Vergleichende Untersuchungen zur diagnostischen Effizienz
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progressive systemic sclerosis, 126 blood donors and
88 healthy individuals. = -

*." The ELISA-assays correlated very well to each other
(0.99) in" the .Spearman’ rank correlation test and
also corresponded to the immunofluorescence test
(88.2 % = 92.4 %). The SLE prevalence in all inves-
tigated sera. was 0.12. The sensitivity ranged fromn
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0.58-0.83 and the specificity from 0.91-0.99 which.

results in a diagnostic efficiency of 0.90-0.94 for all
assays under investigation. The different results of the
standardized kits can be explained by the detection

ol antibodics of different avidity and class which leads

us to the conclusion, that intraindividual follow-ups
should be performed using a single diagnostic system.

All investigated kits are diagnostically useful but the

results have to be clinically evaluated in any case.

Key words

Auti-ds-DNA-antibodics - ds-DNA-ELISA - Crithidia.

luciliae ~ systemic lupus erythematosus

Einleitung

Der systemische Lupus Erythematodes ist eine Er-
krankung, dic durch Beteiligung fast samtlicher
Organsysteme in wechselnder Ausprigung gekenn-
zeichnet ist. Die Inzidenz der Krankheit wird, je nach
Studice, mit 57,6 Neuerkrankten/100000 Einwoh-
ner/Jahr angegeben. Fiir die Gesamtbevélkerung
wird eine Pravalenz von ca. 0,5 %. angegeben. Die
schwarze Bevélkerung ist ca. dreimal haufiger be-
troffen als die weifle Bevélkerung, Frauen erkran-
ken je nach Studie 5-13-mal haufiger als Minner
[25]. Die Krankheit manifestiert sich am héaufigsten
zwischen dem 20.-35. Lebensjahr [15]. Die Atiologie
ist im wesentlichen unbekannt, eine multifaktorielle
Genese wird diskutiert [12]. Die genctische Pridis-
position spielt sicherlich eine Rolle[15]. Allgemein
liegt der Pathogenesc des SLE eine Immunregulation
zugrunde, bei welcher eine irreguldre Interaktion von
B- und T-Zellen [35] und eine polyklonale B-Zell-
Aktivierung [15, 27] zu beobachten ist. Dabei tritt
eine gro3c Zahl von Autoantikorpern auf, die gegen
verschicdene nukledre und zytoplasmatische Anti-
gene und Oberflachenstrukturen kérpercigener Zel-
len gerichtet sind. Als Folge hieraus entwickelt sich
iiber die Bildung von Immunkomplexen, der wich-
tigste pathogenetische Mechanismus des SLE, die
Immunvaskulitis. Eine unmittelbare zytotoxische

Abkiirzungen:

SLE = Systemischer Lupus Erythermatodes
ANA = Antinukledire Antikorper

Psor. A. = Psoriasis Arthropathie

Psor. = Psoriasis sine Arthropathie

PSS = Progressive Systemische Sklerodermie
RA = Rheumatoide Arthritis
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Wirkung der heim SLE auftretenden Autoantikirper
spielt indes wahrscheinlich nur cine untergeordnete
Rolle [15,18]. Immunologische Verfahren stellen das
derzeit wohl wichtigste Instrument des Klinikers in
der Diagnostik von Kollagenosen dar [3]. Als sensi-
tive, aber wenig spezifische [15] Serecningmethode
hat sich der Test auf antinukledre Antikirper in der
Klinik etabliert. Hochaffine Antikérper gegen nati-
ve, doppelstringige DNS im Radioimmunoassay oder
Crithidia-luciliae-Test sind schr SLE-spezifisch. Dies
gilt nicht in gleichem Mafie fiir niedrig affine anti-
dsDNS-Antikorper, wie sie in ELISA-Verfahiren mit-
erfafit werden. Relativ selten und vor allem in nied-
rigen Konzentrationen sind dsDNS-Ak allerdings
auch bei anderen Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises und bei Cesunden nachweisbar [15.
31]. Der hohen Spezifitit der dsDNS-Ak wurde un-
ter anderem dadurch Rechnung getragen, dal} sie
Bestandteil der ARA-Kriterien von 1982 zur Diagno-
stik des SLE sind [30].

Fiir die Bestimmung der anti-ds-DNS-Antikorper
gibt es aul dem Markt eine Vielzahl von Assays, de-
nen teilweisc unterschicdliche Prinzipien zugrunde
liegen. Einige von Ihnen werden im folgenden hin-
sichtlich ihrer Spezifitit, Sensitivitét, diagnostischer
Effizienz und Durchfiihrbarkeit ndher dargestellt und
miteinander verglichen.

