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1.Einleitung

1.1.Grundbegriffe der Immunologie

Als Immunitat des Organismus wird seine Fahigkeit bezeichnet, sich gegen
Infektionen mit Viren und Bakterien, pathogenen Pilzen und Parasiten zu
schitzen und diese gezielt zu bekampfen. Kdérperfremde Proteine (z.B. nach
Insektenstich) und koérperfremde Zellen (z.B. nach Transplantation), sowie
veranderte korpereigene Zellen werden erkannt und eliminiert. Unter den
Reaktionen des Immunsystems unterscheidet man die angeborene oder
unspezifische Immunitat von der erworbenen oder adaptiven Immunitat.

Die angeborene Immunreaktion umfasst alle Prozesse, bei denen als
korperfremd erkannte Zellen mittels Zytolyse und Phagozytose zerstort werden.
Zu den an diesen Vorgangen hauptsachlich beteiligten Zellen zahlen
Makrophagen, Granulozyten, natirliche Killerzellen und das Komplementsystem.
Bei Makrophagen handelt es sich um phagozytierende Zellen, die in der Lage
sind, Mikroorganismen aufzunehmen und zu vernichten ohne vorher bereits
Kontakt mit ihnen gehabt zu haben. Granulozyten konnen anhand des
charakteristischen Farbeverhaltens ihrer zytoplasmatischen Granula in
neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten eingeteilt werden. Die
grofite und wichtigste Gruppe stellen die neutrophilen Granulozyten dar. Sie sind
zur  Phagozytose, Abtétung von Keimen und Freisetzung von
Entzindungsmediatoren befahigt. Den eosinophilen Granulozyten kommt eine
grolde Bedeutung bei der Bekdmpfung von parasitaren Infektionen zu. Basophile
Granulozyten ahneln funktionell und morphologisch den Mastzellen.

Die erworbene Immunitat ist das Resultat eines Lernprozesses, wahrend dessen
das Immunsystem spezifische Antigene erkennt, analysiert und mit Bildung
spezieller Proteine rasch auf diese reagieren kann. Sie ist flr die lebenslange
Immunitat des Organismus nach Infektionen oder Impfungen verantwortlich. Die
Trager der adaptiven Immunreaktion sind die B-und T-Lymphozyten.

Im Rahmen der humoralen Immunantwort erkennen die B-Zellen Antigene Uber
den Antigenrezeptor an ihrer Oberflache. Dieser entspricht einer
membrangebundenen Form eines Antikorpers. Die zwei schweren Ketten dieses

Transmembranimmunglobulins sind mit den zwei Proteinketten Iga und IgB zu



einem Komplex assoziiert. Die Bindung von Antigen an den B-Zell-Rezeptor-
Komplex fuhrt zur Aktivierung der B-Zelle und ihrer klonalen Expansion unter
Differenzierung zu Plasmazellen. Diese bilden Antikdrper mit der Spezifitat des
ursprunglichen Rezeptors und sezernieren sie ins Plasma. (Janeway et al.,
2002).

1.1.1. Die T-Zell-vermittelte Immunitéat

Die T-Lymphozyten gelten als die Vermittler der zellularen Immunantwort. Fur
die Antigenerkennung durch T-Zellen ist charakteristisch, dass sie die
Anwesenheit intrazellularer Pathogene nur dann erkennen, wenn ein
Peptidfragment der Erregerantigene als Komplex aus Peptid und MHC-Molekil
(major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex) auf der
Oberflache der infizierten Zelle prasentiert wird. Die MHC-Molekule werden in
zwei Klassen unterteilt. Die MHC-Klasse-I-Molekule transportieren Peptide von
sich im Zytoplasma vermehrenden Pathogenen (z.B. Viren und bestimmte
Bakterien) an die Zelloberflache. Sie werden auf allen kernhaltigen Zellen
exprimiert. Die MHC-Klasse-lI-Moleklle binden Peptide von Pathogenen, die
sich in intrazellularen Vesikeln vermehren, sowie Peptidfragmente von
aufgenommenen extrazellularen Erregern, Toxinen und Tumor-assoziierten
Antigenen. MHC-Klasse-II-Moleklle befinden sich auf Antigen-prasentierenden
Zellen (Makrophagen, dendritische Zellen, B-Zellen).

Die menschliche MHC-Klasse ist polygen und hochpolymorph. Es existieren
mehrere MHC-Klasse-I-und MHC-Klasse-II-Gene. Fir jedes der Gene gibt es
multiple Allele. Die Vielfalt der MHC-Glykoproteine ist fur die Antigenerkennung
durch T-Zellen von grolier Relevanz, da eine T-Zelle ein Peptid nur erkennt,
wenn es als Komplex mit einer bestimmten allelen Variante des MHC-Molekuls
vorliegt (MHC-Abhangigkeit der T-Zelle).

Unter den T-Zellen unterscheidet man die CD8"-T-Lymphozyten und die CD4"T-
Zellen. CD8'T-Lymphozyten erkennen Peptide, die an MHC-Klasse-I-Molekiile
gebunden sind. Sie differenzieren nach Antigenerkennung zu zytotoxischen T-
Zellen, die infizierte Zellen zerstdren kdonnen.

Die CD4'T-Zellen (TH-Zellen) (iben eine immunmodulatorische und aktivierende

Wirkung auf andere Immunzellen aus. Peptidfragmente der Erregerantigene



werden den CD4'T-Zellen in Verbindung mit MHC-Klasse-lI-Molekiilen auf der
Oberflache von Antigen-prasentierenden Zellen gezeigt. Die CD4'T-Zellen
konnen daraufhin in zwei funktionell unterschiedliche Gruppen differenzieren, die
TH1-und TH2-Zellen.

Die Induktion zu TH1-Zellen (inflammatorische T-Zellen) erfolgt v. a. in
Anwesenheit von Interleukin (IL)-12, das von aktivierten Makrophagen und
dendritischen Zellen produziert wird. Die TH1-Zellen stimulieren die
keimtétenden Eigenschaften von Makrophagen und veranlassen B-Zellen zur
Produktion von IgG-Antikdrpern.

Fir die Entwicklung der TH2-Zellen (T-Helferzellen) ist v. a. IL-4 bedeutsam. Die
TH2-Zellen besitzen die Fahigkeit B-Zellen zur IgM-Antikorperproduktion
anzuregen und fordern damit die humorale Immunreaktion. Sie aktivieren auch

die IgE und IgA-Antikdrperbildung.

1.1.2. Effektorfunktionen der T-Zellen

Die entscheidenden Vermittler der Effektorfunktionen der CD4'Zellen sind
Zytokine. Sie wirken als Botenstoffe von Immunzellen. Zu den Zytokinen zahlen
Interferone, Interleukine und bestimmte Wachstumsfaktoren. Die kleinen
Proteine konnen geldst oder als membrangebundene Effektormolekule
vorliegen. Sie binden an spezifische Rezeptoren auf einer Zielzelle und
vermitteln Aktivierungs, -Proliferations-und Differenzierungsinformationen. Zu
den wichtigsten Zytokin-bildenden Zellen zahlen aktivierte Makrophagen und T-
Zellen.

TH2-Zellen sezernieren die Interleukine (IL) IL-4, IL-5 und IL-10, die auf B-Zellen
aktivierend wirken. IL-4 begunstigt die IgE-Produktion, IL-5 hat einen
aktivierenden Effekt auf eosinophile Granulozyten.

Die antiinflammatorischen Zytokine IL-4, IL-10, IL-13 und TGF-f (transforming
growth factor, transformierender Wachstumsfaktor) wirken hemmend auf die
Aktivierung von Makrophagen durch IFN-y.

Das charakteristische Zytokin der TH1-Zellen ist IFN-y. Es stellt das wichtigste
makrophagenaktivierende Zytokin dar und hat eine stimulierende Wirkung auf
die Produktion der IgG-Antikérper, die extrazellulare Pathogene effektiv

opsonieren und so ihre Aufnahme durch phagozytierende Zellen unterstitzen.



IFN-y férdert zusammen mit IL-2 die Differenzierung der CD8"-T-Lymphozyten
zu zytotoxischen T-Zellen.

TH1-Zellen sezernieren zudem TNF-a (tumor  necrosis  factor,
Tumornekrosefaktor) und TNF-B, die ebenfalls makrophagenstimulierende
Effekte aufweisen. Sie exprimieren den CDA40-Liganden und/oder den Fas-
Liganden, der Apoptose induziert.

Von beiden Typen der CD4'T-Zellen werden die auch entfernt wirksamen
Zytokine IL-3 und GM-CSF (Granulozyten-Makrophagen-Koloniestimulierender
Faktor) produziert. Sie stimulieren die Myelopoese im Knochenmark und regen

die Bildung von dendritischen Zellen aus Vorlauferzellen an.

Die Haupteffektormolekile der CD8'-T-Lymphozyten sind die Zytotoxine.
Proteolytisch wirksame Granzyme, porenbildendes Perforin und der Apoptose
induzierende Fas-Ligand werden in speziellen Granula gespeichert und
sezerniert. Die CD8"-T-Zellen bilden auRerdem die Zytokine IFN-y, TNF-a, TNF-
B. (Janeway et al., 2002), (Abbas and Lichtman, 2004).



T-Zellen und ihre Effektormolekiile
T-Zellen

CD8+ CDf+
zytotoxische T-Zellen / T-Helferzellen
T-Killerzellen
l THA1 N TH2
Effektormolekdile
Zytotoxine: Makrophagen-  B-Zell-
Perforin-1 stimulierend: stimulierend:
Granzyme IFN-y IL-4
GM-CSF IL-5
Andere: CD40-Ligand CD40-Ligand
IFN-y Fas-Ligand
TNF-13
TNF-a Andere: Andere:
IL-3 IL-3
TNF-R GM-CSF
IL-2 IL-10

TGF-B

Abb. 1: Die drei Arten von T-Effektorzellen (TH1-Zellen, TH2-Zellen,

zytotoxische T-Lymphozyten) mit den verschiedenen von ihnen produzierten
Effektormolekulen. (Modifiziert nach Janeway et al., 2002.)




1.2. Nachweismethoden Antigen-spezifischer T-Zellen

Zum Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen existieren heute mehrere
Verfahren, die auf unterschiedlichen Prinzipien beruhen (Romero et al., 1998),
(Speiser et al., 2004). Antigenspezifische T-Zellen kdnnen zum einen Uber die
Zytotoxin-vermittelte Lyse von Zielzellen erfasst werden. Zu den auf diesem
Prinzip basierenden Verfahren zéhlen der *'Cr-Release-Assay und der Limiting-
Dilution-Assay. Zum anderen erfolgt der Nachweis Antigen-spezifischer T-Zellen
uber die von ihnen produzierten und sezernierten Zytokine mittels des Sandwich-
Elisa (enzyme linked immunosorbent assay), des Elispot-Assays (enzyme linked
immunospot assay) oder der intrazellularen FACS (fluorescence activated cell
sorting)-Analyse. Die dritte Nachweismethode zur Detektion von Antigen-
spezifischen T-Zellen stellen die MHC-Peptid-Multimere dar. Den funktionellen
Nachweismethoden zugeordnet werden dabei der Sandwich-Elisa, der Elispot-
Assay, der Chromium-Release-Assay sowie der Limiting-Dilution-Assay,
wahrend die MHC-Peptid-Tetramere und die FACS-Analyse als strukturelle

Nachweisverfahren gelten.

1.2.1. Lyse von Zielzellen

Ein Verfahren, das Antigen-spezifische CD8"-T-Zellen mittels ihrer zytotoxischen
Wirkung auf Zielzellen nachweist, ist der *'Cr-Release-Assay. Mit dem Isotop
Chromium (*'Cr) inkorporierte Zielzellen werden mit einem spezifischen Antigen
und T-Zellen fir mehrere Stunden inkubiert. Nach erfolgreicher
Antigenerkennung sezernieren die T-Zellen Zytotoxine, die zur Lyse der
Zielzellen und damit zur Freisetzung des radioaktiven Chromiums fuhren,
welches mit speziellen Messgeraten quantifiziert werden kann. Dabei besteht
eine Korrelation zwischen der freigesetzten Menge an radioaktivem Chromium
und dem Grad der Zytotoxizitat. Der biologische Effekt der Zelllyse wird Uber die,
von spezifischen T-Zellen nach Antigenerkennung freigesetzten Zytotoxine wie

z.B. Perforin und Granzym vermittelt.

Der Limiting-Dilution-Assay (LDA), auch als limitierender Verdunnungstest

bezeichnet, ist eine weitere funktionelle Nachweismethode, bei der spezifische



T-Zellen mittels Lyse von Zielzellen quantifiziert werden kodnnen. In die
Vertiefungen einer 96-Well-Platte werden T-Zellen, das spezifische Antigen,
sowie Stimulatorzellen eingebracht. Diese Methode setzt eine anschlielende 10
bis 14-tagige Expansion der T-Zellen in vitro voraus, was sie somit langwierig
und anfallig fir Storfaktoren macht. Nach mehreren Tagen wird die spezifische
Antigenreaktion in Form der Destruktion von Zielzellen abgelesen. Der
Logarithmus des Anteils der Vertiefungen ohne Reaktion wird gegen die Zahl der
ursprunglich in die Vertiefung pipettierten Zellen aufgetragen. Mittels Anwendung
der Poisson-Verteilung kann daraus der Anteil der antigenspezifischen Zellen in

der Population bestimmt werden.

1.2.2. Produktion und Sekretion von Zytokinen

Ein Verfahren, das die von Antigen-spezifischen T-Zellen freigesetzten Zytokine
in Zellkulturflussigkeiten nachweist, ist der Sandwich-Elisa (enzyme linked
immunosorbent assay). Die an einen Trager fixierten Antizytokin-Antikdrper
binden das in der zu untersuchenden Flussigkeit vorhandene Zytokin und
konzentrieren es an der Trageroberflache. Ein Enzym-gekoppelter zweiter
Antikorper bindet an diese Komplexe. Nach Zugabe des Enzymsubstrats wird

die in der Enzym-Substrat-Reaktion entstandene Produktmenge quantifiziert.

Der Elispot-Assay (enzyme linked immunospot assay) stellt ein modifiziertes
Elisa-System dar. Hierbei werden spezifische T-Zellen, die nach
Antigenerkennung Zytokine produzieren, auf Einzelzellebene erfasst. Im
Unterschied zum Elisa, der die Zytokinfreisetzung als Konzentration quantitativ in
einer Zellflissigkeit misst, weist der Elispot-Assay die einzelne, spezifische T-

Zelle Uber die von ihr sezernierten Zytokine nach.

Die intrazellulare Zytokin FACS (fluorescence activated cell sorting)-Analyse
identifiziert spezifische T-Zellen mittels Verwendung der Durchflusszytometrie
und der neuen Methoden zur intrazellularen Anfarbung von Zytokinen. Die Zellen
werden mit einem fluoreszenzmarkierten, monoklonalen Anti-Zytokin-Antikorper
gefarbt, stromen dann einzeln an einem Fotodetektor vorbei und kénnen anhand

des jeweiligen Zytokinexpressionsmusters charakterisiert werden.



1.2.3. MHC-Peptid-Tetramere

Eine neuere Methode mit der Antigen-spezifische T-Zellen detektiert werden
konnen, sind die MHC-Peptid-Tetramere-und Multimere. MHC-Moleklle werden
mit spezifischen Antigenen bestlckt, mit Streptavidin tetramerisiert und mit
fluoreszierenden Substanzen markiert. Das Streptavidinmolekll bindet Uber
seine vier (—tetra) Biotinketten die mit Peptid bestickten MHC-Komplexe. Nach
Bindung dieser Tetramere an den T-Zellrezeptor kdnnen die spezifischen T-
Zellen mittels Durchflusszytometrie quantifiziert werden. Die Methode weist die
Antigen-spezifischen T-Zellen direkt nach. DarlUber hinaus ist das Verfahren
geeignet, Antigen-spezifische T-Zellen auch in situ zu detektieren (Berger et al.,

2004). Es erlaubt jedoch nicht, Aussagen zu deren Funktionalitat zu treffen.

1.3. Der Elispot-Assay

Die Elispot (enzyme linked immunospot assay)-Technik wurde 1983 ursprunglich
zum Nachweis von Antikérper-produzierenden B-Zellen entwickelt (Czerkinsky et
al., 1983). Als ,reverse Elispot assay“ wurde die Methode 1988 zur Erfassung
von einzelnen Lymphokin-sezernierenden Zellen aus dem peripheren Blut
etabliert (Czerkinsky et al., 1988). Herr et al. ermdglichte dann erstmals den
Einsatz der Elispot-Technik zum Nachweis von tumor-und antigenspezifischen
T-Zellen. Heute findet der Elispot-Assay auf vielen medizinischen Gebieten
breite Anwendung und wird in zahlreichen Publikationen als verwendetes
Nachweisverfahren antigenspezifischer T-Zellen angegeben.

Der Elispot-Assay wird als ,Immunmonitoring® in der Erforschung und
Anwendung immunologischer Therapieansatze bei der Behandlung von Tumor-
und Autoimmunerkrankungen angewandt. (Coulie, 1997), (Wang et al., 1999),
(Gajewski, 2000), (Eming et al., 2000), (Farina et al., 2001), (Griffioen et al.,
2001), (Hellings et al., 2001), (Andersen et al., 2001), (Schaed et al., 2002),
(Kiessling et al., 2002), (Otto et al., 2005).

Er hat einen bedeutenden Einsatz in der Entwicklung von Impfstoffen und
Behandlungsstrategien gegen chronische Virusinfektionen, darunter AIDS, (Lee
et al.,, 1989), (Corne et al., 1999), Hepatitis, (Anthony et al., 2001), HPV-,
(Davidson et al., 2003), (van der Burg et al., 2001), EBV-, (Yang et al., 2000),

8



CMV-, (Khan et al., 2002), (Godard et al., 2004), Herpes-simplex-, (Schmid et
al., 1997a), Varizella-zoster-Virus-Infektionen (Smith et al., 2003) sowie gegen
bakterielle Infektionen, z.B. mit Helicobacter pylori (Bontems et al., 2003), M.
tuberculosis (Lalvani et al., 2001), (Ewer et al., 2003), (Hill et al., 2005) und
Treponema pallidum (Tabidze et al., 1999).

Daruber hinaus wird das Verfahren zur Diagnostik allergischer Erkrankungen
und zur Verlaufskontrolle von Therapien, wie z.B. spezifischen
Hyposensibilisierungen, angewandt. (Gabrielsson et al., 2001), (Lindemann et
al., 2003). In der Routineanwendung ermdglicht es eine standardisierte
Beurteilung der Immunlage und der Immunreaktionen von Patienten im Verlauf
von chronischen Erkrankungen. Auf dem Gebiet der Transplantationsmedizin
wird die Methode zur Uberwachung von AbstoBungsreaktionen eingesetzt (Hricik
et al., 2003), (Tambur et al., 2005).

Die  Einfuhrung der Elispot-Methode als  Nachweisverfahren  fur
antigenspezifische T-Zellen im Jahr 1988 fand bei vielen Wissenschaftlern grol3e
Beachtung. Sie arbeiteten seitdem intensiv daran, die einzelnen Komponenten
des Assays zu verbessern und bestmodglich aufeinander abzustimmen. So
wurden die Mechanismen der Antigenprasentation untersucht und gezielte
Strategien zu deren Optimierung entwickelt (Britten et al., 2002), (Thumann et
al., 2003). Geeignete Antizytokin-Antikorper wurden erforscht und deren
notwendige Konzentrationen ermittelt. Auch andere verwendete Materialien, z.B.
Elispotplatten, Enzyme, Substrate, wurden an ihre Anwendung angepasst und
weiterentwickelt.

Durch diese zunehmende Standardisierung und kontinuierliche Validitatsprafung
konnte das Elispot-Verfahren immer weiter optimiert werden, so dass es heute
bevorzugt zur qualitativen und quantitativen Charakterisierung von
Immunprozessen eingesetzt wird. (Clay et al., 2001), (Mwau et al., 2002). Im
Vergleich mit anderen Methoden besitzt der Elispot-Assay eine hohe Sensitivitat
zur Detektion spezifischer Immunzellen und ist als eine zuverlassige und
reproduzierbare Methode anerkannt. (Kabilan et al., 1990), (Miyahira et al.,
1995), (Herr et al., 1996), (Schmittel et al., 1997), (Scheibenbogen et al., 1997a),
(Scheibenbogen et al., 1997b), (Pass et al., 1998), (Romero et al.,, 1998),
(Schmittel et al., 2000), (Lewis et al., 2000), (Carvalho et al., 2001), (Bennouna
et al., 2002), (Mashishi and Gray, 2002).
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Das Spektrum der analysierbaren Sekretionsprodukte von Zellen mittels Elispot
wachst stetig. So konnen derzeit TNFa-, TNFB-, IL 1-, IL 2-, IL 5-, IL 6-, IL-8-, IL
10-, IL-12-, IL-13-, IL-16-, MIG-, RANTES-, latent TGF-B1- und GM-CSF-
produzierende Zellen bei verschiedenen Spezies (Mensch, Maus, Kaninchen,
Ratte, Feline, Porcine, Primate) gemessen werden. (Nordstrom and Ferrua,
1992), (Merville et al., 1993), (Fujihashi et al., 1993), (Schmid et al., 1997b),
(Medhat et al., 1998), (Kumar et al., 2001).

Wahrend in den letzten Jahren nachhaltig und erfolgreich an der technischen
Weiterentwicklung der Elispot-Methode gearbeitet wurde, erlangten die
Standardisierung und Validitatskontrolle der Auswertung von Elispot-Proben

bislang weit weniger Interesse.

1.4. Auswertung von Elispot-Proben

Der Elispot-Assay stellt positive, spezifische T-Zell-Reaktionen in Form kleiner
Farbpunkte, so genannter Spots, mit einem Durchmesser von ca. 20 bis 300um,
dar, die sich auf dem Boden einer Vertiefung (Well) mit einem Durchmesser von

6mm befinden.

Abb. 2a Abb. 2b

Abb. 2a, b: Beispiele fur eine Vertiefung (Well) der Elispotplatte mit wenigen
Spots (Abb. 2a) und mit sehr vielen Spots (Abb. 2b).
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Die Spots auf der Elispot-Platte wurden zunachst nur mittels Stereomikroskop
(10-fache VergroRerung) oder per Auge ausgezahlt. Im idealen Fall liegen die
Spots einzeln, klar voneinander getrennt und gleichmafiig verteilt auf dem Boden
der Vertiefung. Befinden sich im Auswertungsfeld jedoch sehr viele Spots (>500)
oder Uberlappen die Farbpunkte, ist es dem Untersucher kaum maoglich eine
korrekte Anzahl anzugeben, sowie mdgliche Artefakte von wahren Spots zu
unterscheiden. Unter diesen Bedingungen bleibt das Ergebnis oftmals nur eine
Schatzung der Spotanzahl.

Das Auszahlen der Elispot-Platten per Auge oder mittels Stereomikroskop
variiert zudem in Abhangigkeit vom Untersucher. Jeder Auswerter bestimmt die
Kriterien, anhand derer er einen Farbpunkt als Spot klassifiziert und in die
Zahlung aufnimmt, wahrend er andere verwirft und nicht ins Endergebnis
einbezieht, individuell und fur jede Vertiefung neu. Die Ergebniserfassung mittels
Stereomikroskop oder nur mit Auge ist demzufolge subjektiv und damit nicht in
ausreichend hohen Mal} objektivierbar und reproduzierbar. Dartber hinaus ist
sie sehr zeit-und personalaufwendig.

1997 wurde das erste automatisierte bildanalytische Auswertungsverfahren fur
Elispot-Platten von der Firma Zeiss entwickelt. (Cui and Chang, 1997), (Herr et
al., 1997).

Mittlerweile wurden fir die objektive Auswertung von Elispot-Proben
verschiedene automatisierte Elispot-Reader entwickelt. Die Systeme besitzen als
wesentliche Komponenten ein Mikroskop, eine Kamera, die die Spots aufnimmt
und einen PC mit spezieller Software, die die Auswertung der digitalisierten
Bilder ermdglicht. Bei manchen Systemen gelangt das Well-Bild Uber ein
Mikroskop in die elektronische Datenverarbeitung, wahrend es bei anderen
Systemen direkt von der Videokamera aufgenommen wird. Der
Hauptunterschied zwischen den Systemen liegt in der Mikroskopoptik und der
Auflosung, mit der die Bilder aufgenommen werden. Gerade bei kleinen Spots
hat die Hohe der Auflésung entscheidende Auswirkung darauf, ob ein Spot
erkannt oder nicht erkannt wird. Weiterhin unterscheiden sich die einzelnen
Gerate in ihrer Bedieneroberflache und der Aufwendigkeit ihrer Handhabung, in
der zur Auswertung bendtigten Zeit, sowie in den Anschaffungskosten.
Angesichts der Schwachen einer Auszahlung der Elispot-Assays mit Auge oder

Stereomikroskop, verwenden immer mehr Arbeitsgruppen zur Auswertung ihrer
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Elispot-Platten automatisierte Elispot-Reader-Systeme. Bislang wurden jedoch
kaum Anstrengungen unternommen, die Qualitat dieser Auswertungsmethode zu
Uberprifen.

