
 

 
RELISA® ENA Sm RNP SSA/Ro SSB/La Scl-70 Jo-1 

MULTIPARAMETER ANTIKÖRPER-SCREENING-TEST 
Nur zur In Vitro-Diagnostik 

Für Professionellen Gebrauch 
Katalognummer: 7096-09 (96 Kavitäten) und 7696-09 (576 Kavitäten) 

 
VERWENDUNGSZWECK: Dies ist ein Enzymimmuntest (EIA) für den Nachweis von Antikörpern gegen extrahierbare 
nukleäre Antigene vom Typ Sm (Smith), RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 und Jo-1 in Humanserum. Der Test dient als 
Hilfestellung bei der Diagnose von Autoimmunerkrankungen. 
 

ZUSAMMENFASSENDE ERKLÄRUNG DES TESTS 
 
ENA-Antikörper (extrahierbare nukleäre Antigene) werden mit mehreren Autoimmunsyndromen in Verbindung gebracht 
und haben offenbar einen diagnostischen und/oder prognostischen Wert bei systemischer Sklerose (1, 2), gemischter 
Bindegewebskrankheit (3-5), Sjögren-Syndrom (6, 7), Polymyositis (8), Dermatomyositis (9), systemischem Lupus 
erythematosus (5) und rheumatoider Arthritis (10). Der antinukleäre Antikörpertest (ANA) wird als Screening-Test für 
diese Antikörper verwendet, gibt jedoch keinen Hinweis auf die Spezifität der Antikörper, und Antikörper gegen einige 
ENA weisen keine positiven ANA-Testwerte auf (11, 12). Es wird deshalb dringend ein zweiter Bestätigungstest für 
Antikörper gegen ENA empfohlen (13). 
 
Das Sm (Smith) Antigen wurde 1966 von Tan und Kunkel als kochsalzlösliches, nicht-histonisches Glykoprotein 
identifiziert, das für seine Antigenizität nicht DNA- oder RNA-abhängig ist (14). Antikörper gegen Sm gelten wegen ihrer 
ausgeprägten Spezifität für systemischen Lupus erythematosus (SLE) als spezifischer serologischer Marker. Diese 
Antikörper treten bei bis zu 30% der SLE-Patienten auf und werden mit aktiver Nierenkrankheit und Zerebritis (15-17) in 
Verbindung gebracht. 
 
Antikörper gegen Sm werden häufig zusammen mit U1-RNP-Antikörpern im Serum von SLE-Patienten nachgewiesen 
(18, 19). Anders als Antikörper gegen Sm sind Antikörper gegen RNP nicht als spezifische serologische Marker 
anzusehen, da sie bei Patienten mit den verschiedensten rheumatischen Erkrankungen, einschließlich SLE, 
Sklerodermie, Sjögren-Syndrom und rheumatoider Arthritis, auftreten. Hochtitrierte RNP-Antikörper allein werden jedoch 
überwiegend mit gemischter Bindegewebskrankheit (MCTD) in Verbindung gebracht. Bei Patienten mit MCTD tritt 
typischerweise eine Kombination der klinischen Merkmale auf, wie sie für SLE, Sklerodermie und Polymyositis 
charakteristisch sind. Diese Patienten zeigen häufig auch ein gutes Ansprechen auf die Behandlung mit 
Kortikosteroiden und im Vergleich zu SLE-Patienten eine geringere Häufigkeit von Nierenerkrankungen (20, 21). 
 
SSA und SSB wurden ursprünglich als nukleäre RNA-Proteinantigene bei Patienten mit Sjögren-Syndrom beschrieben 
(6,7). Ro und La wurden als zytoplasmische RNA-Proteinantigene bei Patienten mit SLE beschrieben (22, 23). 
Inzwischen wird allgemein akzeptiert, dass SSA und Ro analog sind, dass SSB und La analog sind, und dass diese 
Antigene sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma vorkommen. Antikörper gegen SSA/Ro allein oder SSA/Ro und 
SSB/La treten bei bis zu 62% der Patienten mit subakutem kutanem Lupus auf (24) sowie bei 85% der Patienten mit 
Sjögren-Syndrom, die eine Vaskulitis entwickeln (25). Antikörper gegen SSA/Ro allein treten bei Patienten mit 
homozygotem Defekt der C2-Komplementärfraktion auf (26) sowie bei Patienten mit primärer biliärer Leberzirrhose, die 
Sjögren-Syndrom (27) entwickeln, und bei bis zu zwei Dritteln der Patienten mit „ANA-negativem SLE“ (28).  
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Das SSA/Ro Autoantigen ist ein Komplex aus dem Ro60 Protein und dem Ro52 Proten mit sogenannten "small 
ribonukleoproteins".  
 
Dieser Komplex wird manchmal auch " SSA/Ro hY-RNA" Komplex genannt und er schließt das SSB/La Protein mit ein. 
Während Ro60 stark mit diesem Komplex assoziiert ist , hat Ro52 nur schwach assoziiert (29).  
 
Das Scl-70 Antigen wurde als zelluläres Enzym, DNA Topoisomerase I (30) identifiziert. Über Antikörper gegen Scl-70 in 
bis zu 56% der Patienten mit progressiver systemischer Sklerose (PSS), insbesondere in der Untergruppe von 
Patienten mit diffuser Sklerodermie (31), wurde berichtet. Diese Autoantikörper gelten als Marker für PSS, da sie in 
anderen Bindegewebskrankheiten nicht festzustellen sind. 
 