Patienten und Methoden

Alle untersuchten Patienten befanden sich zum Zeit-
punkt dieser Untersuchung in ambulanter und/oder
stationdrer Behandlung unserer Klinik. Das anhand
der ARA-Kriterien iiberprifte SLE-Paticnten-
kollektiv (n = 43) wurde zusitzlich zum Zeitpunkt
der Blutentnahme nach einem etablierten Schema
[13, 23] beziiglich der Krankheitsaktivitiit cingeteilt.
Hiernach hatten 13 Patienten einen aktiven und 30
Patienten eincn inaktiven SLE. Die Nicht-SLE-
Patientenkollektive umfassten die Diagnosen Psoria-
sis-Arthropathie (n = 18), Psoriasis sinc Arthropathie
(n=7), Arthrose (n = 16), Progressive Systemische
Sklerodermie (n = 9) und Rheumatoide Arthritis
(n = 49) als wichtigstes und grofites Kollektiv, wel-
ches gemifl der ARA-Kritericn [2] nochmals iiber-
priift wurde. Diese Patientenkollektive mit entziind-
lich-rheumatischen.oder zumindest autoimmuno-
logisch getriggerten Erkrankungen, welche nicht dem
LE-Formenkreis zugerechnet werden kénnen, dien-
ten als Kontrollkollektive, die keine bzw. nur sehr
geringe dsDNS-Ak-Konzentrationen aufweisen soll-
ten. Desweiteren stellten wir zwei verschicdene Kol-
lektive aus gesunden Probanden zusanunen. Bei dem
ersten handelt es sich um 126 unselektionierte Blui-
spender-Scren, welche uns {reundlicherweise vom

Blutspendedienst des DRK in Frankfurt amm Main
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iiberlassen wurden. Aus Datenschutzgriinden lagen
uns von diesen Seren keinerlei Information beziig-
lich der rheumatologischen Anamnese vor, weshalb
wir zusétzlich cin cigencs Normalkollektiv (n = 88)
zusammenstellten, welches aus Mitarbeitern der
Universititsklinik Frank{urt am Main sowie deren

Verwandten und Bekannten bestand und zuvor po-

stulierte Kriterien [17] erfiillte.

Anti-ds-DNS-Antikorper wurden zum einen mit
dem indirekten Crithidia luciliae-Immunfluoreszenz-
test, zum anderen mittels dreier kommerzieller ELISA-
Testkits bestimmt, die uns von den jeweiligen Her-
stellern zur Verfiigung gestellt wurden.

ELISA-Pro: Anti (ds)-DNA diagnostic EIA-Kit,
Progen Biotechnik GmbH, Heidelberg;
Mikrotiterplatte, anti-IgG-Ak.

ELISA-Org: Quantitativer EIA zur Bestimmung von
ds-DNA-Antikorpern, Orgasan Diagnostik und
Bioanalytik GinbH, Mainz, im Vertrieb von: Hermann
Biermann Diagnostika GmbH, Bad Nauheim;
Mikropinplatte, anti-IgG-Ak.

ELISA-Wal: ds-DNA ELISA, Walker Diagnostics, im
Vertrieb von: Byk Sangtec Diagnostica, Dietzenbach;
Mikropinplatte, anti-IgG-Ak und anti-IgM-Ak.

CriF: Crithidia luciliae-Immunfluoreszenztest zum

Nachweis von Antikdrpern gegen native, doppel-
striangige DNS; Fresenius AG, Bad Homburg,.

Dic Auswertung erfolgte bei allen drei ELISA-
Testkits computergestiitzt mit dem Kinetic Analyzer
und der Softmax-Auswertesoftware der Fa.Milenia (i
Vertrieb von Hermann Biermann GmbH Diagnostika,
Bad Nauheim).

Die BSG wurde im Westergren-Rohrchen ermittelt,
dic Bestimmung des C3 erfolgte mit einem Nephelo-
meter (Fa. Behring, Marburg). Die Rheumataktor-

bestimmung erfolgte zum einen mittels Latex--

agglutinationstest (RF) (Rapi Tex RF neu; Fa. Beh-
ring, Marburg), zum anderen mittels Hamag-
glutinationstest nach Waaler-Rose (WR) (Cellognost-
RF micro; Fa. Behring, Marburg). Antinukleére Anti-
kérper wurden mitttels eincs Immunfluoreszenztests
auf HEp2-Zellen (Fa.Viramed, Martinsried bei Miin-
chen) nachgewiesen. =~

Statistische Auswertung: Zur Bestimmung der
Intra- und Inter-Assay- Varianz, sowie zur Bestimmung
cines cigenen Grenzwertes bestimmten wir Mittelwert,
Standardabweichung und Variationskoeffizient.
Zwecks Ermittlung der Ubereinstimmung zwischen
den verschiedenen Tests withlten wir das Verfahren
nach Spearman zur Berechnung der Rarigkorrelations-
koeffizienten. Um signifikante Unterschiede zwischen
dem SLE-Kollektiv und anderen Kollektiven beziig-
lich der Testergebnissc herauszuarbeiten, verwende-
ten wir den zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir ungepaarte
Stichproben und testeten auf 97.5 %-Niveau. Die dia-
gnostischen Testparameter wurden folgendermafien
bestimint: Sensitivitiit: positive SLE-Patienten / Ge-

samtzahl der SLE-Patienten; Spezifitit: negative Ce-
sunde / Gesamtzahl der Gesunden; diagnostische [f-
fizienz: positive SLE-Patienten + negative Cesunde /

Gesamtkollektiv [36].