Eine Arbeitsgruppe am Memorial-Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC) in
New York, USA, (Janetzki et al., 2004), verglich als erste die verschiedenen
Evaluationsmethoden von Elispot-Platten, insbesondere beschaftigte sie sich mit
dem Einfluss der Auswertungsmethode und dem subjektiven Einfluss des
Auswerters auf die Variabilitait der Ergebnisse. Im Rahmen dieser
Vergleichsstudie werteten drei Wissenschaftler Elispotproben unter drei
unterschiedlichen Bedingungen aus: mit dem Stereomikroskop, mit einem
automatisierten bildanalytischen Auswertungssystem, an dem die Untersucher
die Parameter zur Spoterkennung selbst einstellten und am automatisierten
bildanalytischen Auswertungssystem, an dem die Spoterkennungsparameter
bereits eingestellt waren und von den Untersuchern nicht verandert wurden. Es
konnte gezeigt werden, dass die manuelle Auswertung von Elispotproben mit
dem Stereomikroskop die grofte Variabilitdt aufwies und die Auswertung
deutlich abhangig vom Untersucher war, sowohl innerhalb dieser
Auswertungsmethode als auch im Vergleich mit den zwei anderen Methoden.
Die Entwicklung der automatisierten Lesesysteme bedeutete somit einen
weiteren grofRen Fortschritt in der Standardisierung und Reproduzierbarkeit der
Elispot-Methode.

1.5. Ziele der Arbeit

Die o. g. Vorarbeit (Janetzki et al., 2004) konnte belegen, dass die automatisierte
Auswertung der Elispot-Proben die manuelle Auswertung am Stereomikroskop
oder mit Auge deutlich an Objektivierbarkeit, Standardisierbarkeit und
Reproduzierbarkeit Gbertrifft.

Unter der Vielzahl der angebotenen Elispot-Reader-Systeme bestehen grole
Unterschiede in der Bildauflosung, Bildaufnahme und Bildverarbeitung. Es ist
anzunehmen, dass auch die automatisierten Lese-Systeme mit unterschiedlicher
Qualitat arbeiten. Bislang sind jedoch noch keine Untersuchungen durchgefihrt
worden, die die eventuellen Unterschiede zwischen den Auswertungssystemen

belegen, quantifizieren und einer Ursache zuruckfuhren konnten.
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Um diese Fragestellungen 2zu beantworten, sollten in dieser Arbeit
unterschiedliche automatisierte Bildanalysesysteme zur Auswertung von
Elispotproben miteinander verglichen werden.

Die Arbeit sollte einen Beitrag zur Verbesserung der bislang wenig beachteten
Auswertung von Elispot-Proben und damit zur weiteren Standardisierung und
Optimierung der Qualitat der Elispot-Technik leisten.

Es wurden 2zwei automatisierte Elispot-Reader mit drei unterschiedlichen
Auflosungsvermaogen fur den Vergleich herangezogen. An den beiden Systemen
sollten  mehrere  Elispotproben von  verschiedenen  Spezies und
unterschiedlichen, unabhangigen Arbeitsgruppen ausgewertet werden. Neben
dem Vergleich der Anzahl der gemessenen Spots, sollten die Zeit fur die
Messungen, die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der Messungen, sowie die
EinflussgroRen der einzelnen Bildanalysesysteme untersucht werden. Der
Vergleich der Systeme sollte in einer Form durchgeflhrt werden, die die, in der
taglichen Praxis der Elispotprobenauswertung herrschenden Ablaufe optimal
imitiert und es somit erlaubt, objektive Informationen fur die automatisierte
Elispot-Assay-Auswertung zu geben. Die Anwender der Elispot-Methode sollten
aus den Ergebnissen dieser Arbeit die flr ihre Bedlrfnisse geeigneten
automatisierten Reader-Systeme mit dem notwendigen Auflosungsvermogen

entnehmen kdnnen.
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2. Material und Methodik

2.1. Aufbau des Elispot-Assays

Die Elispot-Methode basiert auf dem Prinzip des Enzymimmunoassays ,Elisa“
(enzyme linked immunosorbent assay). Im Rahmen eines Elisa werden Enzyme
an Antikorper oder an Antigene gebunden, ohne dadurch die immunologischen
oder enzymatischen Eigenschaften der Reaktionspartner zu verandern. Durch
Zugabe eines Substrats und Bestimmung dessen enzymatischer Umsetzung
konnen Antikorper-Antigen-Reaktionen sichtbar gemacht und quantitativ erfasst

werden.

2.1.1. Elisa-Prinzip

Im ersten Arbeitsschritt werden auf einer festen Phase, z. B. einer
Mikrotiterplatte, der Antikdrper (AK) gegen ein gesuchtes Antigen (AG) (oder das
Antigen gegen einen gesuchten Antikorper) aufgetragen. Nach Inkubation mit
der Testlosung bindet dieser Antikdrper (das Antigen) das spezifische gesuchte
Antigen (den spezifischen AK). In einem Waschschritt werden nicht gebundene
Reaktionspartner entfernt.

Im zweiten Arbeitsgang wird ein Enzym-gekoppelter Antikorper hinzugegeben,
der gegen das gesuchte Antigen (gegen den gesuchten Antikorper) gerichtet ist
und an die bereits entstandenen AK-AG-Komplexe bindet. Nicht gebundene
Reaktionspartner werden in einem Waschschritt entfernt.

Im letzten Arbeitsprozess wird das Substrat des Enzyms hinzugefugt. In der
Enzym-Substrat-Reaktion entsteht ein Produkt, dessen Menge gemessen wird.
So kann z. B. nach Zugabe von Chromogen der gebildete Farbstoff
photometrisch quantifiziert werden und dessen Menge in standardisierten Tests
als proportional zur Antikorper-Antigen-Reaktion angesehen werden. Je nach
Zusammenstellung der Reaktionspartner, kann jeweils nach spezifischen

Antikdrpern oder Antigenen gesucht werden.

Im indirekten Elisa wird zum Nachweis von Antikorpern das Antigen an die feste

Phase gebunden, anschlieend zuerst das Testserum, dann der Enzym-
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gekoppelte Antikérper und schlieBlich das Substrat hinzugefligt. Die in der
Enzym-Substrat-Reaktion gebildete Produktmenge wird quantifiziert. Diese
Testanordnung wird z. B. beim Test auf Antikorper gegen das HI- Virus 1 und 2,

sowie auf zahlreiche andere virale Antikrper verwendet.

Der Sandwich-Elisa, eine Doppel-Antikorper-Methode, dient dem Nachweis von
gesuchten Antigenen. In dieser Anordnung bindet ein gegen das Antigen
gerichteter Antikorper an die feste Phase. Nach Inkubation mit dem Testserum
wird ein zweiter Enzym-markierter Anti-Antigen-Antikdrper hinzugegeben. Nach
Inkubation mit dem Enzymsubstrat erfolgt die Bestimmung der entstandenen
Produktmenge (Abb. 3).

w
T

S P

Indikatorreaktion
S

2. Antikorper,
enzymgekoppelt

Antigen
Y 1. Antikérper

Abb. 3: Prinzip des Sandwich-Elisa. Der an die feste Phase gebundene
Antikdrper bindet nach Inkubation mit Testserum das spezielle Antigen. An diese
Antigen-Antikorper-Komplexe bindet ein zweiter Enzym-gekoppelter Antikorper
(E). Nach Zugabe des Substrats (S) wird die in der Indikatorreaktion entstandene
Produktmenge (P) quantifiziert.

2.1.2. Elispot-Prinzip

Der Elispot-Assay (enzyme linked immunospot assay) stellt ein modifiziertes
Elisa-System dar. Im Unterschied zum Elisa, der quantitativ die von T-Zellen

sezernierte Zytokinmenge im Serum oder in einer Zellkulturflissigkeit nachweist,
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ermoglicht die Elispot-Methode die Erfassung antigenspezifischer T-Zellen auf
Einzelzellebene, die nach Antigenerkennung bestimmte Zytokine produzieren.
Die Nitrocellulosebdden einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen (96-Well-oder
96-Loch-Mikrotiterplatte), werden mit monoklonalen Antikérpern gegen ein
spezifisches, zu detektierendes Zytokin Uber Nacht beschichtet. Die nicht am
Boden haftenden Antikdrper werden in einem Waschschritt am folgenden Tag
entfernt, die Ubrigen mit Serum geblockt.

In die Vertiefungen der Platten werden T-Zellpopulationen, Antigen-
prasentierende Zellen (z.B. dendritische Zellen, Makrophagen, B-Zellen) und
entsprechende Antigene (z.B. Peptide) eingebracht. Die Stimulation der T-Zellen
erfolgt damit direkt auf der Platte. Zusatzlich werden negative Kontrollen (T-
Zellpopulationen ohne Antigen und Antigen-prasentierende Zellen, T-
Zellpopulationen mit Antigen-prasentierenden Zellen ohne Antigen) und positive
Kontrollen (T-Zellpopulationen, Antigen-prasentierende Zellen, generell
aktivierend wirkende Antigene oder unspezifische Direktstimulation durch Anti-
CD3-Antikorper/Anti-CD28-Antikorper) angelegt. Es folgt eine 6-48h lange
Inkubationszeit. Nach Antigenerkennung werden diese Antigen-spezifischen T-
Zellen aktiviert und produzieren Zytokine, die von den am Boden der Platte
haftenden Antikorpern gebunden werden. Die zellularen Bestandteile werden
nach der Inkubationszeit in einem Waschschritt entfernt (Abb. 4a und 4b).

Mit einem zweiten Enzym-gekoppelten Anti-Zytokin-Antikérper werden die aus
Antikorper und Zytokinen bestehenden Komplexe gebunden und nach Zugabe
des Enzymsubstrates durch spezielle Farbreaktionen sichtbar gemacht (Abb. 4c
und 4d). Derzeit finden zwei Farbemethoden Anwendung: das Alkali-
Phosphatase-Verfahren, das die Spots in einem Blau-Ton zur Darstellung bringt
und die horse-radish-Peroxidase (HRPO)-Technik, die braunlich-rote Spots

erzeugt.
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Zellen werden gewaschen

Stimulation der T-Zelle
mit Antigen-prasentierender
Zelle + Antigen

aktivierte T-Zelle
sezerniert
o O Zytokine gebundene Zytokine

O O
YYPYYIYYYYYYYYYYYYYY | | YYYYYYYPPYPYYYYYYYYY
auf Nitrocelluloseboden gebundener auf Nitrocelluloseboden gebundener
1. Antizytokin-Antikérper 1. Antizytokin-Antikérper
c d
. Indikator-Reaktion
2. Antizytokin-Antikérper ' ubstrat | oroprodukt
enzymgekoppelt : \/ 2. Antizytokin-Antikérper
: enzymgekoppelt
% gebundene Zytokine “”“”””:gebundeneZytokine
YYYYYYYPYYPYYYYYYyyy | | yyyyy¥99YYeyYyYYYyyyyy
auf Nitrocelluloseboden gebundener auf Nitrocelluloseboden gebundener
1. Antizytokin-Antikérper 1. Antizytokin-Antikérper

Abb. 4. a-d: Das Elispot-Verfahren. Auf den Boden einer 96-Well-Mikrotiterplatte
werden Zytokin-spezifische Antikdrper aufgebracht. Sie binden die von
Immunzellen nach Stimulation sezernierten Zytokine (a und b). Ein zweiter
Enzym-markierter Anti-Zytokin-Antikorper wird zugesetzt und bindet an die
Antikdrper-Antigen-Komplexe. Nach Substratzugabe werden die Komplexe

durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht (c und d).

Jeder der so entstandenen, farbigen Areale (Spots) reprasentiert das Gebiet,
innerhalb dessen eine T-Zelle mit Zytokinsekretion auf das Antigen reagiert hat.
Jeder einzelne Spot entspricht somit dem Abdruck der urspringlichen T-Zelle.
Die auf der Oberflache der Nitrocelluloseboden entstandenen Spots (Abb. 5)
konnen dauerhaft in dieser Form aufbewahrt werden und stehen jederzeit, sowie

beliebig oft fur Auswertungen zur Verfiigung.
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Abb. 5: Beispielhafte Aufnahme einer Vertiefung einer 96-Well-Mikrotiterplatte

mit den darin durch den Elispot-Assay entstandenen Spots.

Wahre Spots besitzen einige typische Merkmale (Abb. 6), anhand derer sie von
artifiziellen Farbpunkten (Abb. 7) oder Verunreinigungen abgegrenzt werden

konnen:

e Echte Spots sind rund, gehen am Rand aber flieRend in den Hintergrund
uber und haben somit keine scharfe Begrenzung

e Die Farbintensitat ist im Zentrum eines echten Spots am hochsten und
nimmt zum Rand hin kontinuierlich ab

e Falsche Spots sind haufig etwas kleiner, in ihrer Farbintensitat homogen

und weisen eine scharfe Randbegrenzung auf
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Abb. 6: Beispielhafte Aufnahme eines typischen Spots. Die Zytokinkonzentration

ist im Zentrum am hdchsten und nimmt zur Peripherie hin flieRend ab.

Abb. 7: Beispielhafte Aufnahme eines artifiziellen Spots. Der flr echte Spots
typische, flieRende Ubergang in den Hintergrund, sowie die zum Spotrand hin
abnehmende Farbintensitat fehlen. Der artifizielle Spot ist scharf begrenzt und

homogen gefarbt.

2.1.3. Praparation der verwendeten Elispot-Proben

Zur Herstellung der Human-IFN-y-Elispot-Assays wurden in die Vertiefungen der
96-Well-Multiscreen-Platten (Millipore, Burlington, USA) jeweils 100ul Anti-
human-IFN-y-Antikbrper von Mausen (10 upg/ml; clone 1-D1K; Mabtech,

Schweden) gegeben. Die Platten wurden Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt,
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anschlielend gewaschen und mit Humanserum 1 Stunde lang bei 37°C
geblockt.

In die Wells wurden nach Isolierung mit Microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn,
USA) CD8'T-Zellen (1x10°Vertiefung) mit autologen dendritischen Zellen
(2x10*/Well) und Peptiden in Konzentration von 10ug/ml eingebracht. Einzelne
Wells dienten als Negativkontrolle, manche von ihnen enthielten nur CD8'T-
Zellen (und keine dendritischen Zellen), andere nur dendritische Zellen (und
keine CD8'T-Zellen) oder nur Medium. Unspezifische Positivkontrollen stellten
Wells dar, die CD8*T-Zellen, dendritische Zellen (2x10* /well) und 10pg/ml PHA-
L (Lectin von Phaseolus vulgaris Leucoagglutinin) (Sigma) enthielten.

Nach einer Inkubationszeit von 20 Stunden bei 37°C wurden die Platten mit
PBS/0.5% Tween gewaschen. Das am Boden der Platten von den Antikdrpern
gebundene IFN-y wurde durch Zugabe von 100ul eines zweiten biotinylierten
Anti-human-IFN-y-Antikérpers gebunden (2 upg/ml; clone 7-B6-1; Mabtech,
Schweden). Die Spots wurden durch Zugabe von 5ug/ml Avidin-Peroxidase-
Complex (Vectastain Elite Kit, Vector), einen erneuten Waschvorgang und
anschlieBende Zugabe von 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol Substrat Losung (AEC,
Sigma, Taufkirchen, Deutschland) als braunlich rote Farbpunkte sichtbar

gemacht.

Die Maus-IFN-y-Elispotplatten wurden von einer auswartigen Arbeitsgruppe
hergestellt (Ltg. Dr. A. Schmidt, apovia AG, 82152 Martinsried). Dabei wurde ein
Maus-IFN-y-Elispot-Set (BD Biosciences, San Diego, USA) verwendet. In die
Vertiefungen einer 96-Well-Mikrotiterplatte wurden Anti-Maus-IFN-y-Antikorper in
einer Konzentration von 5ug/ml gegeben, mit RPMI 1640 (Biochrom, Berlin,
Deutschland) gewaschen und mit RPMI 1640, das 10% fetales Kalb-Serum
enthielt (PAA, Linz, Osterreich), geblockt.

Milzzellen in Einzelzell-Suspension wurden in einer Konzentration von 2x10°
Vertiefung und in einer 2zweifach absteigenden Verduinnungsreihe
hinzugegeben. Stimulierendes Peptid wurde bis zu einer Konzentration von
5ug/ml hinzugeflugt. Nach einer Inkubationszeit von 36 bis 40 Stunden bei 37°C
wurden die Platten zweimal mit destilliertem Wasser und dreimal mit PBS/0.05%
Tween-20 gewaschen. Das gebundene IFN-y wurde mit einem biotinylierten

Anti-Maus-IFN-y-Antikdrper in einer Konzentration von 2ug/ml detektiert. Nach
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Waschen der Platten mit PBS/0.05% Tween-20 wurden die Spots durch Zugabe
von 5ug/ml Avidin-Peroxidase-Complex (Vectastain Elite Kit, Vector), erneuten
Waschvorgang und anschlieBende Zugabe von 3-Amino-9-Ethyl-Carbazol
Substrat Losung (AEC, Sigma, Taufkirchen, Deutschland) als braunlich rote

Farbpunkte sichtbar gemacht.

2.2. Automatisierte Bildanalysesysteme

Es wurden zwei Systeme mit insgesamt 3 verschiedenen Auflésungen zur
automatisierten Auswertung von Elispot-Proben verwendet, das System KS
Elispot und das System KS Elispot compact, entwickelt von Carl Zeiss Vision
GmbH (Géttingen, Deutschland).

Die Systeme KS Elispot und KS Elispot compact bestehen aus den aufeinander
abgestimmten Komponenten Mikroskop, Kamera, Motortisch mit Steuerung,
Analysesoftware und Rechner. Die Spots werden im Mikroskop mit
motorisiertem Tisch erfasst und Uber eine Farbkamera aufgenommen (Abb. 8).
Zur Auswertung konnen die auf einer Klebefolie aufgebrachten
Nitrocellulosebdden aus den 96-Well-Mikrotiterplatten herausgeldst werden. Die
Folie wird mdglichst plan innerhalb einer Markierung auf dem motorisierten Tisch
aufgelegt. Es stehen aber auch Halterahmen zur Verfigung, die auf dem
motorisierten Tisch aufgebracht werden und in die die komplette 96-Well-
Mikrotiterplatte eingelegt werden kann. In dieser Arbeit wurden beide
Anordnungen verwendet.

Nach Digitalisierung der aufgenommenen Well-Bilder mit einer 24-Bit
Farbauflésung, werden sie von der KS Elispot Software ausgewertet. Die
Ergebnisse erscheinen auf dem Bildschirm, dabei konnen Anzahl, Gro3e, Flache
und Intensitdt der Spots bestimmt und die Auswertungen in einem
Reportformular mit Ubersichtsbildern der einzelnen Wells und der darin

erkannten Spots gespeichert werden.
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Abb. 8: Schematische Darstellung der Komponenten der Systeme KS Elispot
und KS Elispot compact. a=Kamera, b=Mikroskop, c=Motortisch,

d=Steuereinheit des Motortisches, e= Systemrechner mit Analysesoftware.

2.2.1. KS Elispot

Das KS Elispot System (Abb. 9) ist mit einem Auflichtmikroskop, dem Zeiss
Axioplan 2 imaging, mit Z-Schrittmotor und Getriebe, Epiplan Neofluar 5x / 0,15
Objektiv und Zoomadapter ausgestattet. Es verflgt Uber einen motorisierten
Tisch (Marzhauser Elispot Motortisch 4x5 Zoll), der uber eine 3-Achsen-
Steuereinheit kontrolliert wird. Uber Standardschnittstellen, CAN-Bus und RS
232, arbeiten der eingebaute Mikroprozessor und ein Steuerprogramm mit dem
Systemrechner (INTEL P4, 256 MB RAM) zusammen, so dass eine
Prozessautomatisierung ermaoglicht wird. Die Anpassung des auszuwertenden
Plattenbereiches erfolgt manuell mittels Joystick. Pro Well werden 12
Einzelbilder erstellt (Abb. 10a, b) und von einer 3 Chip CCD (Charge-Coupled-
Device)-Farbkamera (Sony DXC 950) aufgenommen.

Nach Digitalisierung der aufgenommenen Well-Bilder mit einer 24-Bit
Farbauflosung, werden sie von der KS Elispot Software (Version 4. 3)

ausgewertet. Die erreichte Pixelgrolke bzw. die Bildpunktauflosung fur ein
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760x580 Pixel Bild eines Wells betragt 2.6um. Ein Pixel (Bildpunkt) entspricht bei
der gerasterten, digitalisierten Bilddarstellung dem kleinsten, darstellbaren
Element des Bildes. Die digitalisierte Bildverarbeitung basiert auf der Zerlegung

des Bildes nach Spalten und Reihen in einzelne Pixel.

Abb. 9: Das System KS Elispot zur automatisierten, bildanalytischen
Auswertung von Elispot-Proben mit den Systemkomponenten Kamera (a),
Mikroskop (b), Steuereinheit des Motortisches (c) und Motortisch (d) mit

aufliegender, aus der Elispotplatte herausgeloster Klebefolie.
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Abb. 10a Abb. 10b

Abb. 10a, b: Beispielhafte Aufnahme eines Wells (a), erstellt am System KS

Elispot. Das System nimmt 12 Einzelbilder pro Well auf, verdeutlicht durch

Rasterung (b).

2.2.2. KS Elispot compact

Die Elispot-Proben werden bei diesem System (Abb. 11) Uber ein
Stereomikroskop, das Zeiss Stemi 2000 C, mit Auflichtbeleuchtung und
motorisiertem Scanning-Tisch (Marzhdauser Elispot Motortisch 4x5 Zoll)
vermessen. Der Motortisch wird Uber eine 2-Achsen-Steuereinheit kontrolliert,
das auszuwertende Plattenareal wird mittels Joystick markiert. Eine 3 Chip CCD-
Kamera (Hitachi HV C20A) nimmt die Zytokin-Spots auf. Nach Digitalisierung der
aufgenommenen Well-Bilder mit einer 24-Bit Farbauflosung, werden sie von der

KS Elispot Software (Version 4. 3) ausgewertet.

Die Auswertungen wurden bei 2 MikroskopvergroRerungen durchgefuhrt, dem
0.65-Zoom, sowie dem 1.25-Zoom. Bei Verwendung des 0.65-Zooms wird pro
Well ein einziges Bild aufgenommen (Abb. 12). Mit dieser Vergrolierung kdnnen
Spots ab einem Durchmesser von 30um erkannt werden. Fir ein 760x580 Pixel
Bild eines Wells resultiert eine PixelgroRe von 12um. Bei Wahl des 1.25-Zooms
werden von jedem Well vier Einzelaufnahmen (Abb. 13a, b) erstellt, die zu einem
Gesamtbild des Wells zusammengesetzt werden. Die Verwendung von

mehreren Bildern pro Well mit einer héheren PrimarvergroRerung fluhrt dazu,
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dass Spots mit einem Durchmesser ab 20um erfasst werden konnen. Die
Bildpunktauflésung bei einem 760x580 Pixel Bild liegt bei 6um.

Abb. 11: Das System KS Elispot compact zur automatisierten Auswertung von
Elispot-Proben mit den Systemkomponenten Kamera (a), Mikroskop (b),
Motortisch mit im speziellen Halterahmen aufliegender Elispot-Platte (c).
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Abb. 12: Beispielhafte Aufnahme desselben Wells wie Abb. 10, erstellt am
System KS Elispot compact unter Verwendung der 0.65-Zoom-

MikroskopvergroRerung, die 1 Bild pro Well anfertigt.