Antikörper gegen Jo-1, bei dem es sich um das Zellular-Enzym Histidyl tRNA Synthetase handelt, sind in 25-30% der 
Patienten mit Polymyositis oder Dermatomyositis zu finden, jedoch nicht in anderen Myopathien (11, 32). Es hat sich 
gezeigt, dass Anti Jo-1 Antikörper in engem Zusammenhang mit der interstitiellen Lungenkrankheit stehen, die 
zusammen mit Myositis (32) auftritt. 
 

TESTPRINZIP 
 
Dieser Test ist ein qualitativer, indirekter Enzym-Immuntest. Die Oberfläche der Mikrotiterplatten wurde mit stabilisierten 
Präparaten affinitätsbereinigter extrahierbarer nukleärer Antigene beschichtet, die im System als Antigen-Substrat 
dienen. Verdünnte Patientenproben werden in die Kavitäten gegeben und inkubiert, so dass in der Probe vorhandene 
spezifische Antikörper mit dem gebundenen Antigen in der Festphase reagieren können. Nicht gebundene Antikörper 
und andere Serumproteine werden abgewaschen und anschließend werden die Kavitäten mit antihumanen Antikörpern 
(Ziege) inkubiert, die mit Meerrettich-Peroxidase markiert sind. Das im Testsystem enthaltene an Meerrettich-
Peroxidase konjugierte Antikörper-Präparat ist spezifisch für schwere und leichte Ketten von humanem IgG. 
 
Nach der Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-Konjugat wird in positiven Proben ein dreiteiliger Komplex 
gebildet. Dieser Komplex besteht aus einem an Meerrettich-Peroxidase konjugierten anti-Human-Antikörper, gebunden 
an einen Human-Anti-ENA-Antikörper, der wiederum an das auf der Plastikoberfläche stabilisierte Antigen gebunden ist. 
 
Nach einem weiteren Waschvorgang wird dieser Komplex durch Addition einer Lösung aus Tetramethylbenzidin (TMB) 
und H2O2 als chromogenes Substrat nachgewiesen. Der Grad der Farbentwicklung in den Kavitäten ist proportional zur 
Konzentration von anti-ENA-Antikörpern in den Serumproben. Jede Kavität wird in einem Spektrophotometer bei 450 
nm ausgewertet. 
 

SYSTEMKOMPONENTEN - IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN 
 
Aufbewahrung: Sämtliche Komponenten sollten bei 2-10°C im Kühlschrank aufbewahrt werden. Nicht einfrieren. 
 
Stabilität: Alle Komponenten sind bis mindestens 12 Monate nach Herstellungsdatum stabil. Keine Komponenten nach 
Überschreiten des Verfallsdatums verwenden. 
 
REAKTIVE REAGENZIEN 
Mit extrahierbarem nukleärem Antigen beschichtete Mikrotiterplattenstreifen PLATE : Katalognummer 7008-09 
Ein Mikrotiterplattenrahmen mit zwölf Streifen je acht Kavitäten beschichtet mit einer stabilisierten Lösung von 
affinitätsgereinigten extrahierbaren nukleären Antigenen beschichtet. Es wird je ein kompletter Streifen für eine Kontrolle 
oder eine Patientenprobe benötigt. Unbenutzte Streifen können im Folienbeutel mit Trocknungsmittel verpackt und mit 
Klebestreifen versiegelt bis zu 45 Tage im Kühlschrank aufbewahrt werden. 
 
Probenverdünner SOLN|DIL : Katalognummer 7015 (14 ml). Spezieller gepufferter Probenverdünner zur Verdünnung 
der Patientenproben. 
 
Enzym-Antikörper-Reagens – spezifisch für schwere und leichte Ketten aus Human-IgG CONJ|HRP : 
Katalognummer 7009-09 (14 ml). Anti-Human-IgG (H&L), an Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert. 
Gebrauchsfertiges Reagens. 
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Substratlösung SOLN|SUB    : Katalognummer 7035 (14 ml). HRP-spezifische Enzymsubstratlösung, 
enthält stabilisiertes 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (H2O2). Gebrauchsfertiges Reagens. 
GEFAHR: Entzündlich. Dieses Reagenz enthält weniger als 25% Methanol und Azeton. Es darf nicht in die Hände von 
Kindern gelangen. Bei Kontakt mit den Augen sofort gründlich mit Wasser ausspülen und einen Arzt aufsuchen. 
 

Stopplösung SOLN|STOP    : Katalognummer 7033 (14 ml). Spezielle Stopplösung für EIA-Testsysteme von 
Immuno Concepts. Gebrauchsfertiges Reagens. GEFAHR: Korrosiv. Dieses Reagens enthält Chlorwasserstoff- und 
Schwefelsäure (jeweils weniger als 3 % Volumenanteil) und sollte mit Vorsicht gehandhabt werde.  Für Kinder unzugän-
glich aufbewahren. Bei Kontakt mit Augen, sofort und gründlich mit Wasser ausspülen und einen Arzt konsultie-ren. 
Dieses Reagens niemals mit Wasser verdünnen. 
 

Multiparameter-ENA-Positivkontrolle CONTROL| + : Katalognummer 7021-09 (2 ml). Human-Positivkontrolle mit 
Antikörpern gegen Antigene vom Typ Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 und Jo-1. Das Serum ist gebrauchsfertig 
verdünnt. 
 

