszenztechnik vereinfacht und einige Storfaktoren
beseitigt, sodaB wir sie jetzt wieder als eine Konkurrenz fiur
Hamagglutinationstest und Radioimmunoassay ansehen. Die neue
Technik und ihren Einsatz in unserer Klinik mdchten wir Ihnen
heute erstmals vorstellen.

Wir verwenden fiir unsere Untersuchungen Objekttrédger aus Glas
mit unbeschichteten, hydrophilen Reaktionsfeldern, deren
Umgebung mit einer hydrophoben Beschichtung versehen ist. Die
Abb. 1 zeigt einen planen Objekttrdger mit 96 Reaktions-
feldern.

Abbildung 1: Planer Objekttrdger mit 96 Reaktionsfeldern.

Dieser Objekttrdger eignet sich zwar hervorragend fiir den
Immunfluoreszenztest zur serologischen Diagnostik der Lues
oder der Toxoplasmose, weil hier die Antigene suspendierfidhig
sind und auf die Reaktionsfelder getropft werden kdnnen. Aber
es war zu schwierig, mit den in der Histologie gebraduchlichen
Techniken Gefrierschnitte auf jedes der 96 Reaktionsfelder zu
montieren., Wir haben deshalb einen neuen Weg eingeschlagen:

"Fragmentiertechnik" fiir Gefrierschnitte (Abb. 2):

Wir bringen zunichst einen Gefrierschnitt auf einen Tréger
und lassen ihn auftauen und antrocknen. Dann teilen wir den
Trédger zusammen mit dem auf ihm haftenden Gefrierschnitt in
beliebig groBe Fragmente. Als Tridger verwenden wir Deckglas-
material. Wir ritzen es mit einer Diamant-Spitze und
brechen es dann.
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Abbildung 2: Fragmentieren eines Gefrierschnittes.

Die Gefrierschnitte sind durch den Tré&ger stabilisiert und
sehr leicht zu handhaben. Es ist Jetzt ganz einfach, sie auf
beliebig vielen Reaktionsfeldern eines Objekttrigers zu
befestigen - wir kleben sie auf mit einem in Toluol geldsten
Kunstharz. Die Gefrierschnitte werden aber von ihrem TrZger
Uber die Ebene der Reaktionsfelder herausgehoben. Auf einem
planen Objekttriager wlrden sie deshalb durch ein aufgelegtes
Deckglas zerquetscht. Um das zu vermeiden, haben wir auf die
Objekttréger Leisten geklebt, die ein wenig hoher sind als
die Gefrierschnitt-Fragmente (Abb. 3, oben).

Abbildung 3: Objekttrdger mit geschiitzt angeordneten Gefrier-
schnitt-Fragmenten; Reagenztriger.
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Jetzt sind die Gefrierschnitte sogar besonders sicher: Man
kann fest auf das Deckglas drlcken, und sie werden nicht mehr
zerstort, wenn man beim Mikroskopieren mit dem ObJekttridger zu
nahe an das Objektiv kommt.

Inkubation der Gefrierschnitte mit Hilfe der "Titerplane-
Technik":

Wir benutzen flr alle Inkubationen zus&dtzlich zum Objekttridger
einen planen Reagenztridger (Abb. 3, unten), ebenfalls mit
hydrophilen Reaktionsfeldern in einer hydrophoben Umgebung.
Man kann zwel solcher Reagenztrdger in ein Gestell legen und
sie in einem bestimmten Abstand voneinander anordnen,

z, B. 0,5 mm oder 1,0 mm. Die Reaktionsfelder beider Reagenz-
tréager liegen sich dabei genau gegeniiber und kénnen seitlich
nicht gegeneinander verrutschen, Jedes Paar der Reaktions-
felder bildet eine kleine Reaktionskammer, in der Tropfen von
zwel Seiten her festgehalten werden und in der man eine
Mikroanalyse durchfiihren kann. Wir haben diese Technik
entwickelt und sie als "Titerplane-Technik" bezeichnet. Wir
wenden sie z., B. bei Himagglutinationstests an, oder, wie im
falgenden beschrieben, beim Immunfluoreszenztest (Abb. 4):
Wir versehen den Reagenztridger mit Serum-Verdiinnungen,