Abb. 13a Abb. 13b

Abb. 13a, b: Beispielhafte Aufnahme desselben Wells (a) wie Abb. 10 und 12,

erstellt am System KS Elispot compact unter Verwendung der 1.25-Zoom-

MikroskopvergroRerung. Es werden 4 Einzelbilder pro Well aufgenommen und

zum Gesamtbild zusammengefugt (b).
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Systemkonfiguration

System KS Elispot System KS Elispot compact

Mikroskop Axioplan 2 Mikroskop Stemi 2000C

Autofokuseinrichtung -

Motortisch mit Motortisch mit

Steuereinheit und Joystick Steuereinheit und Joystick

3 Chip CCD Farbkamera 3 Chip CCD Farbkamera

KS Elispot Software Version 4.3 KS Elispot Software Version 4.3
Systemrechner Systemrechner

12 Aufnahmen pro Well 0.65-Zoom: 1 Aufnahme pro Well

1.25-Zoom: 4 Aufnahmen pro Well

Tab. 1: Gegenuberstellung der Systemkomponenten des KS Elispot und des KS

Elispot compact.

2.2.3. KS Elispot Software

Die KS Elispot Software verfugt Uber einen Spot-Erkennungs-und
Lernalgorithmus. Der Spoterkennungsalgorithmus dient zur Erkennung von
Spots und zur Abgrenzung dieser ,wahren“ Spots gegen artifizielle Farbpunkte
oder Verunreinigungen. Wichtig fur die Unterscheidung sind die typischen
Merkmale eines Spots. Als Spots werden runde Farbareale mit am Rand
flieBendem Ubergang zum Hintergrund und einer vom Zentrum zur Peripherie
hin kontinuierlich abnehmenden Farbintensitdt bezeichnet. Eine scharfe
Begrenzung zum Hintergrund und eine gleichmalRige Farbung, wie sie oft bei
artifiziellen Farbpunkten, so genannten ,falschen® Spots vorkommt, fehlen bei
,wahren“ Spots. Unter Einbezug dieser Kriterien wurden 6 Systemparameter fur

die Spoterkennung definiert (Tab. 2)
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Parameter Parameterbeschreibung
Spotdurchmesser (Diameter) Grolde des Spots
Farbwert (Hue) Farbe des Spots
Farbsattigung (Saturation) Farbtiefe und Farbintensitat des Spots
Kontrast (Contrast) Spotkontrast zum Untergrund
Form (Shape) Runde Form des Spots
Randsteigung/ Kantensteilheit (Slope) Elé?iréigfiee I;?nrbverblassung zur

Tab. 2: Zusammenfassung der 6 Parameter eines Spots, die in den
Erkennungsalgorithmus der KS Elispot Software implementiert wurden. Sie
kdnnen im Rahmen der Erstellung eines .settings®, der
Spotparameterkonstellation, individuell angepasst und abgespeichert werden.

Die Reproduzierbarkeit der Messungen wird dadurch gesteigert.

In Abhangigkeit von zahlreichen Faktoren, so z. B. von verwendeten Antikorpern,
Antikdrperkonzentrationen, von verschiedenen Zytokinen oder Mikrotiterplatten,
konnen die Spots innerhalb bestimmter Grenzen in ihrer Formation variieren. Vor
Beginn einer Messung wird durch den Untersucher die Einstellung der
Systemparameter fur die Spoterkennung optimiert. Das Spot-Anlern-Verfahren,
ein speziell entwickelter Lernalgorithmus zur Spoterkennung, dient der
Anpassung der einzelnen Parameter an die gewunschten Spots im Bild.

Der Untersucher nimmt diese Parametereinstellung durch Auswahl der ,wahren®,
noch nicht erkannten Spots mit Cursor und linker Maustaste vor. Bei Auswahl
eines Spots werden alle anderen, diese Kriterien ebenfalls erflllenden Spots
automatisch miteinbezogen und die Systemparameter entsprechend neu
angepasst (Abb. 14). Ebenso kann der Untersucher bestimmte Spots und ihre
Spotparameter durch Auswahl ausschlieRen. Die ausgewahlten Parameter
konnen in einem ,setting“ abgespeichert werden, so dass sie bei kunftigen

Messungen wieder aufgerufen und verwendet werden koénnen. Die
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Spotauswahlkriterien missen somit nicht vor jeder Messung neu bestimmt
werden. Die Reproduzierbarkeit der Messungen wird durch dieses Verfahren
deutlich erhoht.

Teach

B +—oX v
Spot Diameter [um) v @ Hue v @ Saturation v @ Conirast v @ Shape v @ Slope
20,200 BR.0.. 300 a0..200 100 ..100.0 B0 550 300600
1 | 4 1 4 1 I 4 1 Pl 1 I I }l 1 | Pl
{ [ || 4 WA || 4 Wi IR [ 3
Spots: | 47 firea 194188 Diameter |50 Hue:|B080  Satwation 1080 Cortrast|[17.20  Shape 8740 Slope:|48.30

Abb. 14: Die Systemparameter zur Spoterkennung (Spot Diameter, Hue,
Saturation, Contrast, Shape, Slope) werden im Teach-Modus durch Auswahl der

Spots mit dem Cursor angepasst. (Vgl. Tab. 2).

Bei den beiden untersuchten Reader-Systemen KS Elispot und KS Elispot
compact ist die Ubertragung der an einem System eingestellten
Spotauswahlparameter auf das andere aus technischen Grinden nicht sinnvoll.
Aufgrund der unterschiedlichen Beleuchtungsverfahren der Mikroskope, der
abweichenden Entfernungen zwischen Mikroskop und Motortisch, und weiterer
differenter Einstellungen an beiden Geraten, erwiesen sich die vom KS Elispot
System Ubernommenen Einstellparameter am KS Elispot compact als
unbrauchbar und ermoglichten keine zuverlassige Spoterkennung, so dass an
jedem der beiden Systeme eine eigene Anpassung der Spotparameter

vorzunehmen war.
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2.3. Auswertungsprogramm der Elispotproben

2.3.1. Einstellung der Systemparameter zur Spoterkennung

Um die in der taglichen Praxis herrschenden Bedingungen bestmdglich zu
imitieren, wurde in dieser Arbeit vor Beginn der Auswertungen fur jedes System
die individuell optimale Spotparameterkonstellation, das Setting, erstellt. Eines
fur das System KS Elispot und zwei am System KS Elispot compact, jeweils fir
die 0.65-Zoom- und 1.25-Zoom-Einstellung. Die Anpassung der Spotparameter
erfolgte unter Verwendung des Spotanlernverfahrens. Spots deren Parameter
miteinbezogen werden sollten, wurden ausgewahlt, artifizielle Farbpunkte und
deren Parameter ausgeschlossen, bis schlieBlich die Parametereinstellung

feststand, die die Erkennung ,wahrer” Spots moglichst zuverlassig ermadglichte.

Um die drei Parametereinstellungen zu prifen, wurden von einzelnen Wells mit
den darin als erkannt markierten Spots am KS Elispot, am KS Elispot compact
0.65-Zoom-Einstellung und am KS Elispot compact 1.25-Zoom-Einstellung Bilder
aufgenommen und ausgedruckt. Anhand der drei Aufnahmen eines Wells wurde
visuell geprift und bestatigt, dass die drei Parametereinstellungen soweit an die
vorliegenden Spots angepasst wurden, dass sie dieselben ,wahren“ Spots
erkannten. Die Systemeinstellungen fur die Spoterkennung wurden
abgespeichert und ohne Anderung fiir alle nachfolgenden Messungen

verwendet.

2.3.2. Auswertung der Elispotproben

Am System KS Elispot und am System KS Elispot compact mit der 0.65-Zoom-
Einstellung sowie mit der 1.25-Zoom-Einstellung wurden die folgenden Elispot-

Proben ausgewertet:

e 4 Maus-IFN-y-Mikrotiterplatten mit insgesamt 361 ausgewerteten Wells. Die
Spotanzahl der einzelnen Wells reichte von 0 bis 283 Spots pro Well.
e 3 Human-IFN-y-Mikrotiterplatten mit insgesamt 226 ausgewerteten Wells.

Die Spotanzahl der einzelnen Wells reichte von 0 bis 906 Spots pro Well.
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Zur Auswertung der Maus-Elispot-Proben wurden auf dem motorisierten Tisch
der Lesesysteme aufzubringende Halterahmen verwendet, in die die komplette
96-Well-Mikrotiterplatte eingelegt und ausgewertet werden konnte.

Fir die Auswertung der Human-Elispot-Proben wurden die auf einer Klebefolie
aufgebrachten  Nitrocellulosebéden aus den  96-Well-Mikrotiterplatten
herausgel6ost und auf dem motorisierten Tisch der Systeme aufgelegt. Die
untenstehenden Aufnahmen (Abb. 15a, b) zeigen beispielhaft Maus-und

Humanspots aus den verwendeten Elispot-Platten.

Abb.15a Abb. 15b

Abb. 15a, b: Die Abbildung 15a zeigt beispielhaft Maus-IFN-y-Spots im Well
einer Mikrotiterplatte. In der Abbildung 15b sind Human-IFN-y-Spots dargestellt.

Beide Aufnahmen wurden am System KS Elispot erstellt. Zur Auswertung der
Human-Elispot-Proben wurden die abgelosten Nitrozelluloseboden der
Mikrotiterplatten auf der Platte des Motortisches aufgebracht, wahrend die Maus-

Elispot-Platten in spezielle Halterahmen eingelegt wurden.
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Fir die zwei Systeme KS Elispot und KS Elispot compact (0.65-Zoom, 1.25-
Zoom) wurden in Anlehnung an die vom jeweiligen Auswertungssystem pro Well

aufgenommene Bilderanzahl die folgenden Bezeichnungen gewahilt:

System KS Elispot:
12 Bildaufnahmen pro Well —» Reader 12 oder R12

System KS Elispot compact 0.65-Zoom:
1 Bildaufnahme pro Well — Reader 1 oder R1

System KS Elispot compact 1.25-Zoom:
4 Bildaufnahmen pro Well — Reader 4 oder R4

Die Messdaten vom KS Elispot compact wurden mit den vom System KS Elispot
ermittelten Werten verglichen, demnach also R1 mit R12 und R4 mit R12.

Die Auswertung der Elispot-Proben erfolgte in 2 getrennten Messungen, der
Messanordnung 1 und der Messanordnung 2, mit jeweils unterschiedlichen

Messbedingungen:

Messanordnung 1

Unter den Messbedingungen der Messanordnung 1 wurden Spots des gesamten
GrolRenbereiches 20-300um in die Messung einbezogen. Jede der Maus-und
Human-Mikrotiterplatten wurde an den verglichenen Systemen einmal
ausgewertet. Damit wurden im Rahmen der durchmesserunabhangigen
Messanordnung 1 an den verglichenen Systemen R12, R4 und R1 jeweils 587

Wells ausgewertet.

Messanordnung 2

Bei dem Systemvergleich interessierte, ob und wie die Grdélke der einzelnen
Spots auf die Ergebnisse der beiden Gerate Einfluss nimmt.

In dieser Messung wurden die Messbedingungen daher so verandert, dass nur
Spots bestimmter GroRen bzw. bestimmter Durchmesser in die Auswertung

einbezogen wurden. Die Spoterkennungsparameter am System kdnnen durch
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Eingabe des minimalen und maximalen Spotdurchmessers so eingestellt
werden, dass nur Spots des gewunschten Spotgrolenbereiches in die Messung

eingehen.

Fir die Maus-Mikrotiterplatten wurden zwei Durchmesserbereiche festgelegt:
e 20-100pm
e 100-300pm

Fir die Human-Mikrotiterplatten wurden drei Spotdurchmesserbereiche gewahlt:

e 20-50um
e 50-100um
¢ 100-300um

Die Humanplatten enthielten im Vergleich zu den Maus-Elispot-Proben mehr
kleine Spots. Um die Unterschiede der Messsysteme in den kleineren
GroRRenbereichen klarer herauszuarbeiten, wurden fir Humanspots daher drei
GroRenkategorien gewahlt.

Im Rahmen dieser durchmesserabhangigen Messung wurden alle Maus-
Mikrotiterplatten jeweils zwei Mal (zur Erfassung von Spots der Durchmesser 20-
50um und 100-300um) an den Systemen R12, R4 und R1 gelesen. Damit
wurden an jedem der verglichenen Systeme 722 Wells ausgewertet.

Alle Human-Mikrotiterplatten wurden drei Mal (zur Erfassung von Spots der
Durchmesser 20-50um, 50-100um und 100-300um) an den Systemen R12, R4
und R1 gelesen. An den verglichenen Systemen wurden somit jeweils 678 Wells
ausgewertet.

Insgesamt wurden im Rahmen der durchmesserabhangigen Messanordnung 2
an jedem der verglichenen Systeme R12, R4 und R1 jeweils 1400 Wells

ausgewertet.

Daruber hinaus wurden weitere Auswertungen von Wells durchgefuhrt. Sie
dienten zur Erfassung der von den Systemen bendétigten Auswertungszeit, zur
Bestimmung der Variabilitat innerhalb mehrerer Auswertungen und zur
Untersuchung der Zuverlassigkeit (reliability) der Spoterkennung der beiden
Systeme (Siehe 2. 5).
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2.4. Bewertung und Darstellung von Messergebnissen

2.4.1. Qualitatsparameter zur Bewertung von Messergebnissen

In dieser Arbeit wurden die zwei Bildanalysesysteme KS Elispot und KS Elispot
compact anhand der von ihnen ermittelten Messdaten miteinander verglichen,
um Aussagen darlUber treffen zu kdénnen, wie gut sie in ihren Ergebnissen

Ubereinstimmten.

Zur Beurteilung von Messergebnissen, die ein Messgerat liefert, dienen im
Allgemeinen die drei Begriffe:

e Genauigkeit (accuracy)

¢ Richtigkeit (trueness, accuracy of the mean)

e Prazision (precision)

Richtigkeit und Prazision sind Kriterien der Genauigkeit.

Die Genauigkeit beschreibt das AusmaR der Ubereinstimmung des einzelnen
Messergebnisses mit dem wahren Wert der Messgrol3e, sie definiert wie nahe
das Ergebnis am wahren Wert liegt.

Nach DIN 55350 (Deutsches Institut fur Normung (DIN), 1997) ist die
Genauigkeit definiert als qualitative Bezeichnung fur das Ausmald der
Annaherung von Ermittlungsergebnissen an den Bezugswert, wobei dieser je
nach Festlegung oder Vereinbarung der wahre, der richtige oder der
Erwartungswert sein kann.

Der wahre Wert gilt naturgemal als Idealwert, den man in einer perfekten
Messung erhalten wirde und ist demnach unbestimmt. Der wahre Wert einer
MessgroRe wird nach DIN 55350 definiert als der tatsachliche Wert einer
MessgrofRRe unter den, bei der Ermittlung herrschenden Bedingungen.

Den Mittelwert oder auch das arithmetische Mittel erhalt man durch Addition der
Einzeldaten und Division dieses Wertes durch die Datenanzahl. Im Gegensatz
zum wahren Wert ist der Mittelwert mit einem Fehler behaftet. Die Abweichung
zwischen dem wahren Wert und Mittelwert ist der bias (siehe unten:

systematischer Fehler).
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Fir eine Anzahl n von Einzeldaten x ; ergibt sich fur den Mittelwert x .

foy
=32

Die Standardabweichung [s] oder das Streumal} gibt an, wie sich die einzelnen

Messdaten um den Mittelwert verteilen:

O C St
n—1

Die Richtigkeit ist ein Mal fir die Abweichung zwischen dem Mittelwert einzelner
Messergebnisse und dem wahren Wert der Messgrolie. Sie beschreibt wie gut
Mittelwert und wahrer Wert Ubereinstimmen.

Nach DIN 55350 ist die Richtigkeit definiert als qualitative Bezeichnung fur das
Ausmald der Annaherung des Erwartungswertes des Ermittlungsergebnisses an
den Bezugswert, wobei dieser je nach Festlegung oder Vereinbarung der wahre

oder der richtige Wert sein kann.

Die Prazision ist ein MaR fir die Ubereinstimmung unabhangiger
Messergebnisse unter festen Bedingungen. Sie gibt die Reproduzierbarkeit oder
Wiederholbarkeit eines Messergebnisses an.

Nach DIN 55350 ist die Prazision definiert als qualitative Bezeichnung flr das
Ausmall der gegenseitigen Annaherung voneinander unabhangiger
Ermittlungsergebnisse bei mehrfacher Anwendung eines festgelegten

Ermittlungsverfahrens unter vorgegebenen Bedingungen.
Die Genauigkeit vereinbart mit den Begriffen Richtigkeit und Prazision auch die
Effekte zweier Fehlerarten, die bei jedem Messverfahren auftreten. Es sind die

Effekte des systematischen und des statistischen Fehlers.

Systematischer Fehler

Der systematische Fehler (bias, b) bestimmt die Richtigkeit des Messverfahrens.
Er ist definiert als die Differenz zwischen dem Mittelwert y und dem wahren Wert

X, systematischer Fehler b= x- p.
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Systematische Fehler entstehen durch nicht optimierte, fehlerhafte

Messverfahren und Messgerate oder durch storende Einflusse.

Statistischer (zufélliger) Fehler

Der statistische Fehler bestimmt die Prazision des Messverfahrens. Statistische
Fehler sind nicht beherrschbar und lassen sich nicht vollstandig eliminieren. Die
Prazision kann als Standardabweichung quantifiziert werden. (Kreyszig, 1968),
(Sachs, 1978), (Koch, 1987), (Harms, 1997).

Die Begriffe Richtigkeit und Prazision sowie die Fehlerarten systematischer und
statistischer Fehler lassen sich anhand des Vergleichs mit einer Schussscheibe
demonstrieren (Abb. 16).
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Abb. 16: Prazision und Richtigkeit als Kriterien der Genauigkeit, dargestellt am

Beispiel einer Zielscheibe.

Die verschiedenen Fehlerkombinationen kdénnen am Beispiel einer

Schiel3scheibe demonstriert werden:
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Abb. 17: Prazise und richtig, kein bias. Die Treffer liegen im Inneren der
Zielscheibe dicht aneinander. Die Prazision ist hoch, der statistische Fehler ist

klein. Kein systematischer Fehler.

@_

Abb. 18: Prazise und falsch, enthalt bias. Die Treffer liegen dicht aneinander,
jedoch nicht im Mittelpunkt. Die Prazision ist hoch, der systematische Fehler

jedoch grof3, das Ergebnis ist falsch.

@_

Abb. 19: Nicht prazise und richtig, kein bias. Die Treffer liegen weit voneinander
verstreut, die Prazision ist niedrig, der statistische Fehler hoch. Da das Ergebnis

im Mittelwert richtig ist, ist der systematische Fehler null.

@

Abb. 20: Nicht prazise und falsch, enthalt bias. Die Treffer liegen weit
voneinander verstreut und sind vom Mittelpunkt nach rechts verschoben. Die

Prazision ist niedrig, der statistische und systematische Fehler sind hoch.
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Um die Systeme KS Elispot und KS Elispot compact bezlglich der Begriffe
Genauigkeit, Richtigkeit und Prazision charakterisieren zu kdnnen, wurde gepruft
welches graphisch-statistische Verfahren am besten zur Visualisierung und

Quantifizierung der Unterschiede zwischen den zwei Messgeraten geeignet ist.

2.4.2. Darstellung von Ergebnissen in Methoden-vergleichenden
Studien

Es existieren mehrere Verfahren, die in Methoden-vergleichenden
Untersuchungen angewendet werden konnen:

e Korrelations- bzw. Regressionsanalyse

e Passing-Pablok-Regression

e Varianzanalytische Methoden (Intraklassen-Korrelationskoeffizient)

e Mountain-Plots

e Bland-Altman-Plots

Korrelations-bzw. Regressionsanalyse

Dieses Verfahren sieht die Erstellung eines Streu-oder Korrelationsdiagramms
(eng. Scatterplot) mit der anschlielienden Durchfihrung einer Korrelations-und
Regressionsanalyse vor. In einem Scatterplot werden im Koordinatensystem auf
der Abszisse die Ergebnisse der einen Methode, auf der Ordinate die
Ergebnisse der anderen Methode aufgetragen.

Mittels Korrelationsanalyse und Berechnung des Korrelationskoeffizienten kann
ermittelt werden, ob zwischen den Variablen x und y ein linearer stochastischer
Zusammenhang besteht und abgeleitet werden, wie grof3 die Ubereinstimmung
der verglichenen Methoden ist. Im Falle, dass beide Methoden exakt
ubereinstimmen, kdmen alle Punkte auf der Geraden y=x (Winkelhalbierende im
Koordinatensystem) zu liegen, der Korrelationskoeffizient hatte den Wert 1. Dies
kommt in der Realitat schon aufgrund von Messfehlern praktisch nicht vor, so
dass Korrelationskoeffizienten ab 0.8 als befriedigend angesehen werden.
Mittels Regressionsanalyse wird ermittelt welcher Zusammenhang zwischen den

Variablen y und x besteht und ob sich y aus x schatzen lasst.
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Sind beide Variablen der Regressionsanalyse fehlerbehaftet, muss festgelegt
werden, welche Variable als abhangig und welche als unabhangig anzusehen
ist. Ist diese willkurliche Wahl nicht vertretbar, fuhrt dies zum relativ komplexen
Problem der linearen Strukturgleichungen (structural relationship). In jedem Fall
wird vorausgesetzt, dass beide Variablen unabhangig voneinander mit

konstanter Varianz annahernd normal verteilt sind.

Passing-Pablok-Regression

Beim wenig bekannten linearen Regressionverfahren nach Passing und Pablok
wird der Regressionskoeffizient durch die Ranginformationen der Steigungen
zwischen den Messwertpaaren geschatzt. Es kann auch unter schwachen
Voraussetzungen angewandt werden und wird daher zu den nicht-

parametrischen Verfahren gerechnet.

Intraklassen-Korrelationskoeffizient

Varianzanalytische Verfahren ziehen als Mal3zahl zur Beurteilung von Messwert-
Paaren die Varianzen zwischen den Messwerten und denen innerhalb der
Messwerte heran. Die gebrauchlichste ist der Intraklassen-Korrelations-
Koeffizient. Wie bei der Korrelation mussen dabei gewisse Verteilungsannahmen

erfullt sein.

Aquivalenztests

Ublicherweise werden die Methoden mittels der Ublichen Signifikanztests (z.B.
gepaarter t-Test, Rangtest) vergleichen. Bei genugend grolden
Stichprobenumfangen (Power) erhalt man allerdings nur das Resultat, dass die
Methoden verschieden sind, was i. A. aber schon von vornherein bekannt ist,
andernfalls erubrigen sich weitere Analysen. Als Testverfahren kamen allenfalls
Aquivalenz-Tests infrage, bei denen Null-und Alternativhypothese vertauscht
sind. Dazu muss im Voraus ein Intervall definiert werden, innerhalb dessen die
(mittleren) Differenzen der Messwerte als aquivalent, d.h. akzeptabel

Ubereinstimmend angesehen werden kdnnen.
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Mountain-Plots

Beim sog. Mountain-Plot (folded empirical cumulative distribution plot) (Krouwer
and Monti, 1995) wird die kumulative Verteilung der Werte-Differenzen gegen die
Differenzen selbst aufgetragen, d.h. man kann ablesen, welche Differenzen wie
oft auftreten. Mountain-Plots sind als erganzende Darstellungen zu anderen

Methoden gedacht.

Bland-Altman-Plots

Alle bisher erwahnten Verfahren haben gewisse Mangel. Die Nachteile der
Regressions-und Korrelationsverfahren bei ihrer Anwendung in Methoden-
vergleichenden Untersuchungen werden bei Bland und Altman diskutiert (Bland
and Altman, 1986), (Bland and Altman, 2003). Sie bemangeln in ihren
Ausflihrungen die falsche Interpretation des Korrelationskoeffizienten. Dieser
wurde den Zusammenhang zweier Variablen, jedoch nicht deren
Ubereinstimmung messen, die in Methoden-vergleichenden Untersuchungen
von Interesse ist. Ein hoher Korrelationskoeffizient sei damit nicht
gleichbedeutend mit einer guten Ubereinstimmung der verglichenen Methoden.
Weiterhin fihren sie auf, dass bei den anderen Verfahren eventuelle
Abhangigkeiten des Fehlers hinsichtlich Umfang und Richtung von der GroRe
der Messwerte nicht oder nur wenig berucksichtigt werden.

Bland und Altman entwickelten daher die so genannten Bland-Altman-Plots. Sie
gelten als anerkanntes Verfahren zur Ergebnisdarstellung beim Vergleich zweier
Messmethoden in medizinischen Studien. lhre Bedeutung und Verbreitung
nehmen stetig zu, viele Wissenschaftler tragen mit ihren Erfahrungsberichten
und Anregungen zur ihrer standigen Optimierung bei (Petersen et al., 1997),
(Mantha et al., 2000), (Dewitte et al., 2002).