ENA-Negativkontrolle CONTROL| - : Katalognummer 7031 (2 ml). Human-Negativkontrollserum, das keine Antikörper 
gegen Antigene vom Typ Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70 und Jo-1 enthält. Das Serum ist gebrauchsfertig verdünnt. 
 
NICHT-REAKTIVE KOMPONENTEN 
Streifenhalter 
 
Waschpufferlösung: 
PBS-Puffer PWDR|PBS : Katalognummer 1011. Phosphat-gepuffertes Kochsalzpulver (0,01 M, pH 7,4 ± 0,2). Jeder 
Beutelinhalt reicht für 1 Liter gebrauchsfertigen Puffer. Zwei Beutel je 96er-Mikrotiterplatte sind im Lieferumfang des 
Testkits enthalten. 
 

Waschpufferkonzentrat SOLN|WASH : Katalognummer 1031 (10 ml). 5% Tween 20-Lösung zur Verwendung mit dem 
Waschpuffer. (Zwei Fläschchen Pufferkonzentrat je 96er-Mikrotiterplatte sind im Lieferumfang des Testkits enthalten.) 
 

Herstellung: Inhalt eines Beutels mit Pufferpulver in einem Liter deionisiertem oder destilliertem Wasser auflösen. 
Den Inhalt einer ganzen Flasche Waschpufferkonzentrat in den aufgelösten PBS-Puffer hinzugeben. Gut 
durchmischen und bei 2-25°C bis zu vier Wochen aufbewahren, oder bis Anzeichen von Kontamination oder andere 
sichtbare Veränderungen zu erkennen sind. Waschpufferlösung muss vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-25°C) 
gebracht werden. 

 

ZUSÄTZLICH ERFORDERLICHE MATERIALI EN - NICHT IM 
LIEFERUMFANG ENTHALTEN 

 
Präzisionspipetten für Volumina von 25-1000 µl 
Spritzflasche für die Zugabe von Waschpufferlösung in die Kavitäten von Mikrotiterplatten, oder (halb)automatisches 

Waschsystem für Mikrotiterplatten 
1-Liter-Behälter für die PBS-Waschpufferlösung 
Deionisiertes oder destilliertes Wasser 
Spektrophotometer für Mikrotiterplatten für Absorptionsmessungen bei 450 nm 
Teströhrchen zur Herstellung von Serumverdünnungen 
Saugpapier oder Papierhandtücher 
Mehrkanal-Pipette für bis zu 8 Kavitäten 
Einmalhandschuhe 
Laborstoppuhr 
 

SICHERHEITSHINWEISE 
 
1. Sämtliche für dieses Produkt verwendeten Materialien menschlichen Ursprungs wurden nach von der FDA 

anerkannten Methoden negativ (nicht wiederholt reaktiv) auf Antikörper gegen HIV-1, HIV-2, Hepatitis-C (HCV) und 
Hepatitis-B-Oberflächenantigen (HBsAg) getestet. Keine Testmethode kann jedoch mit absoluter Sicherheit 
nachweisen, dass keine HIV-1, HIV-2, Hepatitis-C oder Hepatitis-B-Viren oder andere infektiöse Agenten vorhanden 
sind. Daher sollten alle Kitbestandteile wie potenziell infektiöse Materialien gehandhabt werden. 
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2. Alle Patientenproben sollten nach den Anforderungen für Biosafety Level 2 behandelt werden, wie für potenziell 
infektiöses humanes Serum und andere Blutbestandteile empfohlen in: Centers for Disease Control / National 
Institutes of Health Manual: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition. 

3. Ein Verdünnen der Bestandteile oder eine Zugabe von nicht zum Kit gehörenden Reagenzien kann die Qualität der 
Ergebnisse beeinträchtigen. 

4. Die Kontrollseren enthalten als Konservierungsmittel Natriumazid (0,09%). Natriumazid kann mit Blei- oder 
Kupferinstallationen reagieren und hochexplosive Metallazide bilden. Beim Entsorgen der Reagenzien mit reichlich 
Leitungswasser nachspülen, damit im Abfluss keine Rückstände verbleiben. Natriumazid ist giftig und kann bei 
Verschlucken toxisch wirken. 

5. Der Kit ist ausschließlich zur In vitro-Diagnostik bestimmt. 
6. Niemals mit dem Mund pipettieren und Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimhäuten 

vermeiden. Bei Kontakt mit viel Wasser und desinfizierender Seife waschen. 
7. In Bereichen, in denen mit Patientenproben oder Kitreagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken. 
8. Verspritzen von Reagenzien und Erzeugung von Aerosolen vermeiden. 
9. Die angegebenen Inkubationszeiten und Temperaturwerte genau einhalten, andernfalls könnten die Ergebnisse 

verfälscht werden. 
10. Eine Kreuzkontamination der Reagenzien oder Proben kann ebenfalls zu falschen Ergebnissen führen. Während 

der Tests müssen die Proben in den Kavitäten der Mikrotiterplatten verbleiben. 
11. Wiederverwendbare Glasartikel müssen vor Gebrauch gewaschen und gründlich ausgespült werden, um sämtliche 