Ergebnisse

Zur Bestimmung der Intra-Assay-Varianz fiihrten
wir je 40 Doppelbestimmungen mit cinem auf ei-
nen Wert von 100 IU/ml eingestellten Poolserum
durch. So ermittelten wir Variationskoeffizienten
von 8,2 % (ELISA -Pro), 6 % (ELISA-Org) bzw. 5
% (ELISA-Wal). Zwecks Ermittlung der [uter-
Assay-Varianz benutzten wir jeweils die im ELISA-
Pro und ELISA-Org mitgelicferten positiven Kon-
trollen, bzw. fiir den ELISA-Wal den Standard Ne.3
und ermittelten fiir diese Seren als Doppel-
bestimmung in insgesamt 8 Testliulen dic dsDNS-
Ak-Konzentrationen. Wir errechneten Variations-
koeffizienten von 7 % (ELISA-Pro), 9,8 % (ELISA-
Org) und 7,1 % (ELISA-Wal).

Bei der Berechnung der statistischen Parameter
verwendeten wir die von den Herstellern angegebe-
nen Grenzwerte. Dennoch errechneten wir eigene
Grenzwerte nach allgemein akzeptierten Methoden
[11, 16, 24], um untersuchen zu kénnen, inwieweit
diese von den vom Hersteller angegebenen Grenzwer-
ten divergicren. Es crrechnete sich somit (iir den
ELISA-Pro ein Grenzwert von 42,9 IU/ml bei ¢inem
Mittelwert von 18,3 £ 12,3 1U/ml; fiir den ELISA-
Org ermittelten wir einen Grenzwert von 27,7 [U/inl
bei einem Mittelwert von 10,5 £ 8,6 IU/inl und der
ELISA-Wal wies cinen Grenzwert von 56,3 1U/ml bei
einemn Mittelwert von 24,3 + 16 [U/ml auf.

Die prozentuale Verteilung der positiven Test-
ergebnisse in den verschiedenen Kollektiven zeigt Ta-
belle1. Die Verteilung der dsDNS-Ak-Testergebnisse
zwischen den-einzelnen Kits in den jeweiligen Kollek-
tiven sind in den Abbildungen 1 - 4 aufgeschliisselt.
Als Kollektive dienten hierbei die beiden Nichter-

Tabelle 1. Prozentuale Verteilung der positiven Testergebnisse
bezogen auf die verschiedenen Kollektive (NK = Normalkollektiv,
BS = Blutspender)

NK BS SLE Nicht-SLE

(n=88) (n=126) (n=43) (n=99)
RF 11,4% 14,3% 39,5% 52,5%
WR 3,4% 14,3% 6,9% 29,3%
ANA 1,4% 1,6% 83,7% 11,1%
CrlF 0,0% 0,0% 58,1% 3,0%
Progen 3,4% 1,6% 69,8% 12,1%
Orgasan 1,4% 4,8% 60,5% 9,1%
Walker 10,2% 3,2% 83,7% 15,2%

Lab. med. 19: 219—229 (1995)
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krankten-Kollektive (Blutspender- und Normal-
kollektiv) sowie das SLE-Kollektiv und die Gruppe
der an einer rheumatologischen -aber nicht dem SLE-
Kollektiv zuzurechnenden- Erkrankung im weiteren
Sinne erkrankten (Nicht-SLE-Kollektiv). Das Bhut-
sl')(‘lltlv.l'-[(/\hll. 1), ELISA-Pro 1,0 %, ELISA-Org
4.8 %. ELISA-Wal 3.2 %] und dus Normalkollektiv
[(Abb. 2). ELISA-Pro 3,4 %. ELISA-Org 1,4 %,
ELISA-Wal 10,2 %] zeigten durchweg einen sehr klei-
nen Anteil positiver Ergebnisse. Der CrlF war bei kei-
nem der Seren obengenannter Kollektive positiv, die
ANA-Positivitiir lag bei 1,6 % (Blutspender) bzw.
1.4 % (Normalkollektiv). Im SLE-Kollektiv (Abb. 3)
fanden sich 69.8 % (ELISA-Pro), 60,5 % (ELISA-
Org) und 83.7 % (ELISA-Wal) der Seren positiv. Der
Crll war bei 58 % der Seren dicses Kollektivs positiv,
der ANA-IFT zeigte in 83, 7% cin positives Ergebnis.
Im Nicht-SLE-Kollektiv (Abb. 4) fanden wir cine ge-
ringe Zahl positiver Ergebnisse: 12,1 % fir ELISA-
Pro. 9,1 % liir ELISA-Org und 15,2 % fir ELISA-
Wal. Der CrlF war im Nicht-SLE-Kollektiv in 3 %,
ANA in 11 % der Seren positiv. Die prozentuale Ver-
teilung der positiven Ergebnisse auf die verschiede-
nen Diagnosegruppen in dicsem Kollektiv ist in Ta-
belle 2 aufgefiihrt. ‘

Tabelle 2. Prozentuale Verteilung der positiven Testergebnisse
in den verschiedenen Diagnosegruppen des Nicht-SLE Kollek-
tivs

RA Arthrose Psor.  PsorA. PSS

(n=49) (n=16) (n=7) (n=18) (n=9)

RF 81,6% 31,3% 0,0% 16,7%  44,4%
WR 55,1% 12,5% 0,0% 0,0% 0,0%
ANA 10,2% 6,3% 0,0% 0,0% 55,5%
CrIF 4,1% 0,0% 0,0% 5,6% 0,0%
Progen 20,4% 0,0% 0,0% 5,6% 11,1%
Orgasan 10,2% 6,3% 0,0% 56% 22,2%
Walker 18,4% 6,3% 0,0% 1,1%  33,3%