Bei der Datenanalyse mittels Bland-Altman-Plots werden auf der Abszisse die
Mittelwerte der Ergebnisse, die von den zu vergleichenden Messmethoden
ermittelt wurden, gegen die absolute Differenz der Wertepaare auf der Ordinate
aufgetragen. Ubereinstimmende Werte (Differenz=0) liegen dabei auf der
Abszissenachse. Wenn die Fehler proportional zu den Werten anwachsen,
konnen alternativ auch die Differenzen der Logarithmen gegen die Mittelwerte

oder, aquivalent, deren Verhaltnis aufgetragen werden.
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Zur Visualisierung der Richtigkeit wird der Mittelwert der Differenzen als Parallele
zur x-Achse eingezeichnet. Weiterhin ist es ublich, unter der Annahme einer
Normalverteilung der Differenzen, die Grenzen zu bestimmen, innerhalb deren
95% aller Differenzen zu erwarten sind. Sie werden aus dem Mittelwert aller
Differenzen und ihrer Standardabweichung berechnet. Fur die obere bzw. untere
Grenze gilt: Mittelwert der Differenzen + bzw. — 1.96*Standardabweichung der
Differenzen. Bland und Altman bezeichnen diese Grenzen als die ,95%-limits of
agreement®. Diese ,Ubereinstimmungsgrenzen®, auch als die 95%-
Konfidenzgrenzen oder die 95%-Vertrauensintervalle bezeichnet, schliellen den
Bereich ein, in dem 95% aller Differenzen erwartet werden kdnnen und dienen
zur Beurteilung der Genauigkeit. (Bland and Altman, 1995), (Bland and Altman,
1999).

Sind die Differenzen unabhangig von den auf der x-Achse aufgezeichneten
Werten, werden die Grenzen parallel zur x-Achse eingezeichnet. Fur den Fall,
dass die Differenzen mit den Werten auf der x-Achse zusammenhangen, so
dass Mittelwerte und Standardabweichung der Differenzen mit steigender Anzahl
zunehmen, kénnen diese Grenzen nicht mehr parallel zur x-Achse eingetragen
werden.

Bland und Altman empfehlen in diesem Fall anstatt den Mittelwert der
Differenzen als Parallele zur x-Achse einzuzeichnen, die Regressionsgerade zu
verwenden und die Konfidenzgrenzen V-férmig um die x-Achse anzuordnen. Flr
solche nicht-parallele Grenzen der 95%-Vertrauensintervalle geben sie
entsprechende Formeln an. Andere Untersucher favorisieren die prozentuale
Darstellung der y-Achse, da sie eine bessere Visualisierung der Ergebnisse und
das Einzeichnen der Konfidenzgrenzen parallel zur Abszisse erméglicht. (Pollock
et al., 1992).

Fir den Fall, dass ein "Gold-Standard" vorliegt, d.h. eine Messwertreihe bekannt
(richtig) ist, taucht die Frage auf, ob dann besser die Abweichungen gegen die
bekannten (wahren) Werte aufgetragen werden sollten, anstatt gegen die
Mittelwerte. Bland und Altman haben nachgewiesen, dass in diesem Fall eine
inharente Korrelation zwischen Abszissen-und Ordinatenwerten vorliegt und

somit den Zusammenhang verfalscht.

41



Als Darstellungsverfahren fir die Ergebnisse des Vergleichs der zwei
Lesesysteme bzw. der drei unterschiedlichen Messanordnungen wurden in
dieser Arbeit die Bland-Altman-Plots gewahlt. Sie geben die Qualitatsparameter
zur Beurteilung von Messergebnissen sehr gut wider und zeigen das Ausmal}

der Ubereinstimmung zweier Messmethoden.

2.4.3. Darstellung der Ergebnisse mittels Bland-Altman-Plots

In dieser Arbeit wurden in den Bland-Altman-Plots auf der Abszisse die
Mittelwerte der von beiden Geraten pro Well gezahlten Spotanzahl aufgetragen.

Beim Vergleich von KS Elispot gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom:
[(R12+R1)/2]. Beim Vergleich von KS Elispot gegen KS Elispot compact 1.25-
Zoom: [(R12+R4)/2]. Auf der Ordinate wurden die absoluten Differenzen
zwischen der von beiden Systemen ermittelten Anzahl der Spots aufgezeichnet.

Beim Vergleich von KS Elispot gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom: [(R12-R1)]
Beim Vergleich von KS Elispot gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom: [(R12-
R4)].

In den Bland-Altman-Plots zeigte sich eine Zunahme der Differenzen mit
steigender Spotanzahl, so dass die Differenzen folglich nicht als unabhangig von
der Spotanzahl angesehen werden konnten und somit auch die Grenzen
innerhalb deren 95% der Differenzen zu liegen kommen, nicht parallel zur x-
Achse eingezeichnet werden konnten (Vgl. 2. 4. 2). Es wurden daher zusatzlich
zu den Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen Bland-Altman-Plots mit
prozentualer Auftragung der Differenzen auf der y-Achse gewahlt. Durch die
Verwendung der relativen Differenzwerte kann die Abhangigkeit der Differenzen
von der Spotanzahl aufgehoben werden. Um diese Unabhangigkeit von
Differenzen und Spotanzahl zu belegen, wurden die Mittelwerte und die
Standardabweichung der Differenzen fur einzelne Spotanzahlbereiche
berechnet. Es konnte keine Zunahme der Standardabweichung bei steigender
Spotanzahl nachgewiesen werden. Die Mittelwerte der Differenzen und die
Grenzen innerhalb deren 95% der Differenzen zu erwarten sind, konnten

demzufolge parallel zur x-Achse eingezeichnet werden.
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Die 95%-Konfidenzgrenzen wurden als relative Werte in Prozent fur die gesamte
Spotanzahl berechnet. Um jedoch auch Aussagen uber Kkleinere
Spotanzahlbereiche  treffen zu  kobnnen, wurden  mehrere  enge
Spotanzahlintervalle gebildet und jeweils aus Mittelwert und
Standardabweichung der Differenzen die Grenzen fur jeden dieser einzelnen
Bereiche in Prozent angegeben. Aus diesen Grenzen konnte nun der
prozentuale Anteil der Anzahl der Spots abgelesen werden, die das eine
Lesegerat maximal mehr oder weniger als das Vergleichsgerat erkannt hat.
Interessierte wie die Gerate bei einer bestimmten Spotanzahl zahlten, konnten
die 95%-Vertrauensintervalle fir den jeweiligen  Spotanzahlbereich

herangezogen werden.

2.5. Statistische Auswertung

2.5.1. Auswertungszeiten der Bildanalysesysteme

Zur Bestimmung der Zeitdauer, die das System KS Elispot und das System KS
Elispot compact fur die Auswertung einer kompletten Platte bendtigt, wurde eine
96-Well-Mikrotiterplatte mit Humanspots an beiden Systemen drei Mal
ausgewertet und die daflir am jeweiligen System anfallende Zeit in Minuten
gemessen. Es wurde jeweils die reine Lesezeit des automatisierten Systems
erfasst.

Wahrend der Messung der Auswertungszeit einer Platte wurde die Zeit fur jede
der 8 Reihen mit jeweils 12 Wells ermittelt, um so eventuelle Veranderungen der
Auswertungsgeschwindigkeit im Verlauf einer Messung zu erfassen.

Um den Einfluss der Spotanzahl auf die Auswertungszeit zu untersuchen, wurde
an beiden Systemen bzw. an den drei Messanordnungen die Messzeit fur eine
Reihe der Platte bestimmt, die Wells mit sehr vielen Spots enthielt und im

Gegenzug flur eine Reihe, deren Wells nur sehr wenige Spots aufwiesen.
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2.5.2. Variabilitat innerhalb der Messungen

Um die Variabilitdt der zwei Systeme zu bestimmen, wurden an jedem Gerat
jeweils 50 Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit Humanspots zufallig
ausgewahlt und drei Mal gelesen. Aus den Messergebnissen konnte die
Variabilitat fur beide Systeme errechnet werden. Aus den drei Ergebnissen
wurden fur jedes Well der Mittelwert, die Standardabweichung und die
prozentuale Standardabweichung ermittelt. Aus diesen Werten wurde
anschlielend die prozentuale Standardabweichung fur die Gesamtheit der 50

Wells bestimmt.

2.5.3. Zuverlassigkeit der Spoterkennung (Reliability)

Der Begriff Zuverlassigkeit der Spoterkennung bezieht sich darauf, wie gut das
Analysesystem die ,wahren“ Spots erkennt und in welchem Ausmal} Farbpunkte,
bei denen es sich nicht um ,wahre® Spots handelt, so genannte falsch-positive
Spots, in die Messung einbezogen werden.

Dazu wurden fur die manuelle Auswertung am System KS Elispot von einzelnen
Wells Aufnahmen erstellt und ausgedruckt. Die noch vor der Auswertung durch
das System angefertigten Wellaufnahmen wurden unter Verwendung des
Bildschirmbildes, das vergroRert werden konnte, sowie des Ausdrucks daraufhin
Uberpruft, bei welchen Farbarealen es sich um ,wahre” Spots handelte und
welche keine echten Spots darstellten. Die ,wahren“ Spots und die Farbartefakte
wurden gekennzeichnet.

Anschlie®end zahlten das System KS Elispot und das System KS Elispot
compact mit den zwei Zoom-Einstellungen die Spots in den ausgewahlten Wells.
Die erkannten und in das Ergebnis eingehenden Spots markierten die Systeme
dabei mit einem Ring. Die Wells mit den so als erkannt gekennzeichneten Spots
wurden fotografiert und ausgedruckt. Die vom KS Elispot und vom KS Elispot
compact ausgewerteten Wellaufnahmen wurden mit den zuvor am KS Elispot
erstellten und manuell ausgewerteten Well-Bildern verglichen.

Insgesamt wurden 9 Wells mit Humanspots und einer Spotanzahl bis maximal
200 Spots pro Well zufallig ausgewahlt und ausgewertet. Bei einer Spotanzahl
unter 200 konnte der Vergleich mit Auge sicher durchgeflihrt werden. Die Anzahl

der an beiden Systemen erkannten ,wahren® Spots und der Anteil der falsch-
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positiven Spots am Ergebnis wurden ausgezahlt und in absoluten und relativen

Zahlen fur jedes Well und fur die Gesamtheit der Wells angegeben.

2.5.4. Verteilung der SpotgrdfRen auf Maus-und Humanplatten

Neben der Anzahl der Spots wurde auch die GroRe der Spots erfasst. Die
Verteilung der Spotgrdflien auf den Platten wurde aus den in der Messanordnung
1 und 2 gewonnenen Daten errechnet. In der spotgroRenabhangigen Messung
(Messanordnung 2) wurden fur Mausplatten die beiden Grof3enbereiche [20-
100um], [100-300um] und fur Humanplatten die drei Grollenkategorien [20-
50um], [50-100um], [100-300um] festgelegt. In die durchmesserunabhangige
Messung (Messanordnung 1) wurden alle Spotgréfien einbezogen. Der relative
Anteil des jeweiligen Groflenbereiches konnte indirekt bestimmt werden:
Relativer Anteil(x)= Spotanzahl des Spotgro3enbereiches(x) / Spotanzahl
Gesamtbereich.

Zuvor war zu bestatigen, dass bei Maus-und Humandaten die Summe der Spots
der einzelnen Grof3enbereiche im Bereich der Spotanzahl der Messung lag, die
alle SpotgroRen einbezogen hatte. Weiter war zu prufen, ob eine Abhangigkeit
zwischen der SpotgroRenverteilung und der Spotanzahl pro Well bestand. Dazu
wurden in einem Diagramm (Scatterplot) die einzelnen relativen Anteile
(GroRenkategorie 1, 2, 3/ GroRenkategorie 4) gegen die Gesamtspotanzahl

(GroRenkategorie 4) aufgetragen und Regressionslinien eingezeichnet.

2.5.5. Bland-Altman-Plots

In dieser Arbeit wurden die Ergebnisse des Vergleichs der Systeme KS Elispot
und KS Elispot compact mit den zwei Zoom-Einstellungen graphisch mittels
Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen und als relative Werte in Prozent mit
Angabe der 95%-Konfidenzgrenzen dargestellt. Mittels der Bland-Altman-Plots
konnten die Richtigkeit als Mittelwert der Differenzen und die Genauigkeit in
Form der 95%-Konfidenzintervalle visualisiert werden (siehe auch 2. 4. 2. und 2.
4. 3). Die Notwendigkeit die Bland-Altman-Plots nicht nur in absoluten sondern

auch in relativen Zahlen darzustellen, ergab sich aus der vorliegenden
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Unabhangigkeit der Differenzen von der Spotanzahl. In diesem Fall kann eine
Auftragung der Konfidenzgrenzen parallel zur Abszisse nur bei prozentualer
Skalierung der Ordinate erfolgen.

Die Auswertung der Maus-IFN-y-Platten und der Human-IFN-y-Platten wurde
getrennt aufgezeigt. Dabei wurden die Ergebnisse jeder Platte nicht einzeln
dargestellt, sondern die Daten der 361 Wells mit Maus-Spots und der 261 Wells
mit Humanspots jeweils zusammengefasst. Im Vorfeld wurden alle Elispotplatten
einzeln ausgewertet. Dabei konnte kein genereller Unterschied (auler der
Spotanzahlverteilung) zwischen den Mausplatten nachgewiesen werden und
ebenso war innerhalb der Humanplatten kein Hinweis auf eine Abweichung im

Trend zu erkennen.

Zur Darstellung der in der Messanordnung 1 (spotgréfienunabhangige
Auswertung) ermittelten Mausdaten wurden vier Diagramme angefertigt:
e (R12-R1) absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen

e (R12-R4) absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen

Die in der Messanordnung 2 (spotgroRenabhangige Auswertung) erhobenen
Mausdaten wurden in acht Diagrammen zur Darstellung gebracht:
e (R12-R1) 20-100um absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen
e (R12-R1)100-300um absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen
e (R12-R4) 20-100um absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen
( )

R12-R4)100-300um absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen

Die in der Messanordnung 1 (spotgroflenunabhangige Auswertung)
gewonnenen Humandaten wurden in vier Diagrammen dargestellt:
e (R12-R1) absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen

e (R12-R4) absolut und relativ in % mit Konfidenzgrenzen

Weitere sechs Diagramme dienten zur Visualisierung der in der Messanordnung
2 (spotgroRenabhangige Auswertung) erhobenen Humandaten:
¢ (R12-R1) 20-50um, 50-100um, 100-300um
e (R12-R4) 20-50um, 50-100um, 100-300um
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Hier wurde aufgrund besonderer Umstande (siehe Ergebnisse) auf die

Relativangaben in Prozent verzichtet.

Es wurden die Mittelwerte und die Standardabweichung der Differenzen [(R12-
R1); (R12-R4)] fir Maus-und Humanspots fur die gesamte Spotanzahl und fur
einzelne Spotanzahlbereiche berechnet und miteinander verglichen. Die
Ergebnisse wurden in absoluten Zahlen und als relative Werte in Prozent

angegeben.
Die 95%-Vertrauensintervalle wurden fir den Vergleich von R12 gegen R1 sowie

von R12 gegen R4 bei Maus-und Humanspots sowohl fur die gesamte

Spotanzahl als auch fur einzelne Spotanzahlbereiche angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswertungszeiten der Bildanalysesysteme

Am System KS Elispot wurden 96 Wells einer Mikrotiterplatte mit Humanspots
drei Mal gelesen. Der Mittelwert der drei gemessenen Auswertungszeiten betrug
32 Minuten 45 Sekunden (STD 0,05). Die kurzeste Messzeit lag bei 32 Minuten
30 Sekunden, die langste betrug 32 Minuten 50 Sekunden. Fir die Messdauer
einer der 8 Reihen der 96-Well-Mikrotiterplatte, die jeweils 12 Wells enthalt,
ergab sich daraus ein durchschnittlicher Wert von 4 Minuten 9 Sekunden.

12 Wells in einer Reihe, die Spotanzahlen von 0 bis 100 pro Well aufwiesen
(Mittelwert 58 Spots pro Well), wurden im Mittel in 3 Minuten 53 Sekunden
gemessen (STD 0,03). Die kurzeste Messzeit betrug 3 Minuten 50 Sekunden,
die langste Messzeit 3 Minuten 56 Sekunden. Der Mittelwert der drei Messzeiten
fur eine Reihe von 12 Wells, die pro Well 150 bis 900 Spots enthielten (Mittelwert
460 Spots pro Well) war 4 Minuten 48 Sekunden (STD 0,09). Die kirzeste
Messzeit betrug 4 Minuten 38 Sekunden, die langste dauerte 4 Minuten 56
Sekunden (Tab.5).

Das System KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) wertete dieselben 96 Wells
einer Mikrotiterplatte in 5 Minuten 1 Sekunde aus (STD 0,06). Die kurzeste der
drei Messzeiten betrug 5 Minuten, die langste 5 Minuten 12 Sekunden. Die
Auswertungszeit einer Reihe aus 12 Wells dauerte demnach durchschnittlich 38
Sekunden.

Eine Reihe aus 12 Wells, die pro Well 0 bis 100 Spots enthielten, wertete das
System in 36 Sekunden aus (STD 0,05). Die kirzeste Messzeit war 36
Sekunden, die langste lag bei 37 Sekunden. Der Mittelwert der drei Messzeiten
fur 12 Wells mit Spotzahlen von 150 bis 900 pro Well betrug 52 Sekunden (STD
0,02). Die kurzeste Messzeit dauerte 50 Sekunden, die langste ergab 54
Sekunden (Tab. 5).

Am System KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4) ergab der Mittelwert der drei
Auswertungszeiten der 96 Wells einer Mikrotiterplatte 13 Minuten 41 Sekunden
(STD 0.03). Die kurzeste Zeit betrug 13 Minuten 38 Sekunden, die langste Zeit
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lag bei 13 Minuten 44 Sekunden. Fur eine aus 12 Wells bestehende Reihe ergab
sich eine durchschnittliche Auswertungszeit von 1 Minute 42 Sekunden.

12 Wells in einer Reihe, die Spotanzahlen von 0 bis 100 pro Well aufwiesen,
wurden in 1 Minute 32 Sekunden ausgewertet (STD 0.02). Die kurzeste Zeit war
1 Minute 30 Sekunden, die langste Auswertungszeit betrug 1 Minute 35
Sekunden. Die Auswertungszeit einer Reihe von 12 Wells, die pro Well 150 bis
900 Spots enthielten, war im Mittel 2 Minuten 6 Sekunden (STD 0.04). Die
klrzeste Messzeit lag bei 2 Minuten 2 Sekunden, die langste dauerte 2 Minuten
11 Sekunden (Tab.5).

Bildanalysesystem

Auswertungszeit

Auswertungszeit einer

Auswertungszeit einer

1.25-Zoom (R4)

von 96 Wells 12-Well-Reihe mit 12-Well-Reihe mit
0-100 Spots/ Well 150-800 Spots/ Well
KS Elispot (R12) 32 Min 45 Sec | 3 Min 53 Sec 4 Min 48 Sec
KS Elispot compact | 5 min 1S
0.65-Zoom (R1) In 1 oec 36 Sec 52 Sec
KS Elispotcompact | 43 Min 41 Sec | 1 Min 32 Sec 2 Min 6 Sec

Tab. b5: der Bei

Verwendung eines Bildes pro Well (0.65-Zoom) wertete das KS Elispot compact

Auswertungszeiten verglichenen Bildanalysesysteme.
eine komplette 96-Well-Mikrotiterplatte bis zu 6 Mal schneller aus als das KS
Elispot, bei Verwendung von 4 Bildern pro Well (1.25-Zoom) war das KS Elispot

compact im Vergleich zum KS Elispot mindestens doppelt so schnell.
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Abb. 17: Vergleich der Auswertungszeiten von 96 Wells am System KS Elispot
und KS Elispot compact (0.65-Zoom und 1.25-Zoom). Das System KS Elispot
wies die langste Auswertungszeit flr eine komplette Mikrotiterplatte auf, das
System KS Elispot compact 0.65-Zoom wertete eine Mikrotiterplatte in der

kUrzesten Zeit aus.

3.2. Variabilitat innerhalb der Messungen

Aus einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit Humanspots wurden 50 Wells mit einer
Spotanzahl von 10 bis 900 Spots pro Well zufallig ausgewahlt und drei Mal an
beiden Systemen bzw. an den drei Messanordnungen gemessen. Aus den drei
Werten pro Well wurden der Mittelwert, die Standardabweichung und die
Variabilitdt in % fur jedes Well und fur die 2 Systeme bzw. fur die 3
Messanordnungen berechnet. Aus den Einzelergebnissen wurde die Variabilitat
fur die Gesamtheit der Wells berechnet und fur die einzelnen Systeme
angegeben (Tab. 6).
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Bildanalysesystem Variabilitat innerhalb der
Messungen
KS Elispot
0,
(R12) 2.30%
KS Elispot compact 0.65-Zoom
2.68%
(R1)
KS Elispot compact 1.25-Zoom
2.73%
(R4)

Tab. 6: Variabilitat innerhalb der Messungen. Die verglichenen Systeme wiesen

niedrige Variabilitdtswerte ohne nennenswerte Unterschiede auf.

3.3. Zuverlassigkeit der Spoterkennung (Reliability)

Unter dem Begriff Zuverlassigkeit der Spoterkennung war zu prafen, wie gut die
Readersysteme die ,wahren“ Spots erkannten und in welchem Ausmal durch
Schmutz oder Artefakte entstandene Farbareale, bei denen es sich nicht um
,wahre“ Spots handelte, als so genannte falsch-positive Spots in die Messung
einbezogen wurden.

Dazu wurden 9 Wells mit einer Spotanzahl bis maximal 200 Spots pro Well
zufallig ausgewahlt. Bei einer Spotanzahl unter 200 pro Well war der Vergleich
mit dem Auge sicher durchfihrbar. Zunachst wurden am System KS Elispot von
den 9 ausgewahlten Wells Aufnahmen angefertigt und ausgedruckt (Abb. 18a).
Unter Verwendung des Ausdruckes und des Bildschirmbildes, das vergroRert
werden konnte, wurde mit dem Auge Uberprift, bei welchen Farbpunkten es sich
um ,wahre“ Spots handelte und welche keine echten Spots darstellten. Diese
Aufnahmen wurden anschlielend mit den, vom KS Elispot und vom KS Elispot
compact ausgewerteten und ausgedruckten Wellaufnahmen verglichen. Auf den
nach Auswertung angefertigten Aufnahmen waren die vom System erkannten
Spots mit einem Farbring markiert (Abb. 18b, 19b, c). Es wurde die Anzahl der
erkannten echten Spots, die Anzahl der nicht erkannten Spots, sowie die Anzahl

der falsch-positiven Spots am Ergebnis fur das System KS Elispot und fur das
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System KS Elispot compact mit den zwei Auflésungen (0.65-Zoom und 1.25-

Zoom) bestimmt.

?w‘ . !-‘- - AT &

51
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Abb. 18a Abb. 18b

Abb. 18a, b: Beispielhafte Aufnahmen eines Wells (Well 3) mit Humanspots.

Abbildung a wurde vor Auswertung, Abbildung b nach Auswertung des Wells
durch das System aufgenommen. Die vom KS Elispot erkannten Spots wurden
mit einem Farbring markiert, die daneben stehenden Zahlen geben den
Spotdurchmesser an. Das System zahlte 19 Spots, manuell wurden 20 Spots

erfasst.
Das System KS Elispot (R12) hatte insgesamt 95.5% der echten Spots

identifiziert. 0% waren falsch-positiv. 4.5% der ,wahren“ Spots wurden von

diesem Reader-System nicht erkannt (Tab. 7).
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Anzahl Ergebnis Anzahl Anzahl Anteil
KS wahrer KS der der nicht falsch-
Elispot Spots Elispot erkannt. erkannt. positiver
(R12) (R12) wahren wahren Spots am
Spots Spots Ergebnis
2 0 0
Well 1 2 2
(100%) (0%) (0%)
10 0 0
Well 2 10 10
(100%) (0%) (0%)
19 1 0
Well 3 20 19
(95%) (5%) (0%)
25 2 0
Well 4 27 25
(92,59%) (7,41%) (0%)
47 4 0
Well 5 d 47 (92,16%) (7,84%) (0%)
55 3 0
Well 6 %8 %5 94,83%) (5,17%) (0%)
89 4 0
Well 7
© 93 89 (95,7%) (4,3%) (0%)
104 5 0
Well 8 109 104 (95.41%) (4.59%) (%)
152 10 0
Well 9 162 152 (93,83%) (6.17%) (0%)
Gesamt 95,5% 4,5% 0%

Tab. 7: Anzahl der vom KS Elispot (R12) erkannten und nicht erkannten
,wahren“ Spots, sowie Anteil der falsch-positiven Spot am Ergebnis (absolut

bzw. in %). Das System KS Elispot erkannte bemerkenswerterweise keine

falsch-positiven Spots.

