Lab.med. 15: 299-301 (1991)

Kurzmitteilung

kommerziellen ELISA-KIT.

Bestimmung der IgG-Subklassen mit einem

Vergleich der Referenzbereiche ZW|schen

1! RID und ELISA
~ .
Estimation of IgG Subclasses with a Commercial ELISA-KIT.
Comparison of Reference Ranges between RID and ELISA
S. Zielen, P. Ahrens, D. Hofmann
@ Einleitung Ergebnisse und Diskussion
n,
Die Untersuchung der IgG-Subkiassen entwickelt sich zur Die Analyse der Mittelwerte (Tab. 1) zeigt bei den IgG-
Routinediagnostik bei Patienten mit chronischen pulmo- Subklassen in der Reihenfolge IgG2 > IgG1 > IgG4 einen
nalen Erkrankungen (1, 2). Der haufgste Befund bei ei- altersabhéngigen Anstieg. Das IgG3 zeigt keine Altersab-
nem |gG2-Mange| sind rezidivierende Infektionen der tie- héngigkeit, und 1gG3-Spiegel unter 5 mg/dl werden bei
. fen Atemwege (3). Die Diagnose eines IgG-Subklassen- allen Altersklassen als erniedrigt angesehen. Die IgG1-
' mangels wird erschwert durch unterschiedliche Referenz- und IgG4-Spiegel erreichen in der Altersgruppe der 7- bis
. bereichsangaben, besonders fir die Subklassen IgG3 10jahrigen den Erwachsenenwert. Die IgG2-Werte steigen
und IgG4 (4). Diese Unterschiede beruhen nur zum Teil kontinuierlich, und der Erwachsenenwert wird in der Pu-
auf der biologischen Variation der Referenzkollektive, zu- bertét erreicht. Unsere Ergebnisse stimmen bis auf hg-
meist sind sie auf die Methodik sowie die verwandten here IgG1-Spiegel weitgehend mit frilheren Untersuchun-
Antikorper (polyklonal versus monoklonal) zuriickzufiih- gen uberein (10, 11).
;'enh(nsi,k(zi' igmfl%teg?;:tbs;hi(g:: zxoetz‘l"v:‘\;?;?:elt' far jede Die prozentuale Verteilung der IgG-Subklassen am Ge-
ec gene renzbere o - samit-gG lag bei den Kindern bei 75 % IgG1, 17,6 % 1gG2,
- Neue kommerziell erhiltliche ELISA-Kits erméglichen ra- 3,6 % 1gG3 und 3,7 % IgG4. Diese Verteilung zeigt, daB es
. scher und wesentlich sensitiver als die radiale Immundif- auch bei gesunden Kindern zu einer Ausreifung des Im-
o fusion (RID) die Bestimmung der IgG-Subklassen. Die munsystems kommt mit einer relativen Zunahme von
- vorliegende Arbeit vergleicht die mit dem ELISA-Kit der 1gG2, da der Erwachsenenanteil des IgG2 bei 25 bis 28 %
Firma Binding Site erhaltenen Referenzbereiche mit de- liegt (1, 4).
nen der RID.
. e Tab. 1: Referenzbereiche der Altersgruppen im ELISA, Mittel-
- Patienten und Methodik werte und Spannweiten (mg/dl).
Bei 133 gesunden deutschen Kindern (87 mannliche, 46 A"&?I:;‘;pe n 1961 1962 19G3 9G4
weibliche) im Alter von 3 Monaten bis 13 Jahren wurden .
vor chirurgischen Wahleingriffen die IgG-Subklassen mit 3Mon.—-1 19 304 63,8 24,5 56
5 der RID und einem ELISA-KIT bestimmt. Der ELISA-KIT 131-708 _30-320 5-62 0,2-26
] der Firma Binding Site, Birmingham/UK (Vertrieb durch ~ _ 484 968 27.5 8,2
Labor Diagnostika GmbH/Heiden), besteht aus monoklo- 1-2 9 189-960  21-252 13-87 01-75
nalen Antikérpern mit charakterisierter Spezifitat (7). Die
RID wurde nach Mancini (8) mit polyklonalen Schaf-Anti- 2-3 19 530 108 33 15,8
. kérpern durchgefiithrt, die vom Hollindischen Roten 312-864  41-218 6-79 0,2-49
Kreuz (Janssen Pharmaceutik_a, .Beerse/BeIgien) herge- 3.5 %2 — 182 poope 226
- stellt werden. Diese Methode ist in unserem Labor etab- \ 261-1080  51-518 7-87  1-199
. liert, und die entsprechenden Referenzbereiche wurden P -
bereits publiziert (9). Zur Standardisierung wurde das 5-7 21 682 174 2
WHO-Serum 67/97 benutzt. Die Interassayvarianz der RID : 366—-1200 67-322 1-72  3-108
<" liegt fur die einzelnen Subklassen bei 6,4 % IgG1, §,9 %' 7-10 18 873 201 27.9 50,8
lgGZ, 5,1 % '963 und 5,5% IgG4, fir den ELISA bei 8% 546—1176 61-435 9-74 6—176
1gG1, 7,1 % 1gG2, 10,1 % 1gG3 und 9,7 % IgG4. Als Gute- " 920 234 26.6 66.4
. o di ; . - 10-13 , !
/ maR fur die Korrelation wurde der Produkt-Momentkorre 570-1184  74-615 §5-53  3-315