Waschmittelrückstände zu entfernen. Die Glasartikel müssen vor Gebrauch sauber und trocken sein. 
12. Vor der Testdurchführung müssen alle Reagenzien, Mikrotiterstreifen und Proben auf Zimmertemperatur (18-25°C) 

gebracht werden. 
13. Beim Arbeiten mit Proben und Reagenzien sind grundsätzlich Einmalhandschuhe zu tragen. Danach gründlich 

Hände waschen. 
14. Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien oder Proben kann das Ergebnis verfälschen. 
15. Das Stoppreagens ist korrosiv und kann Verbrennungen verursachen. Dieses Reagens enthält Chlorwasserstoff- 

und Schwefelsäure (jeweils weniger als 3 % Volumenanteil) und sollte mit Vorsicht gehandhabt werden.  Für Kinder 
unzugänglich aufbewahren. Bei Kontakt mit Augen, sofort und gründlich mit Wasser ausspülen und einen Arzt 
konsultieren. Dieses Reagens niemals mit Wasser verdünnen. 

 

PROBENGEWINNUNG 
 
Probenentnahme: Nach Möglichkeit sollten Serumproben hergestellt werden. Dazu durch Venenpunktion in ein steriles 
Vakuumröhrchen oder durch ein anderes geeignetes Blutentnahmesystem aseptisch ca. 5 ml Vollblut entnehmen. Das 
Blut bei Zimmertemperatur (18-25°C) gerinnen lassen. Danach muss das Serum so bald wie möglich durch 
Zentrifugation abgetrennt werden, um Hämolyse zu vermeiden. 
 
Störsubstanzen: Stark hämolytische, lipämische oder durch Mikrobenwachstum verunreinigte Seren sowie Seren von 
Ikteruspatienten dürfen nicht verwendet werden, weil diese Zustände zu falschen Ergebnissen führen können. Proben 
mit sichtbaren Verunreinigungen müssen vor Verwendung zentrifugiert werden. 
 
Aufbewahrung: Serumproben können bei einer Temperatur von 2-10°C maximal eine Woche lang aufbewahrt werden. 
Sollen die Proben länger aufbewahrt werden, müssen sie bei mindestens –20°C eingefroren werden. Serum darf nicht in 
einem Kühlschrank oder Gefrierschrank mit Abtauautomatik gelagert werden. 
 
ACHTUNG: Wiederholtes Einfrieren / Auftauen von Patientenproben ist zu vermeiden. Andernfalls können falsch-
positive oder falsch-negative Ergebnisse auftreten. 
 

ALLGEMEINE HINWEISE ZUM VERFAHREN 
 
1. Vor Verwendung müssen unbedingt alle Serumproben und Kitbestandteile auf Zimmertemperatur (18-25°C) 

gebracht werden. Ein Liter Waschpuffer benötigt mehrere Stunden, um nach Entnahme aus dem Kühlschrank auf 
20°C zu kommen. Bei Inkubationstemperaturen außerhalb des hier angegebenen Bereichs können die Ergebnisse 
verfälscht werden. Unverbrauchte Proben und Kitmaterialien müssen nach Verwendung wieder gekühlt werden. 

2. Reagenzien vor dem Test durch vorsichtiges Umdrehen der Flasche gut durchmischen. Auf keinen Fall schütteln 
oder auf einen Mischer stellen. Schaumbildung vermeiden. 

3. Beim Herstellen der Probenverdünnungen müssen die Pipettenspitzen vor der Zugabe von Serum in den 
Probenverdünner abgewischt werden. Außen an der Pipette anhaftendes überschüssiges Probenmaterial kann die 
Ergebnisse beeinträchtigen. 

4. Das Arbeiten mit einer Mehrkanalpipette wird empfohlen, weil dadurch die Zugabe, die Inkubationszeit und die 
Reaktionszeit gleichmäßiger ausfallen. 
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5. Sorgfältiges Waschen der Kavitäten ist von entscheidender Bedeutung. Unzureichendes Waschen der 
Kavitäten führt zu hohen Hintergrundwerten und unter Umständen zu falsch-positiven Ergebnissen. Beim 
Auswaschen von Hand den Inhalt der Kavitäten aspirieren, anschließend die Kavitäten mit Waschpuffer füllen. 
Kreuzkontamination zwischen den Kavitäten vermeiden, vor allem beim ersten Waschgang nach dem Absaugen. 
Die Platten umdrehen und in der Luft kräftig ausschlagen, um alle Waschlösung aus den Kavitäten zu entfernen. 
Der Waschvorgang mit Füllen und Entfernen muss drei bis fünf Mal wiederholt werden. Danach die Platten auf 
einem Papierhandtuch oder vergleichbarem Material ausklopfen, so dass der Waschpuffer vollständig entfernt wird. 
Die Verwendung eines automatischen Waschgeräts für Mikrotiterplatten wird empfohlen, weil dies zu 
gleichmäßigeren Waschergebnissen führt. 
HINWEIS: Auf Grund der verschiedenen Waschtechniken und Automatiksysteme muss die Anzahl der Waschgänge 
evtl. angepasst werden, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Jedes Labor muss für sein Waschsystem die Anzahl 
von Waschgängen mit der höchsten Effizienz selbst bestimmen.  

6. Unzureichende Entfernung von Waschpufferrückständen kann zu inkonsistenter Farbentwicklung führen. Die 
Mikrotiterstreifen sollten auf Papierhandtüchern oder vergleichbarem Material ausgelegt werden, um 
Waschpufferrückstände zu minimieren. 