Fir die Ermittlung der Zuverlassigkeit des Systems KS Elispot compact (R1 und
R4) wurden die 9 Wellbilder nach Auswertung durch das System aufgenommen,
ausgedruckt und mit den am System KS Elispot erstellten Aufnahmen manuell
verglichen (Abb. 19a-c). Analog wurden die Anzahl der erkannten echten Spots,

die Anzahl der nicht erkannten Spots, sowie der Anteil der falsch-positiven Spots

an den Ergebnissen von R1 und R4 berechnet (Tab. 8, 9).
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Abb. 19a

Abb. 19b
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Abb. 19c

Abb. 19a-c: Beispielhafte Aufnahmen desselben Wells (Well 3) mit Humanspots,
erstellt am KS Elispot (Abb. 19a) und am KS Elispot compact 0.65-Zoom (Abb.
19b) bzw. 1.25-Zoom (Abb. 19c). Die vom System KS Elispot compact erkannten
Spots wurden mit einem Farbring markiert und mit der am KS Elispot erstellten
Well-Aufnahme verglichen. Die Zahlen neben der Markierung geben den
Durchmesser an. Das System KS Elispot compact 0.65-Zoom zahlte 14 ,wahre®
Spots (19b), das System KS Elispot compact 1.25-Zoom mafl3 15. Manuell
wurden in diesem Well 20 echte Spots erfasst (19a).

Das KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) erkannte 79.36% der echten Spots
korrekt. 20.64% der echten Spots wurden von diesem System nicht erkannt. Der
Anteil der falsch-positiven Spots an den Ergebnissen von R1 betrug 5.85% (Tab.
8).
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Anzahl Ergebnis Anzahl Anzahl Anteil
KS Elispot der KS der der nicht falsch-
compact wahren Elispot erkannt. erkannt. positiver
(R1) Spots compact wahren wahren Spots am
(R1) Spots Spots Ergebnis
2 0 0
Well 1 2 2
(100%) (0%) (0%)
7 3 1
Well 2 10 8
(70%) (30%) (12,5%)
14 6 1
Well 3 20 15
(70%) (30%) (6,7%)
18 9 2
Well 4 27 20
(66.7%) (33.3%) (10%)
39 12 3
Well 5 51 42
(76.47%) (23.53%) (7.14%)
46 12 3
Well 6 58 49
(79.31%) (20.69%) (6.12%)
77 16 4
Well 7 93 81
(82.79%) (17.2%) (4.9%)
92 17 3
Well 8 109 95
(84.4%) (15.6%) (3.16%)
137 25 3
Well 9 162 140
(84.57%) (15.43%) (2.14%)
Gesamt 79.36% 20.64% 5.85%

Tab. 8: Anzahl der vom KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well)
erkannten und nicht erkannten ,wahren“ Spots, sowie der Anteil der falsch-
positiven Spots am Gesamtergebnis R1 (absolut bzw. in %). Auffallig ist der bei

diesem System hochste Anteil an falsch-positiven Spots.

Die Auswertung der am KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4) aufgenommenen
Well-Bilder ergab, dass dieses System 84.29% der ,wahren® Spots richtig erfasst
hatte. 15.71% der ,wahren® Spots wurden nicht erkannt. Der Anteil der falsch-

positiven Spots an den Ergebnissen von R4 betrug 3.69% (Tab. 9).
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Anzahl Ergebnis Anzahl Anzahl Anteil
) der KS der der nicht falsch-
KS Elispot
Wahren Elispot erkannt. erkannt. positiver
compact
(R4) Spots compact wahren wahren Spots
(R4) Spots Spots am
Ergebnis
2 0 0
Well 1 2 2
(100%) (0%) (0%)
8 2 0
Well 2 10 8
(80%) (20%) (0%)
15 5 1
Well 3 20 16
(75%) (25%) (6,25%)
20 7 1
Well 4 27 21
(74.07%) (25.93%) (4,76%)
40 11 4
Well 5 51 44
(78.43%) (21.57%) (9,09%)
50 8 2
Well 6 58 52
(86.21%) (13.79%) (3.85%)
82 11 3
Well 7 93 85
(88.17%) (11.83%) (3.53%)
94 15 5
Well 8 109 99
(86.24%) (13.76%) (5.05%)
146 16 1
Well 9 162 147
(90.12%) (9.88%) (0.6%)
Gesamt 84.29% 15.71% 3.69%

Tab. 9: Anzahl der vom KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well)
erkannten und nicht erkannten ,wahren“ Spots, sowie Anteil der falsch-positiven

Spots am Gesamtergebnis R4 (absolut bzw. in %).

Die zur Beurteilung der Zuverlassigkeit der Spoterkennung fir beide Reader-
Systeme bzw. fur die 3 Messanordnungen ermittelten Ergebnisse wurden in
Tabelle 10 zusammengefasst. Der Anteil der erkannten echten Spots lag beim
KS Elispot hoher als beim KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) und 1.25-Zoom
(R4). Am niedrigsten war die Anzahl der erkannten echten Spots beim KS
Elispot compact 0.65-Zoom (R1). Das KS Elispot wies als einziges System keine
falsch-positiven Spots am Ergebnis auf, wahrend das KS Elispot compact 0.65-

Zoom (R1) den hdochsten Anteil an falsch-positiven Spots zeigte (Abb. 20).
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KS Elispot KS Elispot KS Elispot
(R12) compact compact
0.65-Zoom 1.25-Zoom
(R1) (R4)
Anzahl der.erkanntenl woahren Spots 95.5% 79.36% 84.29%
in 9 Wells in %
Anzahl der nicht erkannten wahren o o o
Spots in 9 Wells in % 4.5% 20.64% 15.71%
Anzahl der falsch-positiven Spots o o o
in 9 Wells in % 0% 5.85% 3.69%

Tab. 10: Vergleich der Ergebnisse der Bildanalysesysteme KS Elispot, KS
Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) und KS Elispot compact 1.25-
Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) bezlglich der Zuverlassigkeit der Spoterkennung.

120% -
R12 R1 R4

100% | p—
60% -
40% -

20% ~

0% -

O Anteil falschpositiver Spots am Ergebnis
@ Anteil der nicht erkannten wahren Spots

O Anteil der erkannten wahren Spots

Abb. 20: Der Anteil der erkannten ,wahren” Spots lag beim KS Elispot (R12) mit
95.5% am hochsten, beim KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) war er mit
79.36% am niedrigsten, das KS Elispot 1.25-Zoom (R4) erkannte 84.29% der
,wahren“ Spots. Das KS Elispot wies im Gegensatz zum KS Elispot compact
0.65-Zoom (5.85%) und zum KS Elispot compact 1.25-Zoom (3.69%) keine

falsch-positiven Spots am Ergebnis auf.
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3.4. Spotgr6Renverteilung

Die Spotanzahl pro Well erstreckte sich bei den Maus-IFN-y-Spots von 0 bis
283. 70% der Mausspots lagen im GréRenbereich 20-100um, 30% fielen in den
GrolRenbereich 100-300um.

Bei den Human-IFN-y-Spots enthielten die Wells 0 bis 906 Spots pro Well. Von
den Humanspots verteilten sich 76.3% auf den Bereich 20-50um, 21.4% auf den
Bereich 50-100um und 2.28% auf den Bereich 100-300um.

Die einzelnen relativen Grolenanteile der Human-und Mausspots wurden in
einem Scatterplot gegen die Gesamtspotanzahl aufgetragen. Nach Einzeichnung
einer Regressionslinie in die einzelnen Diagramme, ergab sich in allen Fallen
eine Gerade, die fast parallel zur x-Achse, der Spotanzahlachse, verlief. Das
Resultat berechtigte zur Annahme, dass die relativen Anteile der drei
SpotgrofRenkategorien bei Humanspots, sowie die relativen Anteile der zwei

SpotgroReneinteilungen bei Mausspots, unabhangig von der Spotanzahl waren.

3.5. Ergebnisse der Auswertung von Mausspots

3.5.1. Mittelwerte der Differenzen fur Mausspots

Die Mittelwerte (MW) aller Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) wurden flr die
gesamte Spotanzahl sowie flir einzelne, kleinere Spotanzahlintervalle berechnet.
Sie wurden in absoluten Zahlen und als relative Werte in Prozent mit
Standardabweichung (STD) angegeben. Eine Differenz (R12-R1) bzw. (R12-R4),
die grofer als null war bedeutete, dass die von R12 gemessene Spotanzahl Gber

der von R1 bzw. R4 lag.
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Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); absolut absolut

Mw(R12;R4)]

n gesamt 3.62 18.22 1.54 6.76

[0-100] -0.17 5.28 1.14 3.27

[0-50] -1.10 3.04 0.87 210

[50-100] 12.31 10.87 4.47 8.92
44.57 41.42

[100-200] 3.58 18.00
33.57* 19.08*

Tab. 11: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit
Standardabweichung (STD) in absoluten Zahlen bei Mausspots.

*ohne zwei Ausreil’erwerte

Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); relativ relativ

Mw(R12;R4)]

n>3 -4.14% 0.3546 10.29% 0.2176

[3-100] -10.61% 0.3314 11.88% 0.2328

[3-50] -15.13% 0.3340 12.82% 0.2453

[50-100] 16.23% 0.1277 6.14% 0.1212
30.76% 0.2585

[100-200] 2.65% 0.1152
24.14%* 0.1373*

Tab. 12: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit
Standardabweichung (STD) in relativen Zahlen bei Mausspots.

* ohne zwei AusreilRerwerte
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Der Mittelwert (MW) aller Differenzen (R12-R1) [absolut bzw. in %] betrug [3.62
bzw. -4.14%], der Mittelwert aller Differenzen (R12-R4) hatte den Wert [1.54
bzw. 10.29%] (Tab. 11, 12). Bei der Bestimmung der Differenzmittelwerte in
relativen Zahlen wurden Wells mit einer Spotanzahl von drei oder mehr Spots
pro Well in die Auswertung einbezogen, da die prozentuale Auftragung bei
kleineren Spotzahlen zu groRen Ausschlagen und damit zur Verzerrung des
Gesamtergebnisses gefuhrt hatte.

Die Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) wurden auch fur
einzelne, engere Spotanzahlintervalle angegeben, um so Unterschiede der
Messwerte abhangig von der Spotanzahl zu erkennen.

Im Intervall [0-100] war der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) mit [-0.17 bzw. -
10.61%] kleiner als der Mittelwert aller Differenzen (R12-R4) mit [1.14 bzw.
11.88%] und wies negative Werte auf. Der negative Differenzmittelwert (R12-R1)
bedeutete, dass R12 in diesem Intervall Uberwiegend weniger Spots als R1
gemessen hatte, der positive Differenzmittelwert (R12-R4) sagte aus, dass R12
mehrheitlich mehr Spots als R4 erkannt hatte. Die weitere Unterteilung dieses
Intervalls in die Bereiche [0-50] und [50-100] Spots pro Well zeigte, dass der
negative Mittelwert der Differenzen (R12-R1) im Intervall [0-100] hauptsachlich
auf den Differenzmittelwert (R12-R1) im  Spotanzahlbereich  [0-50]
zurlckzufuhren war, dieser betrug [-1.10 bzw. —15.13%], der Differenzmittelwert
(R12-R4) war [0.87 bzw. 12.82%]. Im nachst hoheren Intervall [50-100] wiesen
sowohl der Differenzmittelwert (R12-R1) [12.31 bzw. 16.23%] als auch der
Differenzmittelwert (R12-R4) [4.47 bzw. 6.14%)] positive Werte auf, R12 zahlte
folglich Uberwiegend mehr Spots als R1 und als R4. Der Mittelwert der
Differenzen (R12-R1) war dabei mehr als doppelt so grof® wie der Mittelwert der
Differenzen (R12-R4) (Tab. 11, 12). R1 mal} demnach weniger Spots als R4.

Die groten Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Differenzen (R12-R1)
und (R12-R4) wurden bei Spotanzahlen uber 100 pro Well gesehen. Im Intervall
[100-200] lag der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) mit [33.57 bzw. 24.14%]
klar Uber dem Mittelwert aller Differenzen (R12-R4), der [3.58 bzw. 2.65%)]
betrug. R12 zahlte folglich Uberwiegend mehr Spots als R1 und als R4. R1

erkannte weniger Spots als R4.
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3.5.2. Bland-Altman-Plots fir Mausspots in absoluten Zahlen

In den Bland-Altman-Plots wurden auf der Abszisse die Mittelwerte der von
beiden Systemen pro Well gezahlten Spotanzahl aufgetragen. Auf der Ordinate
wurden die absoluten Differenzen zwischen der von beiden Systemen ermittelten
Anzahl der Spots aufgezeichnet (Abb. 21, 22). Jeder Punkt im Diagramm
reprasentierte somit ein durch beide Systeme ausgewertetes Well. Beim
Vergleich R12 gegen R1 bzw. R12 gegen R4 bedeutete demnach ein oberhalb
der x-Achse liegender Wert, dass R12 in diesem Well mehr Spots als R1 bzw.
R4 gezahlt hatte. Entsprechend druckte ein unterhalb der x-Achse gelegener
Punkt aus, dass R12 in diesem Well weniger Spots als R1 bzw. R4 gezahlt
hatte. Je groRer die Werte waren, desto grolier war der Unterschied zwischen
der von R12 und R1 bzw. R4 gemessenen Spotanzahl. Ein exakt auf der
Abszisse liegender Wert bedeutete, dass die von beiden Systemen ermittelten

Ergebnisse Ubereinstimmten.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei

Mausspots
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Mittelwert der gemessenen Spotanzahl [(R12+R1)/2]

Abb. 21: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fir den Vergleich KS Elispot
(R12, 12 Bilder pro Well) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro
Well) bei Mausspots. Die meisten Differenzen (R12-R1), im Diagramm als
Rauten dargestellt, waren positiv. R12 zahlte demnach Uberwiegend mehr Spots
als R1.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei

Mausspots
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Abb. 22: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12, 12 Bilder pro Well) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro
Well) bei Mausspots. Die Mehrzahl der Differenzen (R12-R4), im Diagramm als
Rauten dargestellt, hatte positive Werte. R12 zahlte demnach Uberwiegend mehr
Spots als R4.

Bei der Beurteilung der Bland-Altman-Plots, die den Vergleich von R12 mit R1
und R12 mit R4 graphisch abbildeten, waren der Spotanzahlbereich [0-100] und

die daruber liegenden Bereiche zu unterscheiden.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact (R1, R4) bei
Mausspots
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Differenz der gemessenen Spotanzahl
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Mittelwert der gemessenen Spotanzahl [(R12+R1)/2 bzw. (R12+R4)/2]

Abb. 23: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fir den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) (veranschaulich als Rauten ¢),
sowie fur KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4)
(veranschaulicht als Quadrate o) bei Mausspots. Auffallig sind die Unterschiede

zwischen R1 und R4 bei Spotzahlen tber 100 pro Well.

Die Bland-Altman-Plots zeigten fur den Vergleich R12 mit R1 und R12 mit R4 bei
einer Spotanzahl unter 100 weitgehend einen ahnlichen graphischen Verlauf,
wahrend sie bei Spotanzahlen uber 100 pro Well starker differierten (Abb. 23).

Im Intervall [0-100] Spots pro Well waren Unterschiede zum einen im
Spotanzahlbereich [0-50] nachzuweisen: in diesem Abschnitt divergierten (R12-
R1) und (R12-R4) in ihren Anteilen an negativen Differenzen. Eine negative
Differenz bedeutete, dass R12 weniger Spots als R1 bzw. als R4 zahlte. (R12-
R1) wies eine ca. dreifach hohere Anzahl an negativen Differenzwerten als (R12-
R4) auf: bei (R12-R1) lagen im Spotbereich [0-50] insgesamt 257 Differenzen im
Intervall [-14; 14]. 161 der Differenzen und damit 62.3% waren kleiner als 0. 96
Differenzen lagen im positiven Wertebereich. Demnach mafl® R12 in diesem
Bereich Uberwiegend weniger Spots als R1. Im Gegensatz zu den Differenzen
(R12-R1) waren die meisten der 207 Differenzwerte (R12-R4) positiv. 164 der
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Differenzen waren gréRer oder gleich null, 43 und damit 20.7% hatten einen
negativen Wert. Damit zahlte R12 in diesem Bereich meist mehr Spots als R4.
Die Differenzen (R12-R4) verteilten sich im Intervall [-8; 8].

Zum anderen waren im Spotanzahlbereich [50-100] Unterschiede zwischen
(R12-R1) und (R12-R4) festzustellen: die 19 Differenzen (R12-R1), die sich im
Intervall [-3; 41] befanden, waren in 17 Fallen positiv, zwei von ihnen hatten
negative Werte. Damit zahlte R12 fast immer mehr Spots als R1. Bei (R12-R4)
zahlte man im entsprechenden Bereich 17 Differenzen im Intervall [-14; 23]. 14
der Differenzwerte lagen oberhalb der x-Achse, 3 waren negativ und
dementsprechend unterhalb der x-Achse zu finden. R12 zahlte somit fast immer
mehr Spots als R4. Die positiven Differenzwerte bei (R12-R1) waren hoher als
die Werte bei (R12-R4). Damit zahlte R1 weniger Spots pro Well als R4. Bei
(R12-R4) betrug die Maximaldifferenz im Positivbereich 23. 11 der 14 positiven
Differenzwerte (R12-R4), und damit 79%, waren kleiner als 10. Die Differenzen
(R12-R1) erreichten im Positivbereich den Maximalwert 41. Dieser betrug damit
fast das Doppelte des Maximalwertes (R12-R4). 4 der 17 positiven Differenzen
(R12-R1), damit 23.5%, wiesen Werte unter 10 auf, die restlichen kamen

daruber zu liegen.

Bei Spotanzahlen Uber 100 pro Well wichen (R12-R1) und (R12-R4) deutlicher in
der graphischen Darstellung voneinander ab (Abb. 23).

Bei Spotzahlen Uber 100 pro Well konnten 23 Differenzen (R12-R1) im Intervall
[-11; 179] nachgewiesen werden. Einer der 23 Werte war negativ. Von den 24
Differenzen (R12-R4) waren 9 negativ, sie lagen im Intervall [-55; 43]. Die Anzahl
der positiven Differenzwerte Uberwog, R12 zahlte demnach Uberwiegend mehr
Spots als R1 und als R4. Die Differenzwerte (R12-R1) erreichten im
Spotanzahlbereich [100-200] hohere Werte im positiven Zahlenbereich als die
Differenzen (R12-R4). R1 mal® damit weniger Spots pro Well als R4. Wahrend
bei einer Spotanzahl unter 100 die Differenzen (R12-R1) maximal den Wert 41
zeigten, stiegen die Differenzwerte (R12-R1) im Bereich [100-200] Spots pro
Well auf Maximalwerte von bis zu 179 an. Insgesamt hatte die Halfte der
Differenzen (R12-R1) Werte von 50 bis 179 (unter Vernachlassigung der zwei
Ausreilerwerte 141 und 179, Werte von 50 bis 70). Die Ubrigen lagen bis auf
den Wert [-11] im Wertebereich [0-50]. Bei (R12-R4) waren hingegen alle
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Differenzwerte kleiner als 50 und zeigten den bei (R12-R1) beschriebenen
ausgepragten Anstieg der Werte im Positivbereich gegentuber dem darunter

liegenden Spotanzahlbereich nicht.

3.5.3. Bland-Altman-Plots fur Mausspots in relativen Zahlen

Die Messdaten aus dem Vergleich R12 gegen R1 und R12 gegen R4 wurden
mittels Bland-Altman-Plots auch in relativen Zahlen graphisch veranschaulicht
(Abb. 24, 25). Auf der Abszisse wurden analog zum Vorgehen bei den absoluten
Zahlen die Mittelwerte der von beiden Systemen pro Well gezahlten Spotanzahl
aufgetragen. Auf der Ordinate wurden die Differenzen zwischen der von beiden
Systemen ermittelten Anzahl der Spots in Prozent aufgetragen. Sind, wie im
vorliegenden Fall, die Differenzen nicht unabhangig von den Werten auf der x-
Achse, so dass die Mittelwerte und die Standardabweichung der Differenzen mit
zunehmenden x-Werten ansteigen, konnen die 95%-Konfidenzgrenzen bei
Darstellung der Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen nicht als parallel zur
Abszisse verlaufende Geraden eingetragen werden. Bei prozentualer
Werteauftragung der Ordinate wird jedoch die bestehende Abhangigkeit der
Differenzen von der Spotanzahl aufgehoben und die Einzeichnung der
Konfidenzgrenzen parallel zur Abszisse ermoglicht. (Vgl. 2 .4. 2).

Das 95%-Konfidenzintervall gibt den Bereich an, in dem 95% aller
Differenzwerte zu erwarten sind. Die Bestimmung der 95%-Konfidenzgrenzen
erfolgte sowohl fur die gesamte Spotanzahl, als auch fur einzelne, eng gefasste
Spotanzahlbereiche.

Die Bland-Altman-Plots in relativen Zahlen dienten weiterhin zur Visualisierung
der Richtigkeit und Genauigkeit. Zur Veranschaulichung der Richtigkeit, als Maf}
fur die Abweichung zwischen dem Mittelwert einzelner Messergebnisse und dem
wahren Wert der Messgrolie, wurde der Mittelwert der Differenzen als Parallele
zur x-Achse eingezeichnet. Die 95%-Konfidenzintervalle dienten zur Beurteilung
der Genauigkeit, als Mal} dafur, wie nahe das Ergebnis am wahren Wert der

Messgrofie lag.

Das 95%-Vertrauensintervall fir den Vergleich von R12 gegen R1 hatte die

Intervallgrenzen: [-73.6%; 65.4%] (Abb. 24). Aus den Intervallgrenzen konnte
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abgeleitet werden, dass R12 bis zu 73.6% weniger und bis zu 65.7% mehr Spots

als R1 erkannte.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
Mausspots, prozentuale Darstellung

200 4

100 +

Differenz der gemessenen
Spotanzahl (R12-R1 in %

-200 -

Mittehvert der gemessenen Spotanzahl [(R12+R1)/2]

Abb. 24: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung der Ordinate fur
den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild
pro Well) bei Mausspots. Die Konfidenzgrenzen [-76.6% und 65.4%], innerhalb
deren 95% aller Differenzen erwartet werden kénnen, entsprechen den parallel
zur x-Achse verlaufenden Geraden. Sie werden aus dem Mittelwert der
Differenzen (R12-R1) (dargestellt als gestrichelte Parallele zur Abszisse) +/ -
1.96* Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R1) berechnet. Sie
dienten weiterhin zur Visualisierung der Genauigkeit, wahrend der Mittelwert der

Differenzen die Richtigkeit veranschaulichte.

Die Bestimmung der 95%-Vertrauensintervalle fur den Vergleich von R12 gegen
R4 ergab die Grenzen [-32.5%; 52.9%] (Abb. 25). R12 erkannte demnach bis zu
32.5% weniger und maximal 52.9% mehr Spots als R4.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Mausspots, prozentuale Darstellung
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Abb. 25: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung der Ordinate fur
den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (4 Bilder
pro Well) bei Mausspots. Die Konfidenzgrenzen [-32.5% und 52.9%], innerhalb
deren 95% aller Differenzen erwartet werden kénnen, sind als parallel zur x-
Achse verlaufende Geraden dargestellt. Sie ergeben sich aus dem Mittelwert der
Differenzen (R12-R4) (entspricht der gestrichelten Parallelen zur Abszisse) +/ -
1.96* Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R4). Sie dienten
weiterhin zur Visualisierung der Genauigkeit, wahrend der Mittelwert der

Differenzen die Richtigkeit veranschaulichte.