10 ml Jje Feld, tauchen die Gefrierschnitte 30 Minuten lang
in die Tropfen und waschen mit PBS (Phosphat-gepufferte
Kochsalzldsung), wenn ndétig, zuerst diskret, dann in einem
Becherglas., Nach dem Waschen nehmen wir den Objekttrédger aus
dem Becherglas, trocknen seine Riickseite ab, legen ihn iuber
den Reagenztrdger und lassen die Gefrierschnitte fir weitere
30 Minuten in das vorbereitete Fluoreszenz-markierte
Antihumanserum tauchen. Wir waschen zum zweiten Mal,
Uberschichten mit P,-gepuffertem Glycerin, legen ein grofes
Deckglas auf den Objekttrdger und lesen die Resultate mit dem
Fluoreszenzmikroskop ab.
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Abbildung 4: Inkubation der Gefrierschnitte mit Hilfe der

"Titerplane-Technik",
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"Bunte Schnitte":

Es jist ein bekanntes Verfahren, Stlickchen verschiedener
Organe gemeinsam in einem Block zu schneiden. Man erh&lt
dabei "Bunte Schnitte", mit denen man gleichzeitig mehrere
Autoantiksérper bestimmen kann. Unsere "Fragmentier-Technik"
eignet sich besonders gut fiir die Herstellung "Bunter
Schnitte'":

Abbildung 5: "Bunter Schnitt".

Abbildung 6: Inkubation mehrerer "Bunter Schnitte" auf einem
Objekttradger mit Hilfe der "Titerplane-Technik"
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Wir kleben beliebig viele Gefrierschnitt-Fragmente
verschiedener Organe auf ein groBes Reaktionsfeld (Abb. 5).
Im Gegensatz zum bisher Ublichen Verfahren kénnen wir die
Zusammensetzung der "Bunten Schnitte" von Feld zu Feld frei
variieren. Wir kénnen sogar unfixierte und fixierte Gefrier-
schnitte direkt nebeneinander montieren und damit Autoanti-
korper gegen Schilddrisen-Mikrosomen und gegen Thyreoglobulin
im selben Testansatz untersuchen.

Es ist auch mdglich, mehrere "Bunte Schnitte" auf einen
Objekttridger zu montieren (Abb. 6).

Praktische Durchflihrung:

Die folgenden Bilder demonstrieren unser Verfahren. In Abb., 7
sieht man den Gefrierschnitt einer aufgerollten Magenwand auf
einem fir die Mikroskopie vorgesehenen Deckglas, Wir lieBlen ihn
wie Ublich auftauen und antrocknen. Danach haben wir mit
einem Glaser-Diamanten in das Deckglas Felder eingeritzt

(Abb. 8) und das Deckglas gebrochen (Abb. 9).

In wenigen Minuten lassen sich mehrere hundert Prédparate
anfertigen. Die Gefrierschnitte kdnnen in beliebig kleine
Stiicke zerteilt werden, und es ist moglich, die Tests extrem
zu miniaturisieren, wenn das Gewebe knapp oder die Reagenzien
teuer sind. Mit Hilfe eines Stereomikroskops kann man
interessante Strukturen herausschneiden, z. B. Gefrierschnitte
einzelner Glomeruli der Niere,

Abbildung 7: Gefrierschnitt auf Deckglas.
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Abbildung 8: Gefrierschnitt auf Deckglas, mit Glaser-Diamant
in Felder unterteilt.

Abbildung 9: Gefrierschnitt-Fragmente.
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Abbildung 10: Objekttridger fir 96 Gefrierschnitt-Fragmente.

Objekttrager flr 16 "Bunte Schnitte".

Abbildung 11:
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Abb, 10 zeigt einen Objekttridger mit 96 Reaktionsfeldern.

Die aufgeklebten Glasleisten sind etwas stdrker (0,30 mm) als
die Deckglas-Fragmente (0,22 mm). Zur Herstellung der
hydrophil-hydrophoben Beschichtung haben wir 3 mm x 3 mm

grof3e Parafilmstlickchen auf den Objekttridger gepreflt, dariber
Polytetrafluoroethylen gespriht und den Parafilm wieder ent-
fernt. Der fertige Objekttrdger kann mehrmals verwendet werden.
Abb. 11 zeigt einen Objekttridger flr "Bunte Schnitte'": Mit
finf solchen Objekttrdgern flhren wir manchmal Uber

2 000 Einzeltests gleichzeitig nebeneinander durch.

Die Gefrierschnitt-Fragmente nehmen sehr wenig Platz in
Anspruch, Wir heben sie in fllissigem Stickstoff auf und
flillen sie zu diesem Zweck portionsweise in kleine Schl&uche
aus Polyvinylchlorid, die wir an beiden Enden zuschweiflien.
Abb., 12 zeigt einen kleinen, 100 ml fassenden Beh&lter mit

2 450 in flussigem Stickstoff schwimmenden verpackten
Fragmenten. Daneben liegen mehrere Schlauchsegmente mit

Je 5 oder 50 Fragmenten Inhalt.