7. Die bei den Inkubationsschritten angegebene Zeitdauer muss unbedingt eingehalten werden. Alle Serumproben 
müssen vor Versuchsbeginn verdünnt und möglichst schnell hintereinander (in maximal fünf Minuten) in die 
Kavitäten dispensiert werden. Die Testserien dürfen nur so groß sein, dass diese Zeit bequem eingehalten werden 
kann. Die Verwendung einer mehrkanaligen Pipette zur leichteren Handhabung von Proben und Reagenzien ist zu 
empfehlen. 

8. Mit Ausnahme des letzten Inkubationsschritts (Substratlösung) beginnt jede Inkubationsperiode nach beendigter 
Proben- oder Reagenzienzugabe. Die Inkubation mit Substratlösung muss für jede Kavität genau 30 Minuten 
dauern. Daher müssen Proben und Reagenzien in derselben Reihenfolge und im selben zeitlichen Abstand 
zugegeben werden. 

 

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE 
 
QUALITÄTSSICHERUNG 
1. Die leere Kontrollkavität muss einen Absorptionswert von unter 0,250 haben. Höhere Absorptionsleerwerte als 

0,250 sind als Hinweis auf unzureichendes Waschen oder Kontamination der Reagenzien zu interpretieren. 
2. Der Absorptionswert der leeren Kontrollkavität (Reihe A) wird von den Absorptionswerten der RELISA® Procedure 

Check (RPC) Kavität (Reihe B) sowie von allen Antigen-Kavitäten (Reihen C bis H) subtrahiert. Nettowerte kleiner 
Null sind als Nullwerte zu betrachten. 

3. Die RELISA® Procedure Check (RPC) Kavität (Reihe B) sollte eine Nettoabsorption größer als 0,300 aufweisen. 
Absorptionswerte kleiner als 0,300 lassen auf unzureichende Farbentwicklung schließen und sollten nicht gewertet 
werden. Unzureichende Farbentwicklung ist in der Regel auf die Verwendung kalter Reagenzien oder falsches 
Timing bei einem oder mehreren Schritten des Assays zurückzuführen. Reagenzien auf Zimmertemperatur (18-
25°C) erwärmen lassen und den Lauf wiederholen, wobei besonderes Augenmerk auf den zeitlichen Ablauf der 
einzelnen Schritte zu legen ist. 

4. Nettoabsorptionswerte werden jeweils mit 100 multipliziert, um für jedes Antigen den entsprechenden Wert in ENA-
Einheiten zu erhalten. 

5. Das Positivkontrollserum ist ein Pool von Humanserum mit Antikörpern gegen alle sechs Autoantigene in diesem 
Test. Jede Antigen-Kavität sollte einen Wert von 30 ENA-Einheiten oder mehr aufweisen. 

6. Das Negativkontrollserum ist ein Pool von Humanserum, das keine Antikörper gegen eines der sechs Autoantigene 
in diesem Test enthält. Jede Antigen-Kavität sollte einen Wert von 20 ENA-Einheiten oder weniger aufweisen. 

7. Jedes Labor muss für sein Assay die Anzahl von Durchläufen für positive und negative Kontrollseren auf Basis der 
Häufigkeit von Patiententests und der Laborerfahrung selbst bestimmen. 

 
INTERPRETATION DER PATIENTENERGEBNISSE 
1. Dies ist ein qualitatives Assay. Die Anzahl der nachgewiesenen Antikörper besitzt keinerlei bekannte klinische 

Relevanz und die mit diesem Assay erzielten Einheitsgrößen dienen lediglich der Aufteilung der Patienten in die 
folgenden drei Hauptgruppen. Die Patientenprobekavitäten, deren errechnete Werte höher als 30 ENA-Einheiten 
sind, sind als positiv zu werten. Die Patientenprobekavitäten, deren errechnete Werte niedriger als 20 ENA-
Einheiten sind, sind als negativ zu werten. Werte zwischen 20 und 30 Einheiten liegen im positiven Grenzbereich 
und sollten wiederholt werden. Jedes Labor muss seinen eigenen Referenzbereich und eigene Cutoff-Werte auf 
Basis der getesteten Patientenpopulation ermitteln. Die Einheitswerte sind abhängig von Patientenfaktoren, 
mechanischen Gegebenheiten (wie Präzision der Pipetten), und Assay-Umständen (wie Temperatur und zeitliche 
Abfolge der Schritte.) 
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2. Die Sm und Sm/RNP Kavitäten werden zusammen verwendet, um das Vorhandensein dieser beiden Autoantikörper 
zu bestimmen. Falls die Sm/RNP Kavität positiv ist und die Sm Kavität negativ, hat der Patient Antikörper gegen 
RNP. Wenn beide Kavitäten positiv sind, mit annähernd gleichen Werten, hat der Patient Antikörper gegen Sm. 
Wenn beide Kavitäten positiv sind und die Sm/RNP Kavität 30 ENA-Einheiten oder mehr als die Sm Kavitäten hat, 
so ist dies ein Indiz für das Vorhandensein von Sm und RNP Autoantikörpern. Sollten sowohl die Werte von Sm als 
auch die der Sm/RNP Probe an der maximalen Absorption bzw. sehr nahe daran liegen kann die An- oder 
Abwesenheit der RNP-Antikörper nicht korrekt durch die Differenz der Werte von Sm/RNP und Sm bestimmt 
werden. Das Vorhandensein beider Antikörper kann mithilfe des AUTO-ID® Immunodiffusionsystems von Immuno 
Concepts, Katalognummer 6030, bestätigt werden. 