Beim Vergleich der 95%-Intervallgrenzen (R12-R1) [-73.6%; 64.5%] und (R12-
R4) [-32.5%; 52.9%] lag die obere Intervallgrenze (R12-R1) 11.6% uber der
Intervallgrenze (R12-R4). Bezlglich der unteren Konfidenzgrenzen konnten
grolere Unterschiede in den Werten beobachtet werden, die untere Grenze
(R12-R1) betrug mehr als das Doppelte des (R12-R4) Wertes. Das 95%-
Konfidenzintervall (R12-R4) fasste demnach einen deutlich engeren Bereich als
das Intervall (R12-R1) ein, die Abweichungen zwischen R12 und R1 waren

groler als die zwischen R12 und R4.
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Die 95%-Konfidenzgrenzen (R12-R1) und (R12-R4) wurden flr einzelne,
kleinere Spotanzahlbereiche bestimmt (Tab. 13). Dies erlaubte prazisere

Aussagen fur konkrete Spotanzahlen zu treffen.

Spotanzahl 95%-Konfidenzintervalle 95%-Konfidenzintervalle
(R12-R1) (R12-R4)
gesamt [-73.6%; 65.4%] [-32.5%; 52.9%]
[3- 50] [-80.6%; 50.35%] [-35.27%; 60.91%]
[50-100] [-8.81%; 41.28%] [-17.61%; 29.9%]
[100-200] [-3.33%; 51.62%] [-19.9%; 25.23%]

Tab. 13: Ubersicht der 95%-Konfidenzintervalle (in %) fir den Vergleich KS
Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) und 1.25-Zoom (R4)
bei Mausspots. Innerhalb dieser Konfidenzgrenzen sind 95% aller Differenzen
(R12-R1) bzw. (R12-R4) zu erwarten.

Im Spotanzahlbereich [3-50] lag die obere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls
(R12-R4) mit [60.91%] 10.6% Uber der oberen Grenze des (R12-R1)-Intervalls,
die [50.35%)] betrug. Bezlglich der unteren Konfidenzgrenze konnte in diesem
Spotintervall die grofdte Abweichung aller 95%-Vertrauensintervalle gesehen
werden: die untere Grenze des (R12-R1)-Intervalls zeigte mit [-80.6%] einen
mehr als doppelt so hohen Wert wie die des (R12-R4)-Konfidenzintervalls mit [-
35.27%)] (Tab. 13). Bei Betrachtung des nachst hdheren Spotanzahlbereiches
[50-100] konnte fur die obere Grenze des (R12-R4)-95%-Konfidenzintervalls
[29.9%] ein um 11.4% niedrigerer Wert als fur die obere Grenze des (R12-R1)-
Intervalls [41.28%] nachgewiesen werden. Die untere Grenze des (R12-R4)-
Vertrauensintervalls [-17.61%] differierte um 8.8% von der unteren Grenze des
fur (R12-R1) bestimmten 95%-Konfidenzintervalls [-8.81%] (Tab. 13).

Im Spotanzahlbereich [100-200] wiesen die oberen Grenzen der 95%-
Konfidenzintervalle (R12-R4) und (R12-R1) die grofiten Unterschiede aller

Intervalle auf: die obere Grenze des (R12-R1)-Intervalls [51.62%] hatte im
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Vergleich zur oberen Grenze des (R12-R4)-Intervalls [25.23%] einen beinahe
zweifach so hohen Wert. Zwischen den unteren Grenzen der 95%-
Konfidenzintervalle (R12-R4) [-19.9%] und (R12-R1) [-3.33%] war eine Differenz

von 16.6% nachzuweisen (Tab. 13).

3.6. Ergebnisse der Auswertung von Mausspots in Abhéangigkeit
von der Spotgrolie

Beim Vergleich der Systeme KS Elispot und KS Elispot compact wurden in der
Messanordnung 1 Spots aller Durchmesser in die Messungen einbezogen und
verschiedene Spotanzahlbereiche untersucht.

Das Ziel der Messanordnung 2 war, die Ergebnisse der Systeme abhangig von
der GrolRe der Spots zu vergleichen und so zu prifen, ob und wie die Spotgrolie
die Ergebnisse beeinflusste. Fur Mausspots wurden die zwei
Durchmesserkategorien [20-100um] und [100-300um] gewahit.

3.6.1. Mittelwerte der Differenzen fir Mausspots mit
Spotdurchmesser [20-100um]

Die Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1)20-100um) Sowie (R12-R4)120-100umj
wurden fir die gesamte Spotanzahl, sowie flr einzelne kleinere
Spotanzahlbereiche berechnet. Die Ergebnisse wurden als absolute und relative
Werte jeweils mit Standardabweichung (STD) dargestellt.

Fir die gesamte Spotanzahl betrug der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1)20-
100um) [6-88 und 24.73%] und lag damit GUber dem Mittelwert aller Differenzen
(R12-R4)20-100um; Mit [2.66 und 14.26%] (Tab. 14, 15). Die Werte waren positiv,
R12 zahlte damit Uberwiegend mehr Spots als R1 und als R4. R1 erkannte

weniger Spots als R4.
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Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); [20-100um] [20-100um]

Mw(R12; R4)] absolut absolut

n gesamt 6.88 18.34 2.66 8.51

[0-50] 1.66 6.47 1.53 4.39

[50-100] 49.45 21.28 9.52 15.87

[100-200] 64.29 29.93 11.38 24.31

Tab. 14: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit
Standardabweichung (STD) in absoluten Zahlen, ermittelt fir Mausspots mit

Spotdurchmessern [20-100um].

Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); [20-100um] [20-100um]

Mw(R12; R4)] relativ relativ

n>3 24.73% 0.4329 14.26% 0.3127

[3-50] 14.29% 0.4026 15.15% 0.3462

[50-100] 68.92% 0.2869 12.62% 0.2010

[100-200] 55.81% 0.2459 9.95% 0.1701

Tab. 15: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit
Standardabweichung (STD) in relativen Zahlen, ermittelt fir Mausspots mit

Spotdurchmessern [20-100um].
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In der Spotanzahlkategorie [3-50] betrug der Mittelwert aller Differenzen (R12-
R1)120-100um) [1.66 bzw. 14.29%]. Der Mittelwert aller Differenzen (R12-R4)20-100umj
hatte den Wert [1.53 bzw. 15.15%] (Tab. 14, 15). Demnach war keine
nennenswerte Abweichung zwischen den Differenzmittelwerten (R12-R1) und
(R12-R4) auszumachen. Beide Differenzmittelwerte waren positiv, folglich
erkannte R12 Uberwiegend mehr Spots als R1 und als R4. Die Unterschiede
zwischen R1 und R4 waren gering.

Bei einer Spotanzahl Uber 50 pro Well, konnten groliere Abweichungen der
Differenzmittelwerte nachgewiesen werden. Im Spotanzahlbereich [50-100] lag
der Mittelwert der Differenzen (R12-R1)p20-100ym Mit [49.45 bzw. 68.92%] etwa
funffach Uber dem Mittelwert der Differenzen (R12-R4)0-100um), der [9.52 bzw.
12.62%] betrug (Tab. 14, 15). Demnach identifizierte R12 mehrheitlich mehr
Spots als R1 und als R4, wobei R1 in diesem Bereich weniger Spots als R4
erkannte.

In der Spotanzahlkategorie [100-200] konnten die grof3ten Unterschiede in den
Differenzmittelwerten beobachtet werden: der Mittelwert der Differenzen (R12-
R1)20-100um) War mit [64.29 bzw. 55.81%] deutlich hoher als der Mittelwert der
Differenzen (R12-R4);20-100um) Mit [11.38 bzw. 9.95%] (Tab. 14, 15). Die positiven
Werte bedeuteten, dass R12 Uberwiegend mehr Spots als R1 bzw. als R4
zahlte. Der deutlich hohere positive Wert des Differenzmittelwertes (R12-R1)
drickte aus, dass R1 weniger Spots als R4 erkannte.

Beim Vergleich von R12 gegen R1 war mit zunehmender Spotanzahl pro Well
ein Anstieg der absoluten und relativen Differenzmittelwerte (R12-R1);20-100um]
festzustellen. Je hoher die Spotanzahl pro Well war, desto mehr differierten die
von R12 und R1 gemessen Werte, R1 mal} dabei weniger Spots als R12: im
Spotanzahlbereich [3-50] betrug der Differenzmittelwert (R12-R1)p0-100um; in
relativen Zahlen [14.29%]. Er stieg in der Spotanzahlkategorie [50-100] auf den
Wert [68.92%] an. Im Spotanzahlbereich [100-200] betrug er [55.81%] (Tab. 15).
Die Differenzmittelwerte (R12-R1)i20-100um) in absoluten Zahlen nahmen mit
zunehmender Spotanzahl pro Well ebenfalls immer groRere Werte an: die Werte
fur die Spotanzahlkategorien [50-100] und [100-200] lagen mit [49.45] und
[64.29] deutlich oberhalb des Differenzmittelwertes [1.66], der fur den
Spotbereich [0-50] galt (Tab. 14). Demnach zahlte R1 mit zunehmender
Spotzahl pro Well weniger Spots als R12.
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Bezuglich der Mittelwerte der Differenzen (R12-R4);20-100um) kOnnte ebenfalls eine
Zunahme der absoluten Werte mit steigender Spotanzahl beobachtet werden: in
den Spotanzahlkategorien [50-100] und [100-200] lagen die Mittelwerte der
Differenzen mit [9.52] und [11.38] oberhalb des flr den Spotbereich [3-50]
geltenden Differenzmittelwertes [1.53]. Dieser Anstieg war deutlich kleiner, als
der der Differenzmittelwerte (R12-R1);20-100um; (Tab. 14). Die Mittelwerte der
Differenzen (R12-R4)p0-1000m) in relativen Zahlen zeigten bei steigender
Spotanzahl keine Zunahme der Werte, in den Spotanzahlkategorien [50-100]
und [100-200] lagen sie mit [12.62%] und [9.95%)] geringflgig unterhalb des
Differenzmittelwertes [15.15%], der flr den Spotbereich [3-50] galt (Tab. 15).

3.6.2. Bland-Altman-Plots fur Mausspots mit Spotdurchmesser [20-
100um] in absoluten Zahlen

Die Messdaten aus dem Vergleich R12 gegen R1 und R12 gegen R4 wurden
mittels Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen graphisch dargestellt (Abb. 26,
27). In die Messungen gingen nur kleine Spots ein, deren Durchmesser im
Bereich [20-100um] lagen.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei

Mausspots mit Durchmessern [20-100um]

200 +

150 -

100 -

50 o ¢ o

0 50 100 150 200
-50 A

Differenz der gemessenen Spotanzahl
(R12-R1)

-100 -
Mittelwert der gemessenen Spotanzahl [(R12+R1)/2]

Abb. 26: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fir den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) bei Mausspots
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mit Spotdurchmessern [20-100um]. Die Differenzwerte (R12-R1), dargestellt in
Form von Rauten, waren mehrheitlich positiv, R12 zahlte Uberwiegend mehr
Spots als R1.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Mausspots mit Durchmessern [20-100pum]
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Abb. 27: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) bei
Mausspots mit Spotdurchmessern [20-100um]. Die Differenzwerte, im Diagramm
als Rauten veranschaulicht, waren mehrheitlich positiv, R12 zahlte uUberwiegend
mehr Spots als R4.

Im Spotanzahlbereich [0-50] bestanden im graphischen Verlauf von (R12-R1)
und (R12-R4) geringe Abweichungen (Abb. 26, 27). Bei (R12-R1) lagen in dieser
Kategorie 256 Differenzen im Werteintervall [-6; 40]. 150 dieser Differenzen
waren positiv, 106 besallen ein negatives Vorzeichen. Die Halfte der negativen
Differenzen hatte den Wert [-1]. Bei (R12-R4) wurden im entsprechenden
Bereich 226 Differenzen gezahlt, deren Werte sich Uber das Intervall [-9; 29]
erstrecken. 160 der 226 Differenzen lagen im positiven Zahlenbereich. 66 der
226 Differenzen hatten Werte unter 0, wobei deutlich mehr als die Halfte, 62%,

den Differenzwert [-1] aufzeigte. Ein positiver Differenzmittelwert bedeutete, dass
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R12 in diesem Well mehr Spots als R1 bzw. R4 erkannt hatte, wahrend beim
negativen Differenzwert die von R12 ermittelte Spotanzahl unter dem R1-bzw.
R4-Ergebnis lag.

Der Anteil an positiven Differenzwerten im Spotanzahlbereich [0-50] lag
demnach beim Vergleich R12 gegen R4 bei 70.8%, beim Vergleich R12 gegen
R1 betrug er 58.6%. R12 mal} somit uberwiegend mehr Spots pro Well als R1
und als R4. Die positiven Differenzen (R12-R1) wiesen etwas hohere Werte als
die Differenzen (R12-R4) auf, R4 zahlte folglich mehr Spots pro Well als R1:
84.5% der positiven Differenzen (R12-R1) hatten einen Wert unter 10, 92.5% der
positiven Differenzen (R12-R4) waren kleiner als 10, die restlichen Werte lagen

dartber.

Im nachst hoéheren Spotanzahlbereich [50-100] nahmen die Divergenzen im
Kurvenverlauf (R12-R1) und (R12-R4) zu (Abb. 26, 27): die 22 Differenzen (R12-
R1) verteilten sich in dem Werteintervall [18; 83] und hatten ausschlielich
positive Vorzeichen. Bei (R12-R4) befanden sich im entsprechenden Abschnitt
21 Differenzen im Intervall [-27; 52], davon 18 positive und 3 negative
Differenzwerte. R12 mal} demzufolge immer mehr Spots als R1 und fast in allen
Wells mehr Spots als R4. Die positiven Differenzwerte (R12-R1) lagen hoher als
die positiven Differenzwerte (R12-R4). 16 der 18 positiven Differenzwerte (R12-
R4), damit 89%, waren kleiner als 30. Bei (R12-R1) hatten 3 der 22 positiven
Differenzen, damit 13.7%, Werte unter 30, die Ubrigen 19 lagen darlber. R1

zahlte demnach weniger Spots als R4.

Im Spotanzahlbereich [100-200] wurden die deutlichsten Unterschiede in den
Kurvenverlaufen (R12-R1) und (R12-R4) beobachtet (Abb. 26, 27). Bei (R12-R1)
lagen 7 Differenzwerte im Intervall [32; 123]. Alle Differenzwerte waren positiv,
keine der Differenzen war kleiner als 30. Bei (R12-R4) wurden in diesem
Spotanzahlbereich 13 Differenzen im Intervall [-63; 42] gezahlt. Bis auf einen
Wert [-63] hatten alle Differenzen positive Vorzeichen. 11 der 12 positiven
Differenzwerte (R12-R4) waren kleiner als 30. Bei (R12-R1) war keine der
Differenzen kleiner als 30. R12 erkannte somit fast immer mehr Spots als R1

und als R4. R1 zahlte in diesem Bereich weit weniger Spots als R4.
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Die aus den graphischen Verlaufen in den Bland-Altman-Plots gewonnenen
Beobachtungen stimmten mit den beim Vergleich der Differenzmittelwerte
gewonnenen Ergebnissen (3. 2. 1) gut Uberein: bis zu einer Spotanzahl von 50
pro Well wurden in den graphischen Verlaufen (R12-R1) und (R12-R4) geringere
Unterschiede gesehen als in den Bereichen 50 bis 100 Spots und 100 bis 200
Spots pro Well.

3.6.3. Bland-Altman-Plots fur Mausspots mit Spotdurchmesser [20-
100um] in relativen Zahlen

Die Messergebnisse aus dem Vergleich R12 gegen R1 und R12 gegen R4
wurden mittels der Bland-Altman-Plots auch als relative Werte graphisch
veranschaulicht. Die 95%-Konfidenzgrenzen, innerhalb derer 95% der
Differenzen (R12-R1)p20-100um Und (R12-R4)20-100um) zu erwarten sind, wurden
berechnet (Abb. 28, 29). Die prozentuale Werteauftragung auf der Ordinate
wurde gewahlt, um die bestehende Abhangigkeit der Differenzen von der
Spotanzahl aufzuheben und die 95%-Konfidenzgrenzen parallel zur x-Achse
einzeichnen zu konnen. Bei der Darstellung der Bland-Altman-Plots in absoluten
Zahlen ware die Darstellung der Konfidenzgrenzen als parallel zur x-Achse
verlaufende Geraden aufgrund der mit der Spotanzahl ansteigenden Streuung

der Differenzen nicht mdglich gewesen.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
Mausspots mit Durchmessern [20-100um], prozentuale Darstellung
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Abb. 28: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1
Bild pro Well) bei Mausspots mit Spotdurchmessern [20-100um]. Die 95%-
Konfidenzgrenzen [-60.1% und 109.6%] sind als zur x-Achse parallel
verlaufende Geraden dargestellt. Sie ergeben sich aus dem Mittelwert der
Differenzen (R12-R1) (entspricht der gestrichelten Parallelen zur Abszisse) +/ -
1.96* Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R1).
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Mausspots mit Durchmessern [20-100um], prozentuale Darstellung
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Abb. 29: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4
Bilder pro Well) bei Mausspots mit Spotdurchmessern [20-100um]. Die 95%-
Konfidenzgrenzen [-47% und 75.6%] entsprechen den parallel zur Abszisse
verlaufenden Geraden. Sie werden aus dem Mittelwert der Differenzen (R12-R4)
(dargestellt als  gestrichelte  Parallele zur  Abszisse) +/- 1.96*
Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R4) ermittelt.

FUr den Vergleich der beiden Systeme ergab die Berechnung die folgenden
95%-Konfidenzintervalle:

(R12-R1)20-100pm : [-60.1%; 109.6%)]

(R12-R4)120-100pm] : [-47%; 75.6%].

Aus den Intervallgrenzen (R12-R1)p0-100m War zu entnehmen, dass R12
maximal 109.6% mehr Spots als R1 und bis zu 60.1% weniger Spots als R1
erkannt hatte. Analog gab das 95%-Vertrauensintervall (R12-R4);20-100um; @n,
dass R12 bis zu 75.6% mehr Spots und maximal 47% weniger Spots als R4
erkannt hatte. Die beiden Konfidenzintervalle differierten am starksten in ihren

oberen Grenzen: die Grenze des Intervalls (R12-R1)20-100um) lag mit dem Wert
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[109.6%] um 34% uber der oberen Konfidenzgrenze (R12-R4)p0-100um; Mit
[75.6%]. R1 mald demnach weniger Spots als R4.

Um genauere Aussagen fur konkrete Spotanzahlen abzuleiten, wurden die 95%-
Konfidenzgrenzen (R12-R1) und (R12-R4) flr den Spotdurchmesser [20-100um]

auch fur einzelne, engere Spotanzahlbereiche bestimmit.

Spotanzahl 95%-Konfidenzintervalle 95%-Konfidenzintervalle
(R12-R1) (R12-R4)
[20-100um] [20-100um]
gesamt [-60.1%; 109.6%] [-47.1%; 75.6%]
[3- 50] [-66.23%; 94.82%)] [-53.07%; 84.18%]
[50-100] [11.54%; 126.3%] [-27.57%; 52.81%]
[100-150] [6.64%; 104.99%)] [-4.63%; 32.78%]

Tab. 16: 95%-Konfidenzgrenzen fur den Vergleich KS Elispot (R12) und KS
Elispot compact 0.65-Zoom (R1) bzw. 1.25-Zoom (R4) bei Mausspots mit
Spotdurchmessern [20-100um]. Innerhalb dieser Intervalle sind 95% der
Differenzen (R12-R1) bzw. (R12-R4) zu erwarten. Die grofiten Unterschiede

wurden bei Spotzahlen tber 50 pro Well nachgewiesen.

Im Spotanzahlbereich [3-50] waren die geringsten Unterschiede in den 95%-
Konfidenzgrenzen fur den Vergleich von R12 gegen R1 und R12 gegen R4 zu
erkennen (Tab. 16). Die obere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls (R12-R1) [20-
100um) betrug [94.82%] und lag damit 10.6% Uber der oberen Grenze des 95%-
Konfidenzintervalls (R12-R4) [20-100um) [84.18%]. R12 zahlte demnach in diesem
Bereich bis zu 94.82% mehr Spots als R1 und bis zu 84.18% mehr Spots als R4.
Bezulglich der unteren Grenzen lag der Wert des 95%-Konfidenzintervalls (R12-
R1) 120-100um) b€i [-66.23%]. Die untere Grenze des 95%-Konfidenzintervalls (R12-
R4) 120-100um lag mit [-53.07%] um 13.2% darunter. R12 mal demnach maximal

66.23% weniger Spots als R1 und maximal 53.07% weniger Spots als R4.
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Im  Spotanzahlbereich [50-100] zeigten beide Grenzen des 95%-
Vertrauensintervalls (R12-R1);20-100pm; poOsitive Werte (Tab. 16). Folglich maf
R12 in diesem Bereich immer mehr Spots als R1. Die obere Grenze des 95%-
Konfidenzintervalls (R12-R1) [126.3%] wies mehr als den zweifachen Wert der
oberen Grenze des 95%-Konfidenzintervalls (R12-R4);20-100um) [52.81%] auf, R1
zahlte in diesem Bereich somit weniger Spots als R4. Die untere Grenze des
95%-Vertrauensintervalls (R12-R1)20-100um) lag mit [11.54%] deutlich Uber der
unteren Grenze des 95%-Vertrauensintervalls (R12-R4) 20-100um), die [-27.57%]

betrug.

Die groRten Unterschiede in den oberen Intervallgrenzen waren im
Spotanzahlbereich [100-150] zu sehen (Tab. 16). Die obere Grenze des 95%-
Konfidenzintervalls (R12-R1);20-1000m; hatte mit [104.99%] einen mehr als
dreifachen Wert der oberen Grenze des 95%-Vertrauensintervalls (R12-R4)po.-
100um), die [32.78%] betrug. Damit erkannte R1 in diesem Bereich wesentlich
weniger Spots als R4. Bezuglich der unteren Intervallgrenzen konnten so grol3e
Abweichungen nicht beobachtet werden. Die untere Grenze des 95%-
Konfidenzintervalls (R12-R1);20-1000m; 1ag bei [6.64%]. Die positive untere
Intervallgrenze bedeutete, dass R12 in diesem Bereich stets mehr Spots zahlte
als R1. Der Wert der unteren Grenze des 95%-Vertrauensintervalls (R12-R4) .-
100um) betrug [-4.63%].

3.6.4. Mittelwerte der Differenzen fur Mausspots mit
Spotdurchmesser [100-300um]

Die Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1)100-300um; Und (R12-R4)[100-300um]
wurden fur die gesamte Spotanzahl, sowie fur einzelne Spotanzahlbereiche
berechnet. Die Ergebnisse wurden als absolute und relative Werte, jeweils mit
Standardabweichung (STD), dargestellt (Tab. 17, 18).
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Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); [100-300um] [100-300um]

Mw(R12; R4)] absolut absolut

n gesamt 0.48 4.34 1.06 2.18

[0-50] 0.05 2.58 0.92 1.95

[50-100] 8.45 13.61 3.4 4.08

Tab. 17: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) in absoluten
Zahlen mit Standardabweichung (STD), ermittelt unter Einbeziehung von

Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um].

Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[Mw(R12;R1); [100-300um] [100-300um]

Mw(R12; R4)] relativ relativ

n>3 1.09% 0.2430 9.4% 0.1671

[3-50] -0.69% 0.2380 9.99% 0.1760

[50-100] 12.11% 0.2368 5.01% 0.0611

Tab. 18: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) in relativen
Zahlen mit Standardabweichung (STD), ermittelt unter Einbeziehung von

Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um].

Far die Gesamtspotanzahl lag der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1)[100-300umj

[absolut bzw. in %] mit [0.48 bzw. 1.09%] unter dem Mittelwert aller Differenzen
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(R12-R4)1100-300um) [1.06 bzw. 9.4%] (Tab. 17, 18). Die Mittelwerte waren positiv,
demnach erkannte R12 Uberwiegend mehr Spots als R1 und R4.

Im Spotanzahlbereich [0-50] wies der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1)100-
3o0um) Mit [0.05 bzw. -0.69%] einen geringeren Wert auf als der Mittelwert aller
Differenzen (R12-R4) [100-300um}, der [0.92 bzw. 9.9%] betrug.

Im Spotanzahlbereich [50-100] konnte eine starke Zunahme des Mittelwertes der
Differenzen (R12-R1)100-300um; beobachtet werden: im Vergleich zu dem Wert im
Spotanzahlbereich [0-50] [0.05 bzw. -0.69%] betrug der Mittelwert der
Differenzen (R12-R1)p100-300um; im Bereich [50-100] mit [8.45 bzw. 12.11%] mehr
als das Achtfache und lag damit deutlich héher als der entsprechende Mittelwert
der Differenzen (R12-R4)1100-300um; [3-4 bzw. 5.01%] in diesem Bereich. R12 mal}
folglich mehr Spots pro Well als R1 und als R4. R1 zahlte weniger Spots als R4.