Das SLE-Kollektiv unterschied sich auf 97,5 %-
Niveau (zweiseitiger Wilcoxon-Test fiir ungepaarte
Stichproben) signifikant von dem Nicht-SLE-, Blut-
spender- bzw. Normalkollektiv. Die Priifung der Uber-
einstimmung der unterschiedlichen Testverfahren in
der dsDNS-Ak-Bestimmung fand die drei ELISA-

Assays sehr hoch miteinander korreliert (r = 0,99), -

sie zeigen somit auch im Vergleich zu den anderen
eingesetzten Testsystemen identische Ergebnisse. Die
Ubereinstimmung zwischen den drei ELISA-Kits und
dem CrIF wurde mittels der Vierfeldertafel am
Gesamtkollektiv evaluiert, es fand sich eine 92,4 %-

ige Ubereinstimmung von ELISA-Pro und ELISA-Org.

und cine 88,2 %-ige von ELISA-Wal gegeniiber dem
CrlF.

Lab. med. 19: 219—229 (1995)
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Zwecks Evaluierung der klinischen Relevanz von
quantitativen dsDNS-Ak-Bestimmungen mit den drei
vorlicgenden Tests haben wir den nicht-para-
metrischen zweiseitigen Wilcoxon-Test fiir ungepaarte
Stichproben zwischen hochaktivern und miéfig-akti-
vemn SLE-Kollektiv auf 97,5 %-Nivean durchgefiihrt.
Hierbei zeigte sich bei keinem der drei ELISA-Kits
cin signifikanter Unterschied, wenn auch bei samtli-
chen durchgefithrien Verfahren ein hoherer Anteil
positiver Ergebnisse im aktiven im Vergleich zum in-
aktiven Kollektiv bestimmt wurden.

Dic diagnostischen Testparameter zeigten fiir den
CrIF cine Sensitivitdt von 0,58, cine Spezifitit von
0,99 und eine diagnostische Elfizienz von 0,94; fast
identisch waren die Werte des ELISA-Org (Sensitivi-
tiit 0,6; Spezifitiit 0,95; diagnostische Effizienz 0,91),
bei ELISA-Pro und ELISA-Wal bestimmten wir fol-
gende Werte: Sensitivitdt: 0,7 (ELISA-Pro), 0,83
(ELISA-Wal); Spezifitat: 0,95 (ELISA-Pro), 0,91
(ELISA-Wal); diagnostische Effizienz: 0,92 (KLISA-
Pro), 0,9 (ELISA-Wal).

Diskussion

Bei der vergleichenden Beurteilung testimmanenter
Parameter der verwendeten dsDNS-Ak-Nachweis-
verfahren kénnen wir beziiglich der Variations-
koelffizienten keine wesentlichen Unterschiede zwi-
schen den ELISA-Kits feststellen. Vergleichbare Wer-
te fiir die Inter- und Intra-Assay-Varianz beziiglich
der von uns verwendeten ELISA-Kits fanden wir nur
bei einer Arbeit (Inter-Assay-Varianz 11,2 %. Intra-
Assay-Varianz 9,6 %) [20], in welcher ebenfalls der
ELISA-Wal getestet wurde. Wir kénnen durch die von
uns errechneten Inter- und Intra-Assay-Varianzen
sowie durch den Vergleich mit den Herstellerangaben
eine vergleichbare Prizision aller drei verwendeten
ELISA-Kits hervorheben.

Die dsDNS-Ak-Bestimmung mittels Crithidia
luciliae-Immunfluoreszenztest und drei verschiedenen
ELISA-Verfahren wies innerhalb der einzelnen Kol-
lektive zum Teil betriichtliche Unterschiede auf. Der
CrIF erwies sich als Verfahren mit einer herausragen-
den Spezifitdt und zeigte im Normal- und Blutspen-
der-Kollektiv iiberhaupt keine und i Nicht-SLE-
Kollektiv nur 3 % positive Ergebnisse, nuf} allerdings
beziiglich der Diagnose SLE als Testverfahren mit ei-
ner nur méfligen Sensitivitit (0,58) angesehen wer-
den. Hervorzuheben ist aber die sehr gute Differ-
enzierungsfihigkeit des CrlF bei der Differentialdia-
gnose zwischen SLE- und Nicht-SLE-Erkrankungen.
Die von uns mit dem CrIF ermittelten Ergebnisse stim-
men in der Mehrzahl mit in dhnlichen Studien verot-
fentlichten Ergebnissen iiberein (Tabelle 3). Im Ver-
gleich zu anderen dsDNS-Ak-Nachweisverfahren ver-
fiigt dieser Test iiber eine herausragende Spezifitit
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Tabelle 3. Crithidia luciliae — Immunfluoreszenztest: Prozentua-
ler Anteil positiver Testergebnisse verschiedener Studien (auf-
geteilt nach Kollektiven)

SLE Nicht-SLE  Gesunde
Aarden et al.1975 30% 0%
Clarke et al.1986 68% 21%
Eaton et al.1983 58%
GeiBler et al.1986 47% 4%
Isenberg et al.1987 13% 0%
McMillan et al.1988  53% 3% 0%
Tzioufas et al.1990 33% 0%
Vorliegende Studie 58% 3% 0%

(0,95-1,0) bei cher mafdiger Sensitivitit (0,3-0,7) [1,
6, 10, 20]. Dic Abweichungen der Einzelergebnisse
verschiedener Untersucher beruhen sicherlich in der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Patienten-
kollektive, worauf auch andere Autoren bereits hin-
wiesen [5, 14].

