Die Al-Line: Die flexible und zuverldssige Produktlinie zur
Autoantikorper Diagnostik

Hintergrund

Autoantikorper (AAK) stellen einen wichtigen
Beitrag zur Diagnose von systemischen Auto-
immunerkrankungen dar. Die Al-Line ist eine
ELISA Produktlinie zur semi-quantitativen
Detektion von AAK in humanem Serum oder
Plasma. Die Antigene fiir die ELISAs der Al-
Line wurden sorgfaltig ausgewahlt und um-
fassen hoch reine native Antigene, rekom-
binante Proteine und synthetische Peptide.
Die Entwicklung der Al-Line wurde in enger
Zusammenarbeit mit weltweit fluhrenden
Experten und Laboratorien mit Schwerpunkt
AAK-Diagnostik durchgefiihrt. Durch diese en-
ge Kooperation konnten die einzelnen Tests
individuell optimiert werden, was sich in den
hervorragenden diagnostischen Leistungs-
merkmalen der Tests widerspiegelt. Die
ELISAs der Al-Line wurden vielfach in inter-
nationalen klinischen Studien zur Detektion
von AAK eingesetzt, was die Akzeptanz und
Zuverlassigkeit des Testsystems untermauert.
Neben den hervorragenden Leistungsmerk-
malen weisen alle ELISAs eine grol3e Benutzer-
freundlichkeit auf. Alle ELISAs verwenden
einen einheitlichen Wasch- und Probenpuffer
sowie eine einheitliche Testprozedur, wo-
durch eine flexible und Patienten- spezifische
Abarbeitung, sowohl manuell als auch voll
automatisiert, ermdglicht wird (siehe
Abbildung 1). Alle Tests basieren auf einer Ein-
Punkt Kalibrierung und beinhalten jeweils
eine Positiv- und negativ Kontrolle.
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Abbildung1  Test-Schema Al-Line ELISAs.

ANA Screen (REF: 25012)

Der ANA Screen ELISA ist als
Eingangsscreening Test (,first line screening”)
konzipiert und erfasst die aus klinischer Sicht
wichtigsten AAK gegen die Autoantigene
Doppelstrang DNA (dsDNA), Ro (SS-A), La (SS-
B), Smith Antigen (Sm), Ribonukleoproteine
(RNP), Topoisomerase | (Topo |, Scl-70), Zen-
tromer (CENP), t-RNAyis Synthetase (Jo-1) und
PM1-Alpha. Jeder AAK weist eine unter-
schiedliche klinische Sensitivitat, Spezifitat
und Bedeutung auf (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 Antigene und Krankheitsassoziation
der AI-ELISAs

Antigen Krankheitsassoziation

dsDNA (1) Systemischer Lupus Erythematodes (SLE)
Ro52 (0 SLE, SjS, SSc

Ro60 () Sjogren Syndrom (SjS)

La Sjogren Syndrom (SjS)

RNP/Sm (n) Mischkollagenose

Sm () SLE

Jo-10 Polymyositis (PM)

Scl-70 ™ Systemische Sklerose (SSc)
CENP (0 Systemische Sklerose (SSc)
PM1-Alpha ) i PM/SSc Uberlappungssyndrom
Rib-P®)
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Als Vorteile des ANA Screen ELISAs gegentiiber
der indirekten Immunfluoreszenz (lIF) sind die
einfache Abarbeitung und Interpretation der
Ergebnisse hervorzuheben. Es ist unumstrit-
ten, dass der ANA Screen ELISA in der Anti-
genvielfalt nicht mit der HEp-2 Zelle
konkurrieren kann. Dennoch sind die aus
klinischer Sicht relevantesten Antigene im
ANA Screen ELISA enthalten. AAK gegen
andere Antigene sind selten und kommen
haufig zusammen mit AAK gegen die Haupt-
antigene vor. Daher werden Proben mit
seltenen AAK, auch wenn deren korrespon-
dierenden Antigene nicht im ANA Screen ent-
halten sind, als positiv erkannt. Viele AAK be-
sitzen ferner keine klinische Relevanz, oder
diese ist derzeit noch unbekannt. So enthalten
viele Seren AAK gegen DFS70 (dense fine
speckled Antigen 70 kDa), die nicht mit syste-
mischen Autoimmunerkrankungen assoziiert
sind [1]. Des Weiteren lassen sich einige AAK
mit hoher klinischer Relevanz (z.B. anti-Jo-1,
anti-Ro52, anti-Ro60, anti-Rib-P) nur mit
geringer Sensitivitat in der IIF nachweisen [2].
Der ANA Screen ELISA zeigt eine sehr gute
Ubereinstimmung mit Bestitigungstests wie
z.B. den Einzelparameter ELISAs der Al-Line
(Dr. Fooke Laboratorien) oder dem recomLine
ANA/ENA  Line-Immuno-Assay (Mikrogen).
Dies konnte mit einer Posterprasentation, vor-
gestellt auf dem 10. Kongress fir Auto-
antikérper in Guadalajara, Mexiko 2008,
bereits belegt werden [3]. Um die
Zuverldssigkeit der ANA-Screen ELISA-Tests
noch weiter zu verbessern wurde eine neue
Beschichtungsstrategie entwickelt, die eine
hohe Beschichtungsdichte von dsDNA neben
den Protein-Antigenen erlaubt, was sich in
einer Uberragenden Sensitivitdit des ANA
Screen ELISAs fur dsDNA Antikdrper wider-
spiegelt.