3.6.5. Bland-Altman—Plots fur Mausspots mit Spotdurchmesser [100-
300um] in absoluten Zahlen

In den Bland-Altman-Diagrammen gruppierten sich die Differenzen (R12-R1)100-
300um] SOwie (R12-R4)p00-300um; iMm Spotanzahlbereich [0-50] relativ dicht um die
Abszisse (Abb. 30, 31). Die 197 Differenzen (R12-R1)p100-300um) €rstreckten sich
uber das Werteintervall [-5; 15], die 170 Differenzen (R12-R4)[100-300um lagen in
dem engeren Wertebereich [-4; 10]. Die Anzahl der negativen Differenzwerte
(R12-R1)1100-300um; betrug 96; damit lag fast die Halfte der Differenzen unterhalb
der x-Achse. Diese negativen Differenzen nahmen maximal den Wert [-5] an, flr
uber 60% konnte der Wert [-1] nachgewiesen werden. Bei (R12-R4)100-300um]
waren im Gegensatz dazu 36 der 170 Differenzwerte und damit 21% negativ.
Uber 70% der Werte entsprachen [-1], die restlichen hatten maximal den Wert [-
4]. Bei (R12-R1)p00-300um; fanden sich unter allen 197 Differenzen 101 mit
positivem Vorzeichen. 92% der Differenzen waren kleiner bzw. gleich [5]. Die
134 positiven Differenzen (R12-R4)p100-3000m) hatten zu 97% Werte, die kleiner

bzw. gleich [5] waren.

Im Spotanzahlbereich [50-100] zeigte der Verlauf von (R12-R1)p100-300um) durch
seine groReren Differenzwerte im Positivbereich Abweichungen vom Verlauf
(R12-R4)100-300um) (Abb. 30, 31): das Werteintervall [-2; 10], innerhalb dessen die
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10 Differenzen (R12-R4)100-300um) lagen, war enger als das Intervall [-10; 36], in
dem sich die 11 Differenzen (R12-R1)[100-300um Verteilten.

Die 8 positiven Differenzen (R12-R4)[100-300um) Wiesen als hochsten Wert [5] auf.
Bei (R12-R1)p100-300um) Waren 6 der 10 positiven Differenzen kleiner bzw. gleich

[5], die Ubrigen Werte waren in dem héheren Bereich [15-36] zu finden.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
Mausspots mit Durchmessern [100-300um]

200 +
150 -
100 -

50 -

MR

2 2K 4
~".|" ~'“' sgi‘ $ & o rs o
0 *
) 50 100
-50,

Differenz der gemessenen Spotanzahl
(R12-R1)

-100 -
Mittelwert der gemessenen Spotanzahl [(R12+R1)/2]

Abb. 30: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) bei Mausspots
mit Spotdurchmessern [100-300um]. Die Differenzwerte (R12-R1), im Diagramm

als Rauten dargestellt, waren klein und gruppierten sich dicht um die Abszisse.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Mausspots mit Durchmessern [100-300um]
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Abb. 31: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) bei
Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um]. Die Differenzwerte (R12-R4), im
Diagramm als Rauten veranschaulicht, wiesen kleine Werte auf und gruppierten
sich dicht um die Abszisse.

3.6.6. Bland-Altman-Plots fur Mausspots mit Spotdurchmesser [100-
300um] in relativen Zahlen

Die aus dem Vergleich von R12 gegen R1 und R12 gegen R4 gewonnenen
Differenzdaten wurden mittels der Bland-Altman-Plots auch in relativen Zahlen
veranschaulicht. Die Auftragung der Daten als relative Werte ermdglichte es, die
95%-Konfidenzgrenzen trotz der Unabhangigkeit der Differenzen von der

Spotanzahl als zur Abszisse parallele Geraden einzuzeichnen (Abb. 32, 33).

Die Berechnung der 95%-Konfidenzgrenzen ergab fur den Vergleich von R12

gegen R1 und fir den Vergleich von R12 gegen R4 die nachstehenden
Intervalle:

(R12-R1 )[100-300Hm]: [-46.5%; 487%]
(R12'R4)[1OO-300pm]: [-23.4%; 42.2%].
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
Mausspots mit Durchmessern [100-300um], prozentuale Darstellung
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Abb. 32: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1
Bild pro Well) bei Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um]. Die
Konfidenzgrenzen [-46.5% und 48.7%], innerhalb deren 95% aller Differenzen
erwartet werden kénnen, entsprechen den parallel zur x-Achse verlaufenden
Geraden. Sie werden aus dem Mittelwert der Differenzen (R12-R1) (dargestellt
als gestrichelte Parallele zur Abszisse) +/ - 1.96* Standardabweichung (STD) der
Differenzen (R12-R1) ermittelt.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Mausspots mit Durchmessern [100-300um], prozentuale Darstellung
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Abb. 33: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4
Bilder pro Well) bei Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um]. Die 95%-
Konfidenzgrenzen [-23.4% und 42.2%] sind als parallel zur Abszisse verlaufende
Geraden veranschaulicht. Sie ergeben sich aus dem Mittelwert der Differenzen
(R12-R4) (dargestellt als gestrichelte Parallele zur Abszisse) +/ - 1.96*
Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R4).

Innerhalb dieser Konfidenzgrenzen koénnen 95% aller Differenzen erwartet
werden. R12 hatte maximal 48.7% mehr Spots als R1 und bis zu 46.5% weniger
Spots als R1 erkannt. Analog dazu hatte R12 maximal 42.2% mehr Spots als R4
und bis zu 23.4% weniger Spots erkannt.

Die beiden 95%-Vertrauensintervalle wiesen in ihren oberen Grenzen eine
Differenz von 6.5% auf, wobei die obere Grenze des Intervalls (R12-R1)}100-300um]
[48.7%] Uber der des Intervalls (R12-R4)[100-300um) [42.2%] lag. Die untere Grenze
des Intervalls (R12-R1)[100-300um) War mit inrem Wert [-46.5%] beinahe doppelt so
hoch wie die untere Grenze des Intervalls (R12-R4)[100-300um), die [-23.4%)] betrug.
Die 95%-Konfidenzintervalle (R12-R1)j100-300ym; UNd (R12-R4)[100-300pm; Wurden

zudem flr zwei enge Spotanzahlbereiche bestimmt.
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Spotanzahl 95%-Konfidenzintervalle 95%-Konfidenzintervalle
(R12-R1) (R12-R4)
[100-300um] [100-300pum]
gesamt [-46.5%; 48.7%] [-23.4%; 42.2%]
[3- 50] [-48.29%; 46.9%] [-25.21%; 45.2%)]
[50-100] [-33.55%; 61.68%] [-7.21%; 17.24%)]

Tab. 19: 95%-Konfidenzintervalle (in %) fur den Vergleich KS Elispot (R12)
gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) bzw. gegen KS Elispot compact
1.25-Zoom (R4) bei Mausspots mit Spotdurchmessern [100-300um]. Innerhalb
dieser Intervalle sind 95% der Differenzen (R12-R1) bzw. (R12-R4) zu erwarten.

Im Spotanzahlbereich [3-50] unterschieden sich die beiden Konfidenzintervalle
geringfigig in ihren oberen Intervallgrenzen. Die obere Grenze des (R12-R1);1g0-
300um-95%-Vertrauensintervalls [46.9%] war um 1.7% hoher als die obere Grenze
des (R12-R4)[100-300umj-Vertrauensintervalls [45.2%)]. Zwischen den unteren
Grenzen der Intervalle war ein Unterschied von 23% nachzuweisen, wobei die
untere Grenze des (R12-R1)p100-300um-95%-Konfidenzintervalls den Wert [-
48.29%] aufzeigte und die untere Grenze des Intervalls (R12-R4)p00-300um; [-
25.21%] betrug.

Im Spotbereich [50-100] waren gréRere Abweichungen bezlglich der oberen und
unteren Intervallgrenzen zu sehen. Die obere Grenze des 95%-
Vertrauensintervalls (R12-R1)[100-300um) Wies mit [61.68%] einen mehr als dreifach
so hohen Wert im Vergleich zur oberen Grenze des Vertrauensintervalls (R12-
R4 )1100-300um) @uf, far die der Wert [17.24%] ermittelt wurde. Die untere Grenze
des (R12-R1)1100-300um-95%-Vertrauensintervalls lag mit dem Wert [-33.55%] um
mehr als das Vierfache Uber der unteren Grenze des Intervalls (R12-R4) [100-
300um), die [-7.21%)] betrug.
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3.6.7. Vergleich der 95%-Konfidenzgrenzen

Im folgenden wurden die, fur alle SpotgroRen ermittelten 95%-
Konfidenzintervalle den 95%-Konfidenzintervallen gegenubergestellt, die fur
Spots mit Durchmessern [20-100um] und [100-300um] berechnet wurden (Tab.
20).

Spotdurchmesser 95%-Konfidenzintervalle 95%-Konfidenzintervalle
(R12-R1) (R12-R4)
gesamt: 20-300um [-73.6%; 65.4%] [-32.5%; 52.9%]
20-100pm [-60.1%; 109.6%] [-47%; 75.6%)]
100-300pm [-46.5%; 48.7%] [-23.4%; 42.2%)

Tab. 20: Zusammenfassung der 95%-Konfidenzintervalle (in %) fur den
Vergleich KS Elispot (R12) mit KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) bzw. mit KS
Elispot compact 1.25-Zoom (R4) bei Mausspots mit verschiedenen
Spotdurchmessern. Die gréfdten Unterschiede wurden bei der Messung kleiner

Spots nachgewiesen.

Zunachst wurden die flr alle Spots geltenden Konfidenzintervalle mit den flr die

Spotdurchmesser [20-100um] bestimmten Intervallen verglichen.

Die 95%-Vertrauensintervalle fur alle SpotgroRen hatten die folgenden Grenzen:
(R12-R1): [-73.6%; 65.4%]
(R12-R4): [-32.5%; 52.9%)].

Die 95%-Vertrauensintervalle fur Spots der Durchmesser [20-100um] betrugen:
(R1 2-R1 )[20_1 00pm] - [-601 %; 1096%]
(R12'R4)[20-100pm] . [-47%; 75.6%].

Bei Gegenuberstellung der Intervalle fur alle Spotgroflen und der fur den

Spotdurchmesserbereich [20-100um] konnte folgendes festgestellt werden:
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Bei (R12-R1) zeigte die obere Grenze des fir die Spotdurchmesser [20-100um]
bestimmten 95%-Vertrauensintervalls mit [109.6%] einen um 44% hoheren Wert
als die fur alle Spotdurchmesser geltende obere Grenze [65.4%)]. Die untere
Intervallgrenze (R12-R1) bei Spotgrofien [20-100um] lag mit dem Wert [-60.1%)]
um 13.5% unter dem fur alle Spotdurchmesser ermittelten unteren Intervallwert
(R12-R1), der [-73.6%] betrug.

Bei (R12-R4) erweiterte sich das 95%-Vertrauensintervall an beiden
Intervallgrenzen, nachdem nur Spots des Durchmessers [20-100um] in die
Messung einbezogen wurden: die obere Intervallgrenze erhdhte sich von
[52.9%] um 23% auf den Wert [75.6%]. Die untere Grenze im Intervall (R12-
R4)120-100um) Verlagerte sich von [-32.5%] um 14.5% auf [-47%] weiter in den
Negativbereich.

Zusammenfassend waren die 95%-Vertrauensintervalle fur  den
Durchmesserbereich [20-100um] sowohl beim Vergleich R12 gegen R1 als auch
beim Vergleich R12 gegen R4 breiter als die fur alle Spots geltenden Intervalle.
Die grofte Zunahme war bei der oberen Grenze des Intervalls (R12-R1)20-100umj
nachzuweisen. Demnach waren die Abweichungen zwischen den Systemen bei
kleineren Spotdurchmessern gréfRer als bei Messungen von Spots aller Gréfen.
Insbesondere beim Vergleich R12 gegen R1 malR R1 bei kleinen
Spotdurchmessern weniger als R12. Zudem zahlte R1 bei kleinen

Spotdurchmessern weniger Spots als R4.

Analog zum durchgefuhrten Vergleich wurden den 95%-Vertrauensintervallen fur
alle Spotgrolen auch die fur die Spotdurchmesser [100-300um] bestimmten

95%-Vertrauensintervalle gegenubergestellt.

Die 95%-Konfidenzgrenzen fur alle Spotgrof3en betrugen:
(R12-R1): [-73.6%; 65.4%]
(R12-R4): [-32.5%; 52.9%)].

Die fur die Spotdurchmesser [100-300um] bestimmten 95%-Konfidenzgrenzen
wiesen die folgenden Werte auf:

(R12-R1)p100-300um: [-46.5%; 48.7%]

(R12-R4)p100-300umy: [-23.4%; 42.2%)].
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Die 95%-Vertrauensintervalle (R12-R1)p100-300um; SOWie (R12-R4)100-300um; liefien
einen schmaleren Bereich mit enger zusammenliegenden oberen und unteren
Intervallgrenzen erkennen als die fur alle Durchmesser bestimmten 95%-
Vertrauensintervalle.

Die obere Grenze des Intervalls (R12-R1)[100-300um; lag mit [48.7%] um 17% unter
dem Wert [65.4%] der oberen Grenze des Vertrauensintervalls (R12-R4) fur alle
Spotdurchmesser. Die untere Grenze des 95%-Vertrauensintervalls (R12-R1)100-
3o0um] [-46.5%] lag um 27% hoher als die untere Grenze des Vertrauensintervalls
(R12-R1) [-73.6%] fur alle Spotgroen.

Bezuglich der Intervallgrenzen fir den Vergleich von R12 gegen R4 fielen die
Unterschiede geringer aus. Die obere Grenze des Vertrauensintervalls (R12-
R4)1100-300um) hatte den Wert [42.2%]. Verglichen mit der oberen Grenze des fur
alle Spotdurchmesser geltenden Intervalls (R12-R4) [52.9%] lag sie 11%
darunter. Die untere Grenze des Vertrauensintervalls (R12-R4)p100-300um) betrug [-
23.4%] und damit 9% weniger als die untere Grenze des Vertrauensintervalls
(R12-R4), die bei [-32.5%] lag. Folglich differierten die Ergebnisse der beiden
Systeme bei groReren Spots weniger als bei allen Spotgrof3en, insbesondere
beim Vergleich R12 gegen R1 verkleinerten sich die Unterschiede in den
Messergebnissen.

Als weiterer Vergleich wurden die fur die zwei Spotdurchmesserkategorien [20-
100um] und [100-300um] ermittelten 95%-Vertrauensintervalle einander

gegenubergestellt.

Fir die Spotdurchmesser [20-100pm] galten die folgenden 95%-
Konfidenzgrenzen:

(R12-R1)20-100pm : [-60.1%; 109.6%)]

(R12-R4)120-100um : [-47%; 75.6%)].

Fir die Spotdurchmesser [100-300um] wurden die folgenden 95%-
Konfidenzgrenzen ermittelt:

(R12-R1)100-300um) : [-46.5%; 48.7%]

(R12-R4)p100-300um] : [-23.4%; 42.2%)].
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Die 95%-Vertrauensintervalle fir Spots des Durchmesserbereiches [20-100um]
waren breiter als die Intervalle fur Spots des Durchmesserbereiches [100-
300um]. Folglich bestanden bei kleinen Spots mit Durchmessern [20-100um]
zwischen den beiden Systemen gréfRere Unterschiede in den Messergebissen
als bei groRen Spots mit Durchmessern [100-300um].

Die oberen Grenzen der fur kleine Spotdurchmesser geltenden
Vertrauensintervalle (R12-R1)po-100um) [109.6%] und (R12-R4)20-100um) [75.6%]
lagen deutlich Uber den fur gro3e Spots geltenden oberen Intervallsgrenzen
(R12-R1)1100-300um] [48.7 %] und (R12-R4)[100-300um) [42.2%]. Der Unterschied in den
Werten betrug beim Vergleich R12 gegen R1 61%, bei Vergleich R12 gegen R4
33%.

Beim Vergleich R12 gegen R1 erkannte R12 bei kleinen Spots mit
Durchmessern [20-100pm] demnach maximal bis zu 109% mehr Spots als R1,
bei groRen Spots mit Durchmessern [100-300um] bis zu 48.7% mehr Spots als
R1. Beim Vergleich R12 gegen R4 erkannte R12 bei kleinen Spots mit
Durchmessern [20-100um] bis zu 75.6% mehr Spots, bei grolen Spots mit
Durchmessern [100-300um] bis zu 42.2% mehr Spots als R4. Somit erkannten
R1 und R4 bei kleinen Spots deutlich weniger Spots als R12.

3.7. Ergebnisse der Auswertung von Humanspots

3.7.1. Mittelwerte der Differenzen fir Humanspots

Entsprechend der Mausdatenauswertung wurden die Mittelwerte (MW) der
Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit Standardabweichung (STD) sowohl fur
die gesamte Spotanzahl als auch fur einzelne Spotanzahlbereiche bestimmt und

in absoluten Zahlen und als relative Werte angegeben (Tab. 21, 22).
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Spotanzahl n MW STD MW STD

(R12-R1) (R12-R4)

[MW(R12;R1); absolut absolut

MW(R12; R4)]

n gesamt 16.77 35.30 11.33 20.35
[0-400] 11.70 20.76 10.37 18.61
[0-200] 8.47 13.32 6.92 11.52
[200-400] 54.27 44 .53 59.54 29.30
n>400 104.55 89.57 29.33 44.22
[400-600] 61.33 75.90 20.50 51.58

Tab. 21: Mittelwerte (MW) der Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit

Standardabweichung (STD) in absoluten Zahlen fur Humanspots.

Spotanzahl n MW STD MW STD
(R12-R1) (R12-R4)

[MW(R12;R1); relativ relativ

MW(R12; R4)]

n>3 26% 0.2326 20.32% 0.2455

[3-400] 26.66% 0.2367 21.38% 0.2490

[3-200] 27.41% 0.2431 21.43% 0.2578

[200-400] 18.6% 0.1345 20.85% 0.1158

n>400 16.18% 0.1374 4.50% 0.0939

[400-600] 11.68% 0.1504 3.92% 0.1169

Tab. 22: Mittelwerte (MW) aller Differenzen (R12-R1) und (R12-R4) mit

Standardabweichung (STD) in relativen Zahlen fur Humanspots.
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Fir die gesamte Spotanzahl betrug der Mittelwert aller Differenzen (MW)
[absolut bzw. in %] fur (R12-R1) [16.77 bzw. 26 %] und war damit hoher als der
Mittelwert aller Differenzen (R12-R4) [11.33 bzw. 20.32%]. Die Mittelwerte der
Differenzen lagen im positiven Wertebereich. Es konnte somit angenommen
werden, dass der Uberwiegende Teil der Differenzen Werte tUber Null aufwies
und R12 damit mehrheitlich mehr Spots als R1 und R4 erkannt hatte. Der
Mittelwert aller Differenzen (R12-R4) war kleiner als der aller Differenzen (R12-
R1). R1 mal} weniger Spots als R4.

Bei Betrachtung der einzelnen Spotanzahlbereiche wurde flr das Intervall [O-
400] festgestellt, dass der Mittelwert der Differenzen (R12-R1) mit [11.70 bzw.
26.66%] knapp uber dem Mittelwert der Differenzen (R12-R4) mit [10.37 bzw.
21.38%] lag (Tab. 21, 22). Die positiven Mittelwerte der Differenzen zeigten,
dass R12 uberwiegend mehr Spots als R1 und R4 mall. R1 zahlte im Intervall
bis 400 Spots pro Well geringfigig weniger Spots als R4. Unterteilte man den
Bereich bis 400 Spots pro Well weiter, so waren im Intervall [0-200] die
Mittelwerte (R12-R1) mit [8.47 bzw. 27.41%] ebenfalls grof3er als die Mittelwerte
(R12-R4) mit [6.92 bzw. 21.43%]. In der Spotanzahlkategorie [200-400] lagen die
Mittelwerte (R12-R1) mit [54.27 bzw. 18.6%] unter den Mittelwerten (R12-R4) mit
[69.54 bzw. 20.85%].

Im Vergleich zu den im Spotanzahlbereich unter 400 beschriebenen
Abweichungen differierten die Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) und (R12-
R4) bei Spotzahlen Uber 400 pro Well deutlich starker. Der Mittelwert der
Differenzen (R12-R1) [104.55 bzw. 16.18%] betrug etwa das 3,5-fache des
Differenzmittelwertes (R12-R4) [29.33 bzw. 4.5%]. Bei weiterer Aufteilung des
Bereiches Uber 400 Spots pro Well in das Intervall [400-600] wurde beobachtet,
dass der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) mit [61.33 bzw. 11.68%)] etwa
dreifach hoher als der Mittelwert der Differenzen (R12-R4) mit [20.50 bzw.
3.92%] war. R1 zahlte demnach bei Spotzahlen Uber 400 pro Well deutlich
weniger Spots als R4. R12 mal Uberwiegend mehr Spots als R1 und als R4.

Die Tatsache, dass der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) Gber dem Mittelwert
aller Differenzen (R12-R4) lag, konnte vorrangig auf diesen Anstieg der
Differenzmittelwerte (R12-R1) bei Spotzahlen Uber 400 zuruckgefuhrt werden,

der bei den Differenzmittelwerten (R12-R4) nicht zu beobachten war.
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3.7.2. Bland-Altman-Plots fir Humanspots in absoluten Zahlen

In den Bland-Altman-Plots wurden auf der Abszisse die Mittelwerte der von
beiden Systemen pro Well gezahlten Spotanzahl aufgetragen. Auf der Ordinate
wurden die absoluten Differenzen zwischen der von beiden Systemen ermittelten
Anzahl der Spots aufgezeichnet (Abb. 34, 35).

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
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Abb. 34: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot

(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1,

1 Bild pro Well) bei

Humanspots. Die meisten Differenzen (R12-R1), im Diagramm als Rauten

veranschaulicht, waren positiv. R12 zahlte Uberwiegend mehr Spots als R1.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei

Humanspots
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Abb. 35: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) bei
Humanspots. Die Differenzwerte (R12-R4), im Diagramm als Rauten dargestellt,

waren mehrheitlich positiv, R12 zahlte iberwiegend mehr Spots als R4.

Bei Gegenuberstellung der in den Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen
aufgezeichneten Diagrammverlaufe, wiesen die Systemvergleiche R12 gegen
R1 und R12 gegen R4 in den Spotanzahlbereichen [0-200] bzw. [200-400] einen
ahnlichen graphischen Verlauf auf, wahrend sie bei Spotzahlen Uber 400
deutlich voneinander abwichen (Abb. 36).
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact (R1, R4) bei
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Abb. 36: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12, 12 Bilder pro Well) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro
Well) (veranschaulich als Rauten ¢) sowie fur KS Elispot (R12) gegen KS Elispot
compact 1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) (veranschaulicht als Quadrate o) bei
Humanspots. Die grof3ten Unterschiede zwischen R1 und R4 wurden bei
Spotzahlen Uber 400 Spots pro Well gesehen. Die meisten Differenzen waren
positiv, R12 zahlte Gberwiegend mehr Spots als R1 und R4.

Im Spotanzahlbereich [0-200] befanden sich bei (R12-R1) 145 Differenzwerte,
die im Werteintervall [-7; 69] lagen. In den Bland-Altman-Plots entsprachen diese
Differenzwerte den um die x-Achse verteilten Datenpunkten. 134 dieser
Differenzen waren groRer bzw. gleich 0. 91% der positiven Differenzen wiesen
Werte unter 30 auf. 11 der Differenzen waren negativ. Ein positiver Differenzwert
bedeutete, dass R12 in diesem Well mehr Spots als R1 gezahlt hatte. Demnach
erkannte R12 meist mehr Spots als R1. Bei (R12-R4) waren im Spotbereich [0-
200] 157 Differenzwerte zu zahlen. Sie erstreckten sich Uber das Werteintervall
[-6; 54]. 120 der Differenzen lagen im Positivbereich. 92.5% der positiven
Differenzwerte hatten einen Wert unter 30. 37 der Differenzen waren negativ.

Folglich mall R12 Gberwiegend mehr Spots als R4.
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In der Kategorie [200-400] Spots pro Well wurden bei (R12-R1) 10
Differenzwerte im Intervall [22; 119] nachgewiesen. Bei (R12-R4) fanden sich 11
Differenzen im Intervall [24; 104]. Alle Differenzwerte waren positiv. Damit zahlte

R12 immer mehr Spots pro Well als R1 und als R4.