Beziiglich der Sensitivitit bei SLE zeigten die
ELISA-Tests differente, jedoch mindestens i im Be-
reich des CrlF liegende Werte; der ELISA-Wal war
deutlich sensitiver als dic ebenfalls noch guten
ELISA-Pro und ELISA-Org. Dic Ergebnisse ande-
rer Studien, in denen in einem SLE-Kollektiv mit-
tels ELISA-Technik dsDNS-Ak gemessen wurden,
sind in Tabelle 4 dargestellt. Der Anteil an test-
positiven Resultaten schwankt erheblich von 22 %
[26] bis 94 % [4]. Bei Betrachtung dieser Ergeb-
nisse muf} davon ausgegangen werden, daf} alle drei
von uns untersuchten ELISA-Kits — allen voran der
ELISA-Wal - beziiglich des Anteils testpositiver

Tabelle 4. Prozentualer Anteil dsDNS-Ak-positiver ELISA-Test-
ergebnisse bei SLE-Kollektiven verschiedener Studien

Blazek et al.1991

(ELISA-Pro) 94%

(ELISA-Wal) . - 94%
Clarke et al.1986 60%
Eaton et al.1983 80%
Emlen et al.1990 52%
GeiBler et al.1986 87%
Halbert et al.1981 85%
Isenberg et al.1987 33%
Kadlubowski et al.1991 46%
McMillan et al.1988 .

(ELISA-Wal) 91%
Miller et al.1981 >90%
Rubin et al.1983 ) 22%
Tzioufas et al.1987 73%
Tzioufas et al.1990 80%
Vorliegende Studie

(ELISA-Pro) 70%

(ELISA-Org) 61%

(ELISA-Wal) 84%

SLE-Patienten im Vergleich mit zahlreichen ver-
gleichbaren Studien in ¢inem guten bis sehr guten
Bueu‘h liegen. Allerdings mochten wir damul hin-
weisen, dafd andere Amm(, [4, 20], welche eben-
falls den ELISA-Wal — wenn auch in einer modifi-
zierten Kitkonfektionicrung- testeten, mit 94 % hzw.
91 % positiver Resultate innerhalb des SLE-Kol-
lektivs cine héhere Sensitivitiit des ELISA-Wal als
wir errechneten. Gleiches gilt fiir den ebenfalls be-
reits zuvor getesteten ELISA-Pro [4], fiir deo ein
Anteil positiver Resultate im SLE-Kollektiv von 94
% angegeben wird. Bei den anderen angefiihrien
Studien wurden andere als die von uns {_,elcsu,lvn
ELISA-Kits bewertet. In den gesunden Kollektiven
(Blutspender- und N()x'malkollckl.iv) war bei allen
drei ELISA-Kits cin gewisser Prozentsatz positiver
Ergebnisse zu messen. Die Beobachtung, dal nit-
tels ELISA gemessene und vor allem niedrigtitrige
und wohl cher niedrig avide dsDNS-Ak bei cinem
kleinen Anteil einer gesunden Normalpopulation
(2,5 %=5 %) vorkommen, wird von cinigen Auto-
ren geteilt [6, 11, 20], withrend in anderen Studien
bei Gesunden keine dsDNS-Ak nachgewicsen wur-
den [7, 21, 32]. Auffallend war allerdings, daf} in
unserer Studic der ELISA-Wal it 10,2 % positi-
ven Ergebnissen im Normalkollektiv deutlich zu
hoch lag und bei 11 % der CrlF-negativen Seren
ein posmvm s Ergebnis gab, wobei keines diesor Se-
ren von einem SLI‘ -Patienten stammte. Diese man-
gelnde Spezifitat des ELISA-Wal in einem Normal-
kollektiv fiel auch schon frither [20] auf, hier wur-
den mit dem ELISA-Wal cbenfalls 10 % Testpositive
in einem gesunden Kollektiv nachgewicsen.