Abbildung 12: Behdlter fiir Lagerung in flUssigem Stickstoff;
Schlauchsegmente mit je 5 oder 50 Gefrier-
schnitt-Fragmenten; Objekttrager;
Gefrierschnitt-Fragmente,

Die Gefrierschnitte sind bei dieser Lagerung mindestens

ein Jahr lang haltbar, wahrscheinlich wesentlich lé&nger.
Man kann daher einen grofBlen Vorrat anlegen und Jederzeit
aus dem Stegreif Autoantikdrper gegen ein breites Organ-
spektrum bestimmen.



167

Die Serum-Proben werden zusammen mit einem Anforderungsschein
(Abb. 13) in unser Labor gebracht.

Wir fertigen ein Untersuchungsprotokoll an, entnehmen dem
Vorrat die ndtigen Gefrierschnitt-Fragmente und kleben sie
auf Objekttrédger. Dann tropfen wir die verdlnnten Seren in
der im Protokoll festgelegten Reihenfolge auf Reagenztriger.
Aus Abb. 14 geht hervor, daB die Gefrierschnitte den
Probenverdinnungen bei der "Titerplane-Technik" leicht
zugeordnet werden konnen.

Abb. 15 zeigt einen mit Probenverdinnungen versehenen
Reagenztridger im Gestell. Wir legen den Objekttrdger dariber
und lassen die Gefrierschnitte in die Tropfen tauchen

(Abb. 16). Die Gefrierschnitte werden, wie oben beschrieben,
zweimal inkubiert und gewaschen, und zum Schlufl wird mit
PH-gepuffertem Glycerin eingedeckt.

Medizinische Hochschule Libeck

Klinik fir Innere Medizin

Direktor: Prof. Dr. med. P. C. Scriba

Klinische Laboratorien, Bau 30 efund - Nr.

Tel: 0451 /500 2365 - Dr_%_. med. W. Stocker [

Ratzeburger Allee 160

2400 L U b e c k Datum der Blutentnahme
Diagnose
Fragestellung

Station, Name, Geburtstaﬁl Anschrift Name des anfordernden Arztes

Organspezifische Autoantikdrper gegen
Schilddriise - Mikrosomen (human, ATMA):
Schilddriise - Thyreoglobulin (human, ATGA):
Nebenschilddriise (human):

Nebenniere (human):

Ovar (human):

Testis (human):

Hypophyse (huran):

Pankreas - Inselzellen (human):
Pankreas - exokrines Gewebe (human):

Niere (human):
Leber (human):

Magen - Belegzellen:
Duodenum:

Ileum:

Colon:

quergestreifte Muskulatur (human):

O OO0 O O OO O OO0 O © © © O O O

Herzmuskulatur:

Nicht-organspezifische Autoantikdrper gegen humane
O Zellkerne (ANA):

O n-DNS

O Mitochondrien (AMA):

O glatte Muskulatur (A3MA):

Abbildung 13: Anforderungsschein zur Autoantikdrper-Diagnostik.
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Zuordnung der Gefrierschnitte zu den Proben-
verdlinnungen bei der "Titerplane-Technik".
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Abbildung 15: Reagenztrdger mit Probenverdiinnungen.
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Abbildung 16: Inkubation der Gefrierschnitte.
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Abbildung 17: Humane Schilddriise, Befund mit einem normalen
Serum,
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Abbildung 18: Humane Schilddrise, Nachweis von Autoantikdrpern
gegen Schilddriisen-Mikrosomen.

Abbildung 19: Humane Schilddriise, fixiert in Methanol, lach-
weis von Autoantikdrpern gegen Thyreoglobulin.
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Abbildung 20: Humane Schilddriise, Nachwels von Autoantikorpern
gegen die Zellmembran der Thyreocyten.

Abbildung 21: Kaninchenniere, Nachweis von Autoantikérpern

gegen Zellkerne, granulires Fluoreszenzmuster;
Ecke eines Fragments.
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Im Fluoreszenzmikroskop sehen wir mit der neuen Technik die
gleichen Bilder (Abb. 17 - Abb. 21) wie mit der herkdmmlichen
Methode. Das Mikroskopieren eines groflen Objekttrdgers mit

z. B. 96 Gefrierschnitten ist bequemer, weil nicht filir jeden
Test ein neuer Objekttrédger aufgelegt werden muB. Es kommt
praktisch nicht mehr vor, daB Priparate bei der Prédparation
zerquetscht werden oder austrocknen.

Bei verschiedenen Krankheitsbildern untersuchen wir mit Hilfe
unserer "Bunten Schnitte" Autoantikorperprofile, Die Abb. 22
zeigt als Beispiel die Ergebnisse fir einige Schilddrisen-
Patienten unserer Klinik.