PM1-Alpha (REF: 25001)

Ein besonderes Highlight der Al-Line stellt der
PM1-Alpha ELISA dar. Durch den Einsatz eines
hoch-reinen, hoch-immunogenen Peptid-
Antigens erreicht dieser ELISA eine deutlich
hohere Sensitivitdat und Spezifitdt als her-
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kdmmliche Methoden zur Detektion von anti-
PM/Scl-AAK [4,5]. In einer jingsten Studie im
Labor von Prof. Humbel (Centre Hospitalier,
Luxembourg) und Dr. R. Mierau (Rheumaklinik
Aachen) konnte die Uberlegenheit des PM1-
Alpha Peptids gegeniiber den rekombinanten
Antigenen PM/Scl-75c und PM/Scl-100 belegt
werden [6].

SS-A, Ro52 und SS-B (REF: 25006-8)

Flr die Detektion von anti-SS-A (Ro60), Ro52
und SS-B AAK bietet die Al-Line die Einzel-
parameter ELISA Ro52, Ro60 und La an. Bei
dem SS-A (Ro60) ELISA handelt es sich um den
ersten am Markt erhéltlichen ELISA, der ein
neues rekombinantes SS-A (Ro60) Protein ver-
wendet [7]. Die separate Detektion von anti-
Ro52 und anti-SS-A (Ro60) AAK ist von grolRer
Bedeutung, da das isolierte Auftreten von
anti-Ro52 (ohne anti- SS-A (Ro60)) auf Myo-
sitis oder mit geringerer Haufigkeit auf SSc
hindeutet [8] und bis zu 20% der Einzelre-
aktivitaten gegen SS-A (Ro60) oder Ro52 ver-
deckt werden kdnnen, wenn ein Testsystem
mit einer Mischung der beiden Antigene ver-
wendet wird [8,9].

Ribosomal P (REF: 25002)

Die Detektion von anti-Rib-P AAK ist aufgrund
der hohen Krankheitsspezifitat fir SLE von
hoher klinischer Bedeutung[10]. Die Sen-
sitivitat der IIF fur die Detektion von anti-Rib-P
Antikorpern ist sehr gering. Weit mehr als
50% der anti-Rib-P positiven Proben erzeugen
in der IIF kein fir anti-Rib-P Antikorper
typisches, zytoplasmatisches Fluoreszenz-
muster. Daher sollte bei Verdacht auf SLE eine
ELISA-Testung auf anti-Rib-P  Antikdrper
durchgefiihrt werden. Die Auswahl des Anti-
gens fir den Rib-P Assay ist ebenfalls von
grofRer Bedeutung, da Antikérper gegen das
Ribosomal P2 Protein in Patienten mit Hepa-
titis C Virus (HCV) Infektion ohne Verdacht auf
SLE detektiert werden kdnnen. Aus diesem
Grund basiert der Rib-P ELISA auf einem hoch-
reinen, synthetischen Antigen, welches aus-
schlieBlich das SLE-spezifische Epitop enthalt.
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dsDNA (REF: 25005)

Zur Detektion von anti-dsDNA Antikérpern
steht eine Vielzahl von verschiedenen
Methoden zur Verfiigung. Neben der Immun-
fluoreszenz auf Chrithidien Substrat (CLIFT)
werden haufig dsDNA ELISAs eingesetzt. Der
CLIFT weist zwar eine hohe Spezifitat auf,
besitzt jedoch eine sehr geringe Sensitivitat
[11]. Der dsDNA ELISA der Al-Line basiert auf
einer  hoch-aufgereinigten,  rekombinant
hergestellten Plasmid-DNA. Der  Test
kombiniert hohe Sensitivitat und Spezifitat fir
den SLE und ermoglich somit eine sichere SLE-
Diagnostik [12].