3. Die anderen Kavitäten sind mit affinitätsbereinigten monospezifischen Antigenen beschichtet und reagieren nur mit 
dem homologen Antikörper. Patientenseren mit multipler Antikörper-Spezifität sind jedoch sehr häufig bei SLE und 
anderen Autoimmunsyndromen zu beobachten, ein einzelnes Serum kann deshalb in mehr als einer Kavität positive 
Reaktionen zeigen. 

4. Die Kavitäten sind mit affinitätsbereinigten Antigenen in der folgenden Reihenfolge, von oben (Kavität A und das 
feste Streifenende) nach unten (Kavität H und das gekerbte Streifenende) beschichtet: 
 

Kavität A – Leeren Kontrollkavität 
Kavität B – RELISA® Procedure Check (RPC) 
Kavität C – Sm 
Kavität D – Sm/RNP 
Kavität E – SSA/Ro (Ro60 and Ro52) 
Kavität F – SSB/La 
Kavität G – Scl-70 
Kavität H – Jo-1 

 
AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE 
Das Testergebnis ist als positiv oder negativ für die entsprechenden Antikörper gegen extrahierbare nukleäre Antigene 
anzugeben. Die Zahl der Antikörper hat keine bekannte klinische Bedeutung. 
 

ZU ERWARTENDE WERTE 
 
Die Häufigkeit von Autoantikörpern gegenüber verschiedenen nukleären Antigenen variiert je nach Patientenpopulation 
sowie nach der Häufigkeit klinischer Rheumaerkrankungen in dieser Population. Der Zusammenhang zwischen dem 
Vorhandensein von Antikörpern und spezifischen Rheumaerkrankungen ist in der folgenden Tabelle 1. 
 

Tabelle 1 
Antikörper gegen: Assoziierte Erkrankung: 

Sm Hoch-spezifischer Marker-Antikörper, der bei 25-30% der 
SLE-Patienten auftritt 

U1-RNP Gemischte Bindegewebskrankheit >95%; SLE 35%; weniger 
häufig bei discoidem Lupus oder progressiver systemischer 
Sklerose (PSS) 

SSA/Ro Sjögren-Syndrom 60-70%; SLE 50% 
SSB/La Sjögren-Syndrom 40-50%; SLE 15% 

Scl-70 Hoch-spezifischer Marker-Antikörper, der bei 15-20% der 
PSS-Patienten auftritt 

Jo-1 Hoch-spezifischer Marker-Antikörper, der bei 25-30% der 
Patienten mit Polymyositis oder Dermatomyositis auftritt 

 
REFERENZBEREICH 
Der Referenzbereich wurde durch Tests an Seren von 206 gesunden Blutspendern, 105 Frauen und 101 Männer, 
ermittelt. Bei keinem der Spender war eine rheumatische Erkrankung bekannt. Zusätzlich wurden Daten von 143 
Rheumapatienten mit Antikörpern gegen ein oder mehrere Antigene dieses Assays gesammelt, die jedoch negativ für 
Antikörper gegen die anderen Antigene waren. Auf Basis dieser Daten wurden die normalen Cutoff-Werte, weniger als 
20 ENA-Einheiten, berechnet. Die gute Laborpraxis schreibt vor, dass jedes Labor seine eigenen normalen 
Wertebereiche auf Basis der Patientenpopulation und anderer lokaler Faktoren ermitteln muss. 
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EINSCHRÄNKUNGEN DES TESTS 
 

1. Es ist nicht möglich, lediglich auf der Basis des Nachweises von Antikörpern gegen extrahierbare nukleäre Antigene 
eine Diagnose zu stellen. Der Arzt muss die Ergebnisse im Zusammenhang mit Krankengeschichte und Symptomen 
des Patienten, den Ergebnissen der körperlichen Untersuchung und anderen diagnostischen Methoden 
interpretieren. 

2. Lediglich auf Grund eines positiven Testergebnisses für Antikörper gegen extrahierbare nukleäre Antigene sollte 
keine Behandlung initiiert werden. Für eine Behandlung müssen auch klinische Symptome, andere Laborergebnisse 
und der Gesamteindruck des Patienten auf den behandelnden Arzt herangezogen werden. 

3. Bei einigen Patienten mit Autoimmunerkrankungen können nicht nachweisbare oder unbedeutende Mengen 
Antikörper gegen extrahierbare nukleäre Antigene vorhanden sein; bei anderen Patienten mit großen Mengen an 
Antikörpern gegen extrahierbare nukleäre Antigene sind u.U. nur geringfügige oder keine Anzeichen einer klinischen 
Erkrankung festzustellen. Der Arzt muss die Ergebnisse des Tests auf Antikörper gegen extrahierbare nukleäre 
Antigene im Zusammenhang mit Krankengeschichte und Symptomen des Patienten, den Ergebnissen der 
körperlichen Untersuchung und anderen diagnostischen Methoden interpretieren. 

4. Die mit diesem Testsystem nachgewiesenen Antikörperwerte lassen nicht unbedingt auf die Schwere oder Dauer 
einer Erkrankung schließen. 