In der rheumatologischen Praxis steht die hiufig
sehr schwierige Differentialdiagnose von Erkrankun-
gen ‘des autoimmunen Formcnkrus(,s im Vordergrund.
Es war deshalb eine zentrale ha«restd]unu (lwsu Ar-
beit, inwieweit dic ELISA- \’exidhx en bei Lluusrh ein-
deutw definierten Patientenkollektiven in der Lage
sind, den SLE von anderen Autoiimmunopathien mit
rhmmlalolo«rlsclnel Symptom:mk zu dilferenzicren. Dice
statistische Tcatlmtr g zeigte fiic alle drei Kits cine signi-
fikante Differ (.llZl(,I‘llrl"Sfahl“l\(’lt Diesc l‘eslsivllun"
steht in Uher(‘lnslnnmunﬂr mit anderen Autoren [l+
32], dic ebenfalls mittels ELISA-Technik cine signifi-
kante Differenzicrung zwischen SLE und Nicht- %LL
herausarbeiten komllen Eine cingehendere Betrach-
tung der Einzelergebnisse zeigt cho( h, daf aufgrund
seiner relativ hohen Speﬂinat der ELISA Org beim
Nicht-SLE-Kollcktiv am wenigsten puamveLwebms—
se aufwies. Der ELISA-Wal und der ELISA-Pro lagen
innerhalb des Nicht-SLE-Kollektivs schon entspre-
chend hoher. Innerhalb der cinzelnen Nicht-SLE-
Unterkollektive konnten wir mittels ELISA-Technik
nennenswerte dsDNS-Ak-Konzentrationen nur inner-
halb des RA- und des PSS-Kollektivs feststellen. Im
arofbten Nicht-SLE-Einzelkollektiv, dem RA-Kollck-
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tiv, wies der ELISA-Org nur 10,2 % positive Ergeb-
nisse auf. withrend der ELISA-Wal bzw. der ELISA-
Pro inmerhin in 18,4 % bzw. in 20,4 % der Fille
positiv waren. Beim PSS-Kollektiv bewegte sich der
Anteil testpositiver Patienten zwischen 11 % und
33 %, wobei diese Zahlen aufgrund der geringen Fall-
zahl statistisch nur bedingt aussagefiihig sind. Bei der
klinisch wohl relevantesten Frage der Differ-
enzierungslihigkeit der Kits zwischen SLE und Nicht-
SLE-Erkrankungen des rhenmatischen Formen-
kreises. erzielte der ELISA-Org somit die besten Er-
gebnisse,

Die Frage, ob die Hohe des dsDNS-Ak-Titers mit
der SLE-Krankheitsaktivitit korreliert, wird bis heu-
te kontrovers diskuticrt. Dic Wichtigkeit dieser Frage
wird deutlich, wenn man bedenkt, dafl -vorausgesetzt
dsDNS-Ak-Titer und Krankheitsaktivitiit korrelicren
tatsiichlich- Aktivitatsschiibe unter Umstiinden durch
Austieg der dsDNS-Ak vorausgesehen und vor Aus-
bruch des Schubes massiv immunsuppressiv behan-
delt werden kénnten [29]. Vicle Autoren konnten in
ELISA-Studien cine signifikante Korrelation zwischen
dsDNS-Ak-Titer und SLE-Krankheitsaktivitdt nach-
weisen [5, 9, 10, 24, 28, 29, 32]. Iin Cegensatz hier-
zu konnten andere Autoren keine [14] bzw. nur cine
malige [20] Korrclation des dsDNS-Ak-Titers mit der
Krankheitsaktivitét feststellen. Als mégliche Griinde
fiir diese verschiedencn Ergebnisse nennen Autoren
dic unterschicedlichen Aktivitatskriterien [32] bzw. die
differierenden ELISA-Methoden [29] in den verschie-
denen Studicn.

Wir ermittelten in unscrer Studie mit dem ELISA-
Pro und dem ELISA-Org im aktiven SLE-Kollektiv
mehr positive Ergebnisse als im inaktiven SLE-Kol-
lektiv, wihrend mit dem ELISA-Wal und dem CrIF
keine wesentlichen Unterschiede festgestellt werden
konnten. Rechnerisch stellten wir bei den drei ELISA-
Kits keinen statistisch signifikanten Unterschied zwi-
schen aktivem und inaktivein SLE fest. Als weiteres
Aktivitdtsmerkmal des SLE gilt das Komplement C3,
welches im Aktivitdtsschub stark abfillt [15,19, 34];
man hitte also unter Umsténden eine negative Kor-
relation zwischen der Hohe des Komplement C3 und
der Hohe des dsDNS-Ak-Titers erwarten konnen. Die-
s¢ inverse Bezichung konnten verschiedene Autoren
[5, 6, 24, 32] signifikant nachweisen und schlossen
daraus, daf} es sich bei den im ELISA nachgewiese-
nen Antikérpern hochstwahrscheinlich um Koinple-

ment-bindende Antikdrper handelt [5, 22]. Wir konn--

ten jedoch in linearen Regressionsanalysen bei allen
drei ELISA-Kits einen umgekehrt proportionalen
Zusammenhang zwischen den beiden Gréfien nicht
finden. Die Frage, ob die quantitative dsDNS-Ak-
Messung mittels ELISA-Technik gegeniiber cinem
semiquantitativen Titerstufenverfahren wie dem CrIF
einen Zugewinn an klinischer Aussagekraft bringt,
miissen wir damit im Rahmen unserer Studienbe-
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dingungen relativieren, wobei wir allerdings folgende

Punkie zu bedenken geben:

1. Dus von uns crstellte SLE-Kollektiv stammt aus-
schlielich aus der Rheumaambulanz. Die Paticn-
ten leiden zu cinemn geringercn Anteil an der pro-
gnostisch ungiinstigeren und oft mit hochaktiven
Schiiben einhergehenden Nierenbeteiligung. In Vor-
arbeiten [14], bei welchen ebenfalls keine Korrela-
tion zwischen dsDNS-Ak-Titer und Krankheits-
aktivitiit nachweisen werden konnte, wurde ¢in-
dringlich auf diesen Punkt hingewiesen. Bei den
SLE-Patienten unseres Kollektivs handelt es sich
zum Grof3teil um ambulante Patienten, woraus im
SLE-Kollektiv eine relativ grole Zahl wenig akti-
ver Patienten, die zudem auch nur einen Teil des
mbglichen klinischen Spektrums dieser Erkrankung
représenticren, resultiert.