RNP/Sm (REF: 25010; 25011)

Fur die Detektion von RNP/Sm Antikorpern
bietet die Al-Line zwei ELISA Tests. Der
RNP/Sm ELISA verwendet ein immun-
chromatographisch aufgereinigtes Antigen,
welches alle RNP/Sm Antigene als Komplex
enthdlt. Auf diesem Weg ist eine hoch
sensitive Detektion von anti-RNP/Sm Anti-
korpern moglich. Der Sm ELISA basiert auf
hoch-reinem SmD Antigen. Wahrend Anti-
RNP/Sm AAK in verschiedenen Kollagenosen
nachgewiesen werden konnen, sind Anti-
korper gegen das SmD Autoantigen hoch
spezifisch fiir den SLE [12]. Sowohl der
RNP/Sm als auch der Sm ELISA zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit Referenzmethoden zur
Detektion von anti-RNP/Sm Antikdrpern. Da
SmD Proteine die modifizierten Aminosaure
Dimethylarginin (DMA) enthalten, welche
nicht rekombinant erzeugt werden kann,
sollten native Proteine oder synthetische
Peptide fir den Nachweis von anti-Sm
Antikorpern bevorzugt werden.

Scl-70 und CENP B (REF: 25003; 25004)

Fir die Detektion von Sklerodermie-
assoziierten Antikorpern bietet die Al-Line
zwei ELISA Tests basierend auf rekombinanten
Proteinen aus Insektenzellen. Anti-Scl-70 Anti-
kdrper wurden lange Jahre als hoch-spezifisch
fur die systemische Sklerose beschrieben. In
den letzten Jahren wurden anti-Scl-70 Anti-
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korper in Seren von Patienten mit SLE
beschrieben und CENP-Antikérper in Seren
von Patienten mit Primar bilidgrer Cirrhose
(PBC). In einer jlingsten Studie mit dem Scl-70
ELISA der Al-Line konnte die aus der Literatur
bekannte, hohe Krankheitsspezifitat fir SSc
bestatigt werden [13].

Jo-1 (REF: 25009)

Das Antigen Jo-1 (Aminoacyl-tRNA Syn-
thetase) wurde zuerst in dem Serum eines
Myositis Patienten gefunden. Eine grole
Anzahl von Patienten mit dem Synthetase
Syndrom leiden an interstitieller Lungen-
beteiligung, dem Raynaud Phdnomen, den
sog. Mechanikerhanden und Arthritis. Anti-
Jo-1 Antikorper sind stark assoziiert mit
singuldr auftretenden anti-Ro52-AAKs [9].
Mehr als 70% aller anti-Jo-1 positiven Seren
bei Myositis zeigen ebenfalls eine anti-Ro52
Reaktivitat. Neben Jo-1 kdnnen auch andere
Synthetasen (. PL-7, PL-12, OJ) das Ziel von

Autoantikérpern sein, allerdings mit ge-
ringerer Frequenz.
Krankheitsspezifische Profile (REF:

25019, 25021; 25023)

Zur Symptom-orientierten Diagnostik umfasst
die Al-Line krankheitsspezifische Profil-ELISAs
mit den aus klinischer Sicht wichtigsten Anti-
genen auf farblich codierten Kavitaten.
Verfligbar sind:

-SLE Profil 4 (Ref: 25019) mit den Antigenen
dsDNA, Sm, RNP-Sm und Rib-P

-SLE Profil 6 (Ref: 25021) mit den Antigenen
dsDNA, Sm, RNP-Sm, Rib-P, Ro52 und La-SSB
-ENA Profil 8 (Ref: 25023) mit den Antigenen
dsDNA, RNP-Sm, Sm, Ro52, La-SSB, Scl 70,
CENP und Jo-1.

CENP-A (REF: 25024)

Der CEPNP-A ELISA ist der erste Assay zur
Detektion von Anti-Zentromer-Antikdrpern
(ACA) der ein neues aus dem Zentromer-A
Protein abgeleitetes Peptid nutzt
(Patentanmeldung). Dieser Assay zeigt eine
signifikant hohere Spezifitdit gemessen an
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anderen Tests. Anti-Zentromer Antikorper
treten in 20-50% bei Patienten mit SSc auf
(die Haufigkeit ist dabei vom Detektions-
system und der Patientenkohorte abhangig),
kdnnen aber auch bei anderen
Erkrankungsformen wie SLE, Rheumatoider
Arthritis (RA) und PBC gefunden werden.
Epitop-Untersuchungen zeigten, das CENP-A
und CENP-B die haufigsten Zentromer
Autoantigene sind. Viele Studien zeigen eine
Assoziation zwischen ACA und CREST
(Calcinosis, Raynaud phdnomen, Oeso-
phagealer Dysmotilitit, Sclerodactylie, und
Teleangiektasien).
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