 

LEISTUNGSFÄHIGKEIT DES TESTS 
 

Das RELISA® Screening Assay von Immuno Concepts wurde mit anderen im Handel erhältlichen ELISA Assays 
verglichen, außerdem mit Doppelimmunodiffusions- und Kontraimmunoelektrophorese-Tests, durchgeführt in 
Referenzlabors, und mit Immunoblotting-(Western Blot) Ergebnissen, die mit einer hauseigenen Methode ermittelt 
wurden. Zur Bestimmung der für jede getestete Probe zu erwartenden oder „korrekten” Ergebnisse wurden die 
Resultate aus allen Methoden und die klinische Diagnose des Patienten herangezogen. Auf Basis dieser Vergleiche 
wurden die folgenden Daten ermittelt.  Tabelle 2. 
 

Tabelle 2 
Antikörper 

gegen: 
Relativ 

Sensitivität 
Relativ 

Spezifität 
Gesamt 

Übereinstimmung 
Sm 97,0% 95,5% 95,8% 

Sm/RNP 94,8% 94,1% 94,4% 
SSA/Ro 100% 83,3% 96,5% 
SSB/La 100% 95,9% 97,9% 
Scl-70 100% 100% 100% 
Jo-1 100% 100% 100% 

 

Die Spezifitäts-Diskrepanzen sind auf die erhöhte Sensitivität der ELISA-Assays im Vergleich zu “herkömmlichen” 
Methoden wie Kontraimmuno-Elektrophorese und Immunodiffusion zurückzuführen. 
 

KREUZREAKTIVITÄT 
Sieben Proben wurden für Kreuzreaktivitätsstudien verwendet. Diese Proben wurden durch Western Blot, CIE und 
Immunodiffusion äußerst genau als monospezifische Seren für jeden der Autoantikörper im RELISA® Screening-Test 
beschrieben. In keiner der Proben war Kreuzreaktivität festzustellen. Tabelle 3. 
 

Tabelle 3 

Probe Antigene 
Sm Sm/RNP SSA/Ro SSB/La Scl-70 Jo-1 

Anti Sm POS POS NEG NEG NEG NEG 
Anti RNP NEG POS NEG NEG NEG NEG 

Anti Sm/RNP POS POS NEG NEG NEG NEG 
Anti SSA/Ro NEG NEG POS NEG NEG NEG 
Anti SSB/La NEG NEG NEG POS NEG NEG 
Anti Scl-70 NEG NEG NEG NEG POS NEG 
Anti Jo-1 NEG NEG NEG NEG NEG POS 

 

REPRODUZIERBARKEIT 
Für jede der sechs Antigen-Spezifitäten wurden sechs Proben auf drei verschiedenen Chargennummern von Antigen-
Streifen bei drei verschiedenen Gelegenheiten getestet. Zwei der Proben waren negativ, befanden sich jedoch dicht am 
Cutoff-Wert von 20 ENA-Einheiten; zwei Proben waren positiv, jedoch dicht am Cutoff-Wert von 20 ENA-Einheiten; zwei 
Proben schließlich waren klar positiv oberhalb der Marke von 30 ENA-Einheiten.  
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In keinem Fall zeigte eine negative Probe positive Ergebnisse; alle im “Grenzbereich” angesiedelten Positivproben 
erbrachten durchwegs Ergebnisse zwischen 20 und 30 ENA-Einheiten; die klar positiven Proben führten durchwegs zu 
klar positiven Ergebnissen. 
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RELISA® ENA TESTVERFAHREN 
 

Vor der Testdurchführung müssen alle Proben, Reagenzien (auch der Waschpuffer) und Mikrotiterstreifen auf 
Zimmertemperatur gebracht werden. 

 
1. ARBEITSBLATT AUSFÜLLEN 

In das mit dem Kit gelieferte Arbeitsblatt zu Identifikationszwecken 
die Lage der Proben in den acht Kavitäten der Mikrotiterplatte 
eintragen. 

 
2. WASCHPUFFERLÖSUNG (PBS-TWEEN) VORBEREITEN 

Inhalt eines Beutels mit PBS-Pufferpulver in einem Liter 
deionisiertem oder destilliertem Wasser auflösen. Den Inhalt einer 
ganzen Flasche Waschpufferkonzentrat in den aufgelösten PBS-
Puffer (1 Liter) hinzugeben und gut durchmischen. Die 
Waschpufferlösung kann verschlossen und gekühlt (2-25°C) bis zu 
vier Wochen aufbewahrt werden. 

 
3. PATIENTENPROBEN VERDÜNNEN 

Patientenproben durch Zugabe von 25 µl Serum zu 975 µl 
Probenverdünner 1:40 verdünnen und gut durchmischen. Die 
Kontrollseren sind gebrauchsfertig und müssen nicht weiter 
verdünnt werden.  

 
4. MIKROTITERSTREIFEN VORBEREITEN 

Die benötigte Anzahl Streifen aus den Beuteln entnehmen und in 
den Halter einsetzen. Die Streifen müssen fest im Halter sitzen. 
Drücken Sie an beiden Enden des Streifens bis dieser sicher im 
Rahmen einrastet. Wenn nur einzelne Kavitäten oder kein voller 
Streifen verwendet wird ist zu überprüfen ob jede Kavität fest sitzt. 
Streifen die korrekt im Halter sitzen können beim Umdrehen des 
Halters dann nicht herausfallen. Unbenutzte Streifen können im 
Folienbeutel mit Trocknungsmittel verpackt und mit Klebestreifen 
versiegelt bis zu 45 Tage im Kühlschrank aufbewahrt und werden. 