2. Das Hauptproblem bei der Beurteilung der Korre-
lation zwischen Krankheitsaktivitdt und den mit-
tels ELISA gemessenen dsDNS-Ak-Titern diirfte
aber darin zu sehen sein, daf3 wir lediglich das SLE-
Kollektiv als Gesamtheit und nicht intraindividuelle
Verldaufe beobachtet haben. Bei den SLE-Patien-
ten wurden also einmalige, isolicrte dsDNS-Ak-Be-
stimmungen durchgefiihrt. Zu dieser Problematik
wurde zuvor bereits darauf hingewiesen [29], daf3
eine isolierte dsDNS-Ak-Bestiminung zwar ein gu-
ter diagnostischer Wegweiser, nicht aber ein geeig-
netes Mef3system fiir die SLE-Krankheitsaktivitat
sei. Auch wir sind der Ansicht, daf} erst die intra-
individuelle Verlaufsbeobachtung beziiglich klini-
scher SLE-Aktivitat und der Hohe des dsDNS-Ak-
Titerverlaufs (wie z. B. bei [32]) bei einer grof3en
Anzahl von SLE-Patienten befriedigend dariiber
Aufschluf3 geben kann, ob diese Parameter tatsich-
lich korrelieren. Desweiteren konnte man sicher-
lich erst bei der intraindividuellen Verlaufs-
beobachtung eines SLE-Kollektivs, welche hinsicht-
lich ihres Umfangs den Rahmen dieser Studie ge-
sprengt hitte, endgiiltige Aussagen iiber die klini-
sche Wertigkeit eines quantitativen ELISA-Verfah-
rens im Vergleich zu semiquantitativen Techniken
wie dem CrlF machen.

Urséchlich fir die differierenden Ergebnisse der drei
ELISA-Kits in unserer Studie diirften viclfiltige, je-
doch insgesamt testimmanentc Faktoren sein, wobei
ein Problem sicherlich im unterschiedlichen Aufbau
der Kits zu sehen ist. So mif3t der ELISA-Wal IgG-
und IgM-Ak, wihrend der ELISA-Pro und der ELISA-
Org nur IgG-Ak messen, was sich, wic auch zuvor
beschrieben [4], unter Umsténden in einem héheren
und klinisch nicht nachvollziehbaren MeRsignal des
ELISA-Wal niederschligt. Desweiteren diirften sich
die ELISA-Kits in der Auswahl und Bindungsart des
Testantigens, sowie den Mechanismen zur Blockierung
von nicht mit Antigen bedeckten Stellen unterschei-
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den. Daraus folgend kann es zu unspezifischen Bin-
dungsreaktionen unterschiedlichen Ausmafics kom-
men. SchlieRlich muf auch noch rein prinzipiell be-
dacht werden, daf die Antikorper der Patientenproben
nicht die gleiche Aviditéiit zum Testantigen aufweisen
wie das zur Standardisicrung der einzelnen Kits be-
nutzte Material, was zu nicht-linearen und von Kit zu

Kit differierenden Dosis-Bindungsheziehungen fiih- -

ren konnte.

Ein weiterer Grund fiir abweichende Ergebnisse
der drei ELISA-Kits diirfte darin zu sehen sein, dafl
die Testparameter Sensitivitdt und Spezifitit -und
somit auch die diagnostische Effizienz- sehr stark
von den Grenzwertangaben der Hersteller abhingig
sind. Diese werden in der Regel unter Zuhilfenahme
von unselektionierten Blutspenderkollektiven und
nicht anhand klinisch cindeutig definierter Patienten-
kollektive festgelegt, so dafl der angegebene Grenz-
wert im Prinzip nur eingeschriinkt aussageféhig ist
[6]. Diesc Vermutung wird dadurch unterstiitzt, dafl
die Hersteller von ELISA-Pro und ELISA-Org Grau-
bereiche angeben, innerhalb derer der Befund nach
Herstellerangaben fraglich ist. Desweiteren cmpfeh-
len alle Hersteller bei Verwendung ihres Tests im La-
bor die Erstellung cines eigenen Grenzwerts anhand
eigener Paticntenkollektive. Der von uns an unse-
rem klinisch und anamnestisch als gesund definier-
ten Normalkollektiv errechnete Grenzwert lag fiir den
ELISA-Pro 14,2 % unter, fiir den ELISA-Org 10,8 %
und den ELISA-Wal 12,6 % iiber den Grenzwertan-
gaben der Hersteller. Fiir die Berechnung der dia-
gnostischen Parameter verwendeten wir wegen der
besseren Vergleichbarkeir mit anderen Studien dic
Grenzwertangaben der Hersteller. Legten wir die ei-
genen Grenzwerte zugrunde, so wiirde sich fiir den
ELISA-Pro eine héhere Sensitivitat bei einer niedri-
geren Spezifitit ergeben. Der ELISA-Org und der
ELISA-Wal hitten bei einer niedrigeren Sensitivitit
eine holiere Spezifitdt aufgewiesen. Zu diskutieren
bleibt nun, ob man eher Wert auf eine hohe Spezifi-
tiit oder eine hohe Sensitivitét legen soll. Aus klini-
scher Sicht bevorzugen wir cine hohe Spezifitiit, um
eine Erkrankung moglichst sicher ausschlieen zu
kénnen; eine hohe Sensitivitit gibt zwar einen Hin-
weis auf die Richtigkeit des positiven Ergebnisses,
dieses stellt jedoch nach den ARA-Kriterien nur ei-
nen von vier zur Diagnose cines SLE erforderlichen
Parameter dar. Aus diesen o. g. Griinden favorisie-
ren wir den ELISA-Pro und den ELISA-Org gegen-
itber dem ELISA-Wal. Dies nicht zuletzt deshalb, weil
der ELISA-Wal im Normalkollektiv immerhin 10,2
% positive Ergebnissc aufwies und weil dieser Test
beziiglich der Differenzierungsfahigkeit zwischen
SLE und Nicht-SLE am schlechtesten abschnitt.