lationskoeffizient (R) ermittelt und in der ranggeordneten
.. Stichprobe fur jede Altersgruppe die Perzentilenwerte be-
~ . stimmt,

In der ranggeordneten Stichprobe (n = 20) entspricht die Spannweite der
5. und 95. Perzentile
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Der Methodenvergleich (Abb. 1) zeigt fir das IgG4 eine 1000 1
gute, fiir die anderen Subklassen eine nisBige Korrela-
tion. Im Einzelfall fanden sich Abweichungen um den Fak- mr===== 1gG 1
tor 2,5. Die Diskrepanz zwischen beiden Methoden ist in mg/dl
der Literatur mehrfach belegt und wird auch in unserer
Untersuchung (siehe Vergleich der 5. Perzentilen, Abb. 2)
deutlich. Es falit auf, da8 die 5. Perzentile, gemessen mit
dem ELISA, im allgemeinen unterhalb der RID liegt. Ver-
schiedene Griinde werden als Ursache diskutiert. Polyklo-
nale Antikérper richten sich gegen unterschiedliche Epi-
tope des gleichen Antigens und unterscheiden sich in der
Aviditdt und Konzentration. Hieraus resultieren Kreuzre-
aktivitat und Anderung der Spezifitit, so dal3 der Gehalt
der 1gG-Subklassen madglicherweise zu hoch bestimmt
wird (5, 6). Monoklonale Antikdrper sind strukturell iden-
tisch, erkennen aber wegen ihrer Epitoprestriktion be-
stimmte Allotypen der IgG-Subklassen nicht, so daR die
Subklassenbestimmung quantitativ zu niedrig ausfallen
kann (12). Diese methodischen Unterschiede erklaren die

ELISA - RID =——
11—
Abb. 2: 5. Perzentile der Referenzwerte im Vergleich > 0 2 4. 6 8 10 12
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_ Abb. 1: Methodenvergleich zwischen ELISA und RID . A ‘ S
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unvollstindige Ubereinstimmung der Ergebnisse und die
Notwendigkeit eigene Referenzwerte zu erstelien. Die vor-
liegenden Referenzbereiche des ELISA-Kits erméglichen
eine altersbezogene Analyse der IgG-Subklassenkonzen-
tration von deutschen Kindern. Ein selektiver Subklassen-
mangel liegt vor Erniedrigung einer oder mehrerer Sub-
klassen unterhalb der altersentsprechenden 5. Perzentile.
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Auszug aus

dem Lleferprogramm

THE BINDING SITE
University of Birmingham
Research Institute

O 1gG Subklassen
ELISA

Radiale Immundnﬁusmn (RID)
Single Dilution:

alle 4 Subklassen

aus einer Verdinnung

Monoklonale und polyklonale
Testkits — MeBbereiche
normal und low level.

in Vorbereitung:
Turbo RID

mit Latexverstarktem
Diffusionsgel:

— kurzere Inkubation

— erhohte Empfindlichkeit fir
niedrige MeBbereiche.

O Funktionelle
Immunglobuline (ELISA)

O Reagenzien fiir die Immun-
fixation einschlieBlich
1gG Subklassen.

© B2 Mikroglobulin (Turbo RID)

O sCD 23 (ELISA)
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