 
5. SERUMVERDÜNNUNGEN AUFTRAGEN 

100 µl verdünnte Patientenprobe in jede der acht Kavitäten eines 
Multiparameter-Streifens dispensieren. 

 
6. STREIFEN INKUBIEREN (30 Minuten bei Zimmertemperatur, 18-

25°C) 
Die Streifen 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren lassen. 
Während dieser Zeit müssen die Streifen vor Luftzug oder 
Temperaturschwankungen geschützt sein. Gegebenenfalls die 
Streifen mit Klebeband oder einem Papierhandtuch abdecken, um 
sie vor Staub und anderen Fremdkörpern zu schützen. 

 
7. STREIFEN WASCHEN (siehe auch Allgemeine Hinweise zum 

Verfahren, Punkte 5 und 6) 
Kavitäten drei bis fünf Mal mit PBS-Tween-Waschpufferlösung 
auswaschen. Beim Auswaschen von Hand den Inhalt der Kavitäten 
aspirieren, anschließend die Kavitäten mit Waschpuffer füllen. 
Kreuzkontamination zwischen den Kavitäten vermeiden, vor allem 
beim ersten Waschgang nach dem Absaugen. Die Platten 
umdrehen und in der Luft kräftig ausschlagen, um alle 
Waschlösung aus den Kavitäten zu entfernen. Der Waschvorgang 
mit Füllen und Entfernen muss drei bis fünf Mal wiederholt werden. 
Danach die Platten auf einem Papierhandtuch oder vergleichbarem 
Material ausklopfen, so dass der Waschpuffer vollständig entfernt 
wird.  

 
8. ENZYM-ANTIKÖRPER-REAGENS ZUGEBEN 

100 µl Enzym-Antikörper-Reagens in jede Kavität dispensieren. 

 
9. STREIFEN INKUBIEREN (30 Minuten bei Zimmertemperatur, 18-

25°C) 
Die Streifen 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren lassen. 
Während dieser Zeit müssen die Streifen vor Luftzug oder 
Temperaturschwankungen geschützt sein. Gegebenenfalls die 
Streifen mit Klebeband oder einem Papierhandtuch abdecken, um 
sie vor Staub und anderen Fremdkörpern zu schützen. 

 
10. STREIFEN WASCHEN 

Kavitäten drei bis fünf Mal mit PBS-Tween-Waschpufferlösung 
auswaschen. Beim Auswaschen von Hand den Inhalt der Kavitäten 
aspirieren, anschließend die Kavitäten mit Waschpuffer füllen. 
Kreuzkontamination zwischen den Kavitäten vermeiden, vor allem 
beim ersten Waschgang nach dem Absaugen. Die Platten 
umdrehen und in der Luft kräftig ausschlagen, um alle 
Waschlösung aus den Kavitäten zu entfernen. Der Waschvorgang 
mit Füllen und Entfernen muss drei bis fünf Mal wiederholt werden. 
Danach die Platten auf einem Papierhandtuch oder vergleichbarem 
Material ausklopfen, so dass der Waschpuffer vollständig entfernt 
wird. 

 
11. SUBSTRATLÖSUNG ZUGEBEN 

Eine Laborstoppuhr verwenden, um sicherzustellen, dass die 
Zeiten genau eingehalten werden. 100 µl Substratlösung in jede 
Kavität pipettieren. Die Substratlösung muss in gleichmäßigen 
Zeitabständen zugegeben werden, damit sichergestellt ist, dass 
jede Kavität exakt 30 Minuten inkubiert wird. In Kavitäten, die 
positive Proben enthalten, verfärbt sich die Substratlösung blau. In 
den anderen Kavitäten bleibt die Lösung farblos oder wird nur 
schwach blau. 

 
12.  STREIFEN INKUBIEREN (genau 30 Minuten bei 

Zimmertemperatur, 18-25°C) 
Die Streifen genau 30 Minuten bei Zimmertemperatur inkubieren. 
Während dieser Zeit müssen die Streifen vor Luftzug oder 
Temperaturschwankungen geschützt sein. 

 
13. STOPPREAGENS ZUGEBEN 

Nachdem die erste Kavität genau 30 Minuten inkubiert wurde, mit 
dieser anfangen und im selben Rhythmus wie bei der 
Substratlösung in jede Kavität 100 µl Stopplösung zugeben. Bei 
Zugabe der Stopplösung verfärbt sich blaue Substratlösung gelb, 
während farblose Lösung farblos bleibt.  

 
14. ABSORPTION MESSEN 

Die Absorption der Kavitäten muss innerhalb von 30 Minuten nach 
Zugabe des Stoppreagens mit einem Mikrotiterplatten-
Spektrophotometer gemessen werden. Die Kavitäten werden bei 
450 nm um den Leerwert bereinigt gemessen. Wenn die 
Möglichkeit besteht, bei einer zweiten Wellenlänge zu messen, 
auch bei 600-650 nm als Referenzwellenlänge messen. Werden 
die Werte in den Kavitäten ohne Referenzfilter berechnet, so führt 
dies zu höheren Absorptionswerten. 

 
 

TECHNISCHE UNTERSTÜTZUNG: +1-916-363-2649  
oder via E-Mail: technicalsupport@immunoconcepts.com

 
 
 
 
 
 
 

 