Das Ziel dieser Studie -die laborpraktische und kli-
nische Evaluierung dreier konfektionierter ELISA-Kits
zum Nachweis von dsDNS-Ak im Vergleich zu dem

bislang wohl verbreitetsten Verfahren, dem Crithidia

luciliae-mmunfluoreszenztest 1Bt sich nach Ergeb-

nisbetrachtung und Diskussion der Einzelaspekte in
vier Punkten zusammenfassen:

1. Der Crithidien-Immunfluoreszenziest hat sich als
Verfahren mit einer herausragenden Spezifitit und
ciner sehr guten Differenzierungsfihigkeit zwischen
SLE- und Nicht-SLE- Erkrankungen erwicsen.
Unter Beriicksichtigung auch pekuniirer Aspekte
erscheint dieser Test fitr Laboratorien mit. weniger
hohem Serenaufkommen priidestiniert.

2. Der Nachweis einer Uberlegenheit des quantitati-
ven ELISA-Verfuhrens gegeniiber dem semi-
quantitativen CrlF-Titerstufenverfahren konnte im
Hinblick auf die SLE-Aktivititsbeurteilung imn
Rahmen unserer Studienbedingungen nicht gefiihrt
werden.

3. Alle drei gegen den WHO-Standard Wo/80 kali-
brierten ELISA-Testkits konnen als Verfahren mit
einer hohen Priizision und Reproduzierbarkeit an-
gesehen werden. Alle drei Kits konnen signifikant
zwischen SLE- und Nicht-SLE-, sowie zwischen
SLE- und gesunden Kollektiven unterscheiden.
Ferner zeichnet alle drei Kits cine sehr hohe Korre-
lation zueinander und eine hohe Korrelation zu dem
Crithidien-Immunfluoreszenztest aus. Es handelt
sich also bei allen drei ELISA-Kits uin -besonders
in Laboratorien mit hohem Sercnaufkommen in der
Routine- vorteilhafte Verfahren zum Nachweis von
dsDNS-Ak.

4. Innerhalb der ELISA-Kits wiirden wir den ELISA-
Org favorisieren. Er hat eine sehr hohe Spezilitit
und weist auch sonst fast identische diagnostische
Testparameter wic der Crithidien-Immunfluor-
eszenztest auf. Dariiber hinaus zeigt er innerhalb
dér drei ELISA-Kits die beste Differenzierungs-
fahigkeit zwischen SLE- und Nicht-SLE-Kollek-
tiven, was in der klinisch-rheumatologischen Pra-
xis von iiberragender Bedeutung ist. Der ELISA-

Pro, fiir den wir geringfiigig bessere diagnostische

Testparameter errechneten, hat eine etwas schlech-

tere Differenzicrungsfihigkeit zwischen SLE und

Nicht-SLE als der ELISA-Org. Desweiteren erach-

ten wir dic Testdauer des ELISA-Pro, welche prak-

tisch das Vierfache jener der anderen beiden Kits
betrigt, fiir nachteilig zu lang. Der ELISA-Wal
zeichnet sich innerhalb der drei ELISA-Kits zwar
durch die héchste Sensitivitiit, aber auch gleich-
zeitig durch die niedrigste Spezifitit und die ge-
ringste Differenzierungsfahigkeit zwischen SLE

und Nicht-SLE aus.

Zusammenfassend ist festzustellen, daf} eine iiber dic
Wo/80-Standardisierung hinausgchende, internatio-
nale Normierung der dsDNS-Ak-Bestimmung zur bes-
seren Vergleichbarkeit ermittelter Ergebnisse erforder-
lich scheint. Die Kombination eines (Screening-) ANA-
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IFT mit einemn dsDNS-Ak-ELISA oder auch CrIF
bringt zusitzliche diagnostische Sicherheit und the-
rapeutische Entscheidungshilfe. Eine sich an dicse
ctablierten Nachweisverfahren anschlieSende Unter-
suchung auf Antikorper gegen extrahierbare nukleére
Antigene (ENA) 1iBt eine noch héhere Nachweis-
empfindlichkeit erwarten und diirfte -stets unter dern
Gesichispunkt der klinischen Einordnung der ermit-
telien Befunde- zum Standard der Differential-
diagnostik von Kollagenosen werden.
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