Nummer§ Diagnose ATMA | ATGA ANA AMA | Beleg | ASMA | Colon |Inseln| NNR Para QMu ] Herz
T 248 | Hvpothyreose 32003200 32 0 32 0 o o o o o . o
T 190 | Z. n. OP k. Knoten] 100 |3 200| © 0 100 o 32 o 0 o o | o
T 280 [ DRSEdoN o oa 320 o 32 o | o o o o o o o | o
T 186 13-Hyperthyreose 1 000 [ 1 000 [} [o] o] 0 o] o] o o o] ! 0o
T 187 | rez. Basedow n. OPJ1 000 | 1 000 0 0 100 o] 0 0 o 0 0 o]
T 192 | Basedow 1000 | 100 o o o o 320 0 32 32 320 | 320
T 219 | Basedow, Exophth. | 100 | 320 | 100 0 320 0 o 0 0 o 0 0
T 202 | Basedow 320 32 100 o 32 0 o o 0 0 o o
T 247 | Hypothyreose 10 320 3 200 o} 0o o 0 o] o 0 o ; o
T 178 | ofReT R Teote a. | 100 | 100 o o o o o o o o o | o
T 220 | Struma nodosa 1° 100 32 32 0 100 o 0 o] o 0 0 [}
T 283 [ PeTIRIre0se eis] 100 | 0 | o ) 0 | o o 0 0 o ) )
[Z_Bi Hyperthyreose 100 0 0 o 32 0 0 o o o o | o
T 213 | Struma nodosa 100 0 o 0 100 o o o o 0 o o
T 201 ?ﬁ‘f";gﬁiﬁi'&‘“ 200 | o | 100 | o |1000] o 10 0 o o o | o
T 199 [ppothieese 2o npa0 [ o o o o o o o o o o o
T 194 ﬁ‘“;zgg"”s’g‘gg:égd 10 o 0 o 0 o o o o o o | o
T 181 | Hvperthureose o o] 10 [o] o Qo o [¢] o 0 o [
T 182 | foll. SD-Ca 0 o o o 32 o o 0 0 o o o
T 237 gggr.lormai.e’ifr:l %?H 0 o o o o 7 [} 0 0 [} [} o] 0
T 395 | Basedow, T-M +++ 0 0 100 0 o 100 0 0 0 o 320 | 320

Abbildung 22: Autoantikorperprofile bei einigen Patienten
unserer Klinik (Autoantikdrper gegen Schild-
drisen-Mikrosomen, Thyreoglobulin, Zellkerne,
Mitochondrien, Belegzellen, glatte Muskulatur,
Colon, Inselzellen, Nebennierenrinde, Neben-
schilddriise, quergestreifte und Herzmuskulatur)
Die Zahlen geben den reziproken Titerwert an.
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Zusammenfassung:

Mit Hilfe der "Fragmentiertechnik' und der "Titerplane-
Technik" 1&d8t sich das Immunfluoreszenzverfahren wesentlich
verbessern.

Gefrierschnitte konnen einfach und schnell hergestellt und
platzsparend bei tiefsten Temperaturen gelagert werden.

Auf einem Objekttrdger kann man viel mehr Tests nebeneinander
unterbringen und die Proben rationeller untersuchen, als es
bisher mdglich war.

Die Gefrierschnitte sind auf dem Objekttrdger geschiitzt
angeordnet. Es kommt nur noch selten vor, daB ein Test
miBlingt.

Eine Variation der "Bunte-Schnitte"-Methode erlaubt es,
Autoantikdrperprofile schnell zu erstellen und Autoantikdrper
gegen Schilddriisen-Mikrosomen und Thyreoglobulin gleichzeitig
im selben Testansatz zu untersuchen.

Der Immunfluoreszenztest 188t sich extrem miniaturisieren,
wenn Organe, Seren und Reagenzien eingespart werden sollen.

Die neue Methode dirfte sich im Ubrigen auch flr eine Reihe
welterer Anwendungen eignen, besonders aus dem Bereich der
Histochemie.

Wir danken Frau K. Stocker und Frau C. Schuhose herzlich

fir ihre Mitarbeit, Herrn Prof. Dr. A. Gropp und

Herrn Prof. Dr. D. Sellin fiir das Uberlassen der Organe,
Herrn Dr. J. Studt und Herrn Dr. R. Gutekunst flir die Hilfe
beim Besorgen der Serum-Proben.

Herrn Prof. Dr. G. H. Thoenes, Milinchen, sind wir fur Hinweise
zur allgemeinen Immunfluoreszenz-Technik dankbar.