Bei Spotzahlen uUber 400 Spots pro Well begannen die Kurvenverlaufe zu
divergieren: die auf der Ordinate aufgezeichneten Differenzwerte (R12-R1)
stiegen im Positivbereich stark an und erreichten Werte, die deutlich Uber den
Differenzwerten (R12-R4) lagen. Die Werte der Differenzen (R12-R4) zeigten
diese Zunahme nicht: bei (R12-R1) wurden 9 Differenzen im Intervall [-30; 224]
gezahlt. 7 der 9 Differenzen wiesen positive Werte auf. Bei (R12-R4) lagen 11
Differenzen im Intervall [-46; 93]. 7 von ihnen waren positiv. Alle positiven
Differenzwerte (R12-R4) waren kleiner als 100. Von den positiven Differenzen
(R12-R1) lag eine unter 100, die Ubrigen 6 verteilten sich im Wertebereich 128
bis 224. R12 zahlte damit mehrheitlich mehr Spots als R1 und als R4. R1 zahlte
bei Spotzahlen uber 400 weniger Spots als R4.

3.7.3. Bland-Altman-Plots fur Humanspots in relativen Zahlen

Neben den Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen wurden die Ergebnisse der
Humanspotauswertung an beiden Systemen auch in relativen Zahlen mittels
Bland-Altman-Plots zur Darstellung gebracht. Diese Veranschaulichung der
Ergebnisse machte es moglich die Grenzen der 95%-Vertrauensintervalle zu
bestimmen und als zur x-Achse parallel verlaufende Geraden einzuzeichnen.
Aufgrund der Unabhangigkeit der Differenzen von der Spotanzahl ware eine
Auftragung der 95%-Konfidenzgrenzen parallel zur Abszisse bei Bland-Altman-

Plots in absoluten Zahlen nicht moglich gewesen.

Die Berechnung der Konfidenzintervalle flir die gesamte Spotanzahl ergab fur
den Vergleich R12 gegen R1 das Intervall [-19.2 %; 71.4 %], innerhalb dessen
95% der Differenzen erwartet werden konnten (Abb.40). Fur den Vergleich R12
gegen R4 wurde das 95%-Konfidenzintervall [-27.3 %; 68.4 %] ermittelt (Abb.
41).
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Die Grenzen der 95%-Vertrauensintervalle (R12-R1) [-19.2 %; 71.4 %] und
(R12-R4) [-27.3 %; 68.4 %] schlossen einen ahnlich weiten Bereich ein. Die
obere Grenze des Intervalls (R12-R1) lag um 3% hdher als die obere Grenze
des Intervalls (R12-R4). Bei den unteren Intervallgrenzen wurde fur die Grenze
(R12-R4) ein um 8% uber der unteren Grenze des Intervalls (R12-R1) liegender
Wert ermittelt.

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei

Humanspots, prozentuale Darstellung
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Abb. 40: Bland-Altman Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1
Bild pro Well) bei Humanspots. Die 95%-Konfidenzgrenzen [-19.2% und 71.4%],
innerhalb deren 95% aller Differenzen erwartet werden kdnnen, sind als parallel
zur Abszisse verlaufende Geraden dargestellt. Sie ergeben sich aus dem
Mittelwert der Differenzen (R12-R1) (entspricht der gestrichelten Parallelen zur
Abszisse) +/ - 1.96* Standardabweichung (STD) der Differenzen (R12-R1). Sie
dienten weiterhin zur Visualisierung der Genauigkeit, wahrend der Mittelwert der

Differenzen die Richtigkeit veranschaulichte.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 1.25 (R4) bei
Humanspots, prozentuale Darstellung
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Abb. 41: Bland-Altman-Plot mit prozentualer Werteauftragung auf der Ordinate
fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4
Bilder pro Well) bei Humanspots. Die 95%-Konfidenzgrenzen [-27.3% und
68.4%] sind als zur Abszisse parallel verlaufende Geraden eingezeichnet. Sie
ergeben sich aus dem Mittelwert der Differenzen (R12-R4) (entspricht der
gestrichelten Parallelen zur Abszisse) +/ - 1.96* Standardabweichung (STD) der
Differenzen (R12-R4).

Die 95%-Konfidenzintervalle wurden dartUber hinaus fir einzelne, eng gefasste
Spotanzahlbereiche bestimmt, um so auch Informationen flr Kkonkrete

Spotanzahlen zu erhalten.
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Spotanzahl 95%-Konfidenzintervalle 95%-Konfidenzintervalle
(R12-R1) (R12-R4)

gesamt [-19.2%; 71.4%] [-27.3%; 68.4%]
3-50 [-26.44%; 83.24%] [-38.48%; 77.44%]

50-100 [-1.97%; 45.43%)] [6.13%; 54.94%]

100-200 [7.09%; 50.27%] [4.37%; 42.61%)]

200-400 [-8.3%; 45.5%] [-2.31%; 44.01%]

400-600 [-18.41%; 41.77%] [-19.46%; 27.3%]

600-900 [19.84%; 30.51%] [0.68%; 10.64%)]

Tab. 23: 95%-Konfidenzintervalle (in %) fur den Vergleich KS Elispot (R12)
gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) bzw. gegen KS Elispot compact
1.25-Zoom (R4) bei Humanspots. Die grofdten Unterschiede wurden bei

Spotzahlen uber 400 pro Well beobachtet.

Beim Vergleich der Vertrauensintervalle (R12-R1) und (R12-R4) konnten die
groflten Unterschiede ab 400 Spots pro Well nachgewiesen werden (Tab. 23).

Im Bereich von 400 bis 600 Spots pro Well lag die obere Grenze des Intervalls
(R12-R1) mit [41.77%] 14.5% Uber der oberen Grenze des Intervalls (R12-R4)
mit [27.3%]. Die unteren Intervallgrenzen unterschieden sich kaum. Die grofte
Abweichung wurde bei Spotzahlen tUber 600 pro Well beobachtet. Die obere
Grenze des 95%-Vertrauensintervalls (R12-R1) war mit [30.51%] um 19.9%
héher als die des Intervalls (R12-R4) mit [10.64%]. Die untere Grenze des
Vertrauensintervalls (R12-R1) [19.84%] lag um ein Vielfaches Uber dem unteren
Wert von (R12-R4) [0.68%]. Bei Spotzahlen Uber 400 pro Well erkannte R1
demnach weniger Spots als R4.

Die Grenzen der 95%-Intervalle (R12-R1) und (R12-R4) zeigten in den 4
Spotanzahlbereichen unter 400 Spots pro Well wesentlich kleinere
Abweichungen als die oben beschriebenen Intervallgrenzen bei Spotzahlen tuber
400 pro Well.
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3.8. Ergebnisse der Auswertung von Humanspots in
Abhangigkeit von der Spotgrde

3.8.1. Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen

In dieser Messanordnung (Messanordnung 2) sollte analog zu Mausspots auch
bei Humanspots der Einfluss der SpotgréfRen auf die Ergebnisse der Systeme
gepruft werden. Die Humanplatten enthielten Uberwiegend kleine Spots. Um die
Unterschiede der Messsysteme in den kleineren GroéRenbereichen klarer
herauszuarbeiten, wurden 3 GroRenkategorien gewahlt: [20-50um], [50-100um],
[100-300um].

Die gewonnenen Auswertungsdaten aus dem Vergleich R12 gegen R1 und R12
gegen R4 in den genannten drei Grélienbereichen wurden mittels der Bland-
Altman-Plots graphisch veranschaulicht. Fur den Vergleich R12 gegen R1
entstanden demnach die nachstehenden drei Bland-Altman-Plots in absoluten
Zahlen (Abb. 42, 43, 44).

KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei

Humanspots mit Durchmessern [20-50um]
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Abb. 42: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fur den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) bei
Humanspots mit Spotdurchmessern [20-50um]. Auffallig waren die mit

zunehmender Spotzahl groRer werdenden Differenzen (R12-R1).
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot 0.65 (R1) bei Humanspots mit
Durchmessern [50-100um]
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Abb. 43: Bland-Altman-Plot in absoluten Zahlen fir den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) bei
Humanspots mit Spotdurchmessern [50-100um]. Auffallig waren die mit

zunehmender Spotzahl immer gréRer werdenden negativen Differenzen.
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KS Elispot (R12) im Vergleich zu KS Elispot compact 0.65 (R1) bei
Humanspots mit Durchmessern [100-300um]
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Abb. 44: Bland-Altman-Plots in absoluten Zahlen flr den Vergleich KS Elispot
(R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) bei
Humanspots mit Spotdurchmessern [100-300um]. Auffallig waren die mit

zunehmender Spotzahl immer groReren negativen Differenzen.

Die Bland-Altman-Plots fur Spots mit Durchmessern [20-50um] (Abb. 42)
zeigten, dass die Differenzen (R12-R1) mit zunehmender Spotanzahl immer
grollere Werte annahmen und in ihrem Verlauf das Bild einer oberhalb der x-
Achse linear ansteigenden Geraden ergaben. Die zunehmenden positiven
Differenzwerte bedeuteten, dass R1 mit steigender Spotanzahl deutlich weniger
Spots als R12 erkannte.

Die flr Spots der Durchmesser [50-100um] erstellten Bland-Altman-Plots (Abb.
43) differierten von diesem Verlauf. Die Differenzwerte (R12-R1) wiesen fast
ausschlielich negative Werte auf, die mit steigender Spotanzahl immer weiter in
den Negativbereich reichten. Sie ergaben auch das Bild einer linear steigenden
Geraden, die in diesem Fall unterhalb der Abszisse lag. Die ansteigenden
negativen Differenzen drickten aus, dass R1 mit zunehmender Spotanzahl mehr
Spots zahlte als R12.
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In den Bland-Altman-Plots flr Spots mit Durchmessern [100-300um] (Abb. 44)
lagen weit weniger Differenzwerte als in den anderen zwei Gro3enbereichen [20-
50um] und [50-100um], der graphische Verlauf entsprach aber dem schon im
GrofRenbereich [50-100um] beschriebenem Verlauf: die Differenzen hatten zum
grofdten Teil negative Werte, die mit zunehmender Spotanzahl weiter anstiegen
und in ihrem Verlauf mit einer unterhalb der x-Achse linear verlaufenden Gerade

vereinbar waren.

Die Bestimmung der relativen GréRenanteile in den drei Durchmesserkategorien
unter Verwendung der am System KS Elispot (R12) gewonnen Daten hatte die
folgende Verteilung ergeben: im GroRenbereich [20-50um] lagen 76.23% aller
Humanspots, im Grolenbereich [50-100um] wurden 21.39% aller Spots
nachgewiesen, im GroRenbereich [100-300um] befanden sich 2.28% der Spots.
Die Verteilung der Spots auf die drei Durchmesserbereiche wurde nun auch
anhand der am System KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) fur die jeweilige
Kategorie gezahlten Spots bestimmt und mit der am System R12 ermittelten
verglichen (Tab. 24).

Spotdurchmesser Anteil der Spots in % Anteil der Spots in %
in um KS Elispot KS Elispot compact 0.65
(R12) (R1)
[20-50pm] 76.23% 47.8%
[50-100um] 21.39% 48.79%
[100-300um] 2.28% 3.4%

Tab. 24: Vergleich der am System KS Elispot (R12) und KS Elispot compact
0.65-Zoom (R1) ermittelten Verteilung der Humanspots in Abhangigkeit vom
Durchmesser. Der R12-Wert flr den relativen Spotanteil im Durchmesserbereich
[20-100um] betrug das ca. 1.5-fache des R1-Wertes. Im Bereich [50-100um] und
[100-300um] lag der R1-Wert ca. zweifach Uber dem am R12 ermittelten
Spotanteil.
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Es wurde nachgewiesen, dass die aus R1-Daten berechneten relativen Anteile
der Spots an den drei Durchmesserbereichen nicht mit den aus R12-Daten
gewonnen Anteilen Ubereinstimmten (Tab. 24): bei R1 betrug der Anteil der
Spots im Durchmesserbereich [20-50um] 47.8%, im Grolenintervall [50-100um]
lag er bei 48.79% und im Durchmesserbereich [100-300pm] wies er den Wert
3.4% auf.

Der R12-Wert [76.23%] fur den relativen Spotanteil im Durchmesserbereich [20-
100um] lag ca. 1.6-fach Uber dem R1-Wert [47.8%]. Fur den
Durchmesserbereich [50-100um] lieferte R1 mit [48.79%] einen mehr als doppelt
so hohen Spotanteil als R12 mit [21.39%]. Bei Durchmessern [100-300um]
konnte die geringste Abweichung beobachtet werden, der R1-Wert [3.4%] fur
diesen Bereich lag ca. 1.5-fach Uber dem R12-Wert [2.28%)].

Die von R12 und R1 ermittelten Verteilungen der Humanspots auf die drei
Durchmesserkategorien differierten deutlich. Die graphischen Verlaufe in den
Bland-Altman-Plots konnten auf diese Abweichungen zurlckgefuhrt werden: Im
Bereich [20-50um] zahlte R12 viel mehr Spots als R1, da R1 fast 30% weniger
Spots als R12 in diesen GroRenbereich eingeordnet hatte. Bei Durchmessern
[50-100pm] und [100-300um] lagen die R1-Ergebnisse Uber den R12
Ergebnissen, R12 zahlte hier also viel weniger Spots als R1, da R1 diesen

GroRenbereichen einen deutlich hdheren Spotanteil zugerechnet hatte als R12.

Das Auftreten der Abweichungen in den am System KS Elispot und am System
KS Elispot compact 0.65-Zoom erhobenen Daten lieferte wichtige Informationen
fur den Vergleich der Systeme und wird unter 4.2.3. erortert: R1 hatte einen
Grolteil der kleinen Spots, die R12 noch dem Durchmesserbereich [20-50um]
zugeordnet hatte, schon im nachst hoheren Bereich lokalisiert. Ebenso hat R1
einen Teil der Spots, die R12 noch im Bereich [50-100um] lokalisierte, bereits
dem nachst hoheren Intervall [100-300um] zugerechnet und damit die gesamte
Verteilung der GroRenanteile verschoben. Als Ursache dieses Phanomens
konnte die unterschiedliche Auflésung mit der die beiden Systeme arbeiten,

angesehen werden.
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3.8.2. Bland-Altman-Plots in relativen Zahlen

Die weitere Auswertung der in der durchmesserabhangigen Messung erhobenen
Daten analog dem Vorgehen bei Mausspots, wie die Bestimmung der
Differenzmittelwerte, die Erstellung der Bland-Altman-Plots in relativen Zahlen
sowie die Berechnung der 95%-Konfidenzgrenzen erwies sich aufgrund der
aufgetretenen Unregelmalligkeiten zwischen den Systemen KS Elispot und KS
Elispot compact als nicht mehr sinnvoll und wurde daher nicht durchgefiihrt. Die
von den verglichenen Lesesystemen R12 und R1 ermittelten relativen Anteile
der Spots an den drei Durchmesserbereichen [20-50um], [50-100um] und [100-
300um] differierten so stark, dass ein Vergleich der beiden Reader anhand
dieser Daten keine aussagekraftigen Ergebnisse erbracht hatte (Vgl. Tab. 24
und 3. 8. 1).
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4. Diskussion

4.1.Allgemeine Aspekte

Die Elispot-Methode ist ein beliebtes Nachweisverfahren fur spezifische T-Zell-
Immunantworten. Seit ihrer Einfuhrung im Jahr 1988 (Czerkinsky et al., 1988)
wurde intensiv an der Optimierung, Standardisierung und Validierung der
Elispot-Technik gearbeitet, so dass sie heute als eine der sensitivsten und
zuverlassigsten Methoden zum Nachweis von Antigen-spezifischen T-Zellen auf
Einzelzellebene gilt.

Im Gegensatz zum Elispot-Assay, an dessen Weiterentwicklung und
Perfektionierung in den letzten Jahren kontinuierlich gearbeitet wurde, kam der
Auswertung von Elispot-Proben bislang weit weniger Aufmerksamkeit zu. Die
Elispot-Technik stellt positive T-Zell-Reaktionen als kleine Farbpunkte, so
genannte Spots, mit einem Durchmesser von 20-300um dar. Die Spots liegen in
Vertiefungen, so genannten Wells, auf einer Elispot-Platte. Die Auswertung der
Elispotplatten wurde lange Zeit durch Auszahlen der Spots unter dem
Stereomikroskop oder ohne VergroRerungshilfe mit dem Auge vorgenommen.
1997 wurde von der Firma Zeiss das erste Bildanalysesystem zur
automatisierten Auswertung von Elispot-Proben entwickelt.

In einer Vorarbeit konnte gezeigt werden, dass die Auswertung der Elispotplatten
mit automatisierten Reader-Systemen der manuellen Auswertung unter dem
Stereomikroskop oder mit dem Auge im Hinblick auf Standardisierbarkeit,
Objektivierbarkeit und Reproduzierbarkeit deutlich Gberlegen ist (Janetzki et al.,
2004). Die Arbeitsgruppe verglich als erste die unterschiedlichen
Evaluationsmethoden von Elispot-Platten und untersuchte den Einfluss der
Auswertungsmethode sowie auch den subjektiven Einfluss des Auswerters auf
die Variabilitat der Ergebnisse. Dazu wurden Elispot-Proben von drei
Wissenschaftlern unter drei unterschiedlichen Evaluationsbedingungen
ausgewertet, mit dem Stereomikroskop, mit einem automatisierten
Readersystem, an dem die Untersucher die Spoterkennungsparameter selbst
einstellten und mit einem automatisierten Readersystem, an dem die Parameter
zur Spoterkennung bereits eingestellt waren und von den Untersuchern nicht

verandert werden konnten. Die grofte Variabilitdt der Ergebnisse zeigte sich in
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der manuellen Auswertung von Elispot-Proben mit dem Stereomikroskop. Die
hohe Variabilitat war sowohl zwischen den einzelnen Untersuchern als auch
innerhalb der Ergebnisse eines Auswerters festzustellen. Bei Auswertung der
Elispot-Assays mit einem automatisierten Readersystem konnte eine deutliche
Reduktion der Variabilitat nachgewiesen werden. Damit belegt die Vorarbeit die
Abhangigkeit der Ergebnisse des Elispot-Assays von der verwendeten
Evaluationsmethode und =zeigt die Notwendigkeit der Einbeziehung der
Evaluationsmethode in die Standardisierungs-und Validierungsprozesse der
einzelnen Arbeitschritte der Elispot-Methode auf.

Inzwischen werden aufler von der Firma Zeiss auch von verschiedenen anderen
Firmen Gerate zur automatisierten Elispotprobenauswertung angeboten: A-El-
Vis (Automated Elisa-Spot Assay Video Analysis Systems), AID (Autoimmun
Diagnostika GmbH), Alpha Innotech Corp, Bio-Sys, CTL (Cellular Technology
Ltd), Scanalytics Inc..

In dieser Arbeit wurden verschiedene Elispot-Reader-Systeme mit drei
unterschiedlichen Aufldsungsvermdégen im Hinblick auf die Qualitat ihrer
Auswertung miteinander verglichen, das KS Elispot (R12) und das KS Elispot
compact mit den Einstellungen 0.65-Zoom (R1) und 1.25-Zoom (R4). Damit
wurde erstmals eine Vergleichsuntersuchung von verschiedenen automatisierten
Bildanalysesystemen zur Auswertung von Elispotproben durchgefuhrt. Es
existieren bislang keine Arbeiten, die bei der Diskussion der gewonnenen
Ergebnisse herangezogen werden konnten. Die Resultate wurden daher solitar

kommentiert.

4.2. Aspekte zur Methodik

Zur Beurteilung von Messgeraten werden die Begriffe Genauigkeit, Richtigkeit
und Prazision verwendet, wobei Richtigkeit und Prazision verschiedene Aspekte
der Genauigkeit darstellen. Die Begriffe wurden im Methodenteil genau definiert.
Die Prazision gilt als ein MaB fiur die Ubereinstimmung unabhéngiger
Messergebnisse unter festen Bedingungen. Sie gibt die Reproduzierbarkeit
eines Messergebnisses an. In dieser Arbeit wurde die Prazision durch die

Variabilitat reprasentiert.
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Die Richtigkeit und Genauigkeit wurden mittels der Bland-Alt-Plots visualisiert.
Zur Abbildung der Richtigkeit, als ein Mal fur die Abweichung zwischen dem
Mittelwert einzelner Messergebnisse und dem wahren Wert der Messgrofe,
wurde der Mittelwert der Differenzen als Parallele zur x-Achse eingezeichnet.
Die 95%-Konfidenzintervalle dienten zur Beurteilung der Genauigkeit, als Mal

dafur, wie nahe das Ergebnis am wahren Wert der Messgrofie lag.

4.3. Aspekte zu den Auswertungszeiten der Systeme

Die in dieser Arbeit ermittelten Auswertungszeiten stimmten mit den vom
Hersteller flr beide Systeme bzw. fur die drei Messanordnungen aufgeflhrten
Zeitangaben Uberein.
Bei Verwendung nur eines Bildes pro Well (0.65-Zoom) wertete das KS Elispot
compact 96 Wells einer Mikrotiterplatte in ca. 5 Minuten aus und damit Uber 6
Mal schneller als das KS Elispot. Wurden pro Well 4 Aufnahmen erstellt (1.25-
Zoom), betrug die Auswertungszeit der 96 Wells am KS Elispot compact ca. 15
Minuten und damit weniger als die Halfte der am KS Elispot bendtigten Zeit.
Das KS Elispot bendtigte mit 33 Minuten die mit Abstand langste Zeit zur
Auswertung von 96 Wells. Demzufolge konnen wahrend einer 7-stindigen
Arbeitszeit am KS Elispot compact 0.65-Zoom maximal 84 Elispotplatten gelesen
werden, am KS Elispot compact 1.25-Zoom kénnen in der gleichen Zeit maximal
28 Elispot-Platten ausgewertet werden, wahrend am KS Elispot maximal 13
Elispotplatten gemessen werden koénnen. Hinzu kommt die Zeit, die zur
Kalibrierung des Motortisches und zum (einmaligen) Erstellen des Settings sowie
zum Auflegen bzw. Wechseln der Platten bendtigt wird. Sie kann mit ca. 10
Minuten veranschlagt werden. Um die Effektivitat der Systeme bezuglich des
Faktors Zeit weiter zu steigern, werden Systeme angeboten, die Uber ein
vollautomatisiertes Laden von Elispot-Platten (sog. ,Plate-Loader”) verfigen. Sie
ermoglichen damit einen hohen Plattendurchsatz pro Arbeitstag und entbinden
den Untersucher von zeitintensiver Routinearbeit. Derartige Roboter sind
allerdings auch deutlich teurer. Eine Voraussetzung fur einen sinnvollen Einsatz
besteht darin, dass alle Platten mit identischen Einstellungen gemessen werden
konnen. Ansonsten wird die Einstellung der Parameter je Platte beliebig
kompliziert.
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Zusammenfassend weist das KS Elispot compact mit seiner 2-bzw. 6-fach
schnelleren Auswertung einer kompletten 96-Well-Mikrotiterplatte gegenuber
dem KS Elispot einen entscheidenden Vorteil auf. Insbesondere wenn grol3e
Mengen an Assay-Daten bearbeitet werden, resultiert eine immense Ersparnis
an Zeit. Dies erfolgt allerdings auf Kosten der Messgenauigkeit (siehe auch 4. 5:

Zuverlassigkeit).

4.4. Aspekte zur Variabilitat

Die Werte fur die Variabilitdt erstreckten sich Uber den Bereich von 2.3% bis
2.73%. Die niedrigste Variabilitdt mit einem Wert von 2.3% wurde flr das System
KS Elispot nachgewiesen, es folgte das System KS Elispot compact 1.25-Zoom
mit einem Wert von 2.68%, dicht gefolgt vom System KS Elispot compact 0.65-
Zoom, dessen Variabilitat bei 2.73% lag. Bei beiden Elispot-Readern handelte es
sich um automatisierte Lesesysteme, die hohe Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse konnte somit erwartet werden. Vom Hersteller wurde bezuglich der
Variabilitat fur beide Systeme ein Wert unter 5% angegeben. Echte Unterschiede
bezlglich der Variabilitat und damit auch bezlglich der Prazision waren

zwischen den Systemen nicht auszumachen.

4.5. Aspekte zur Zuverlassigkeit der Spoterkennung

Der Vergleich und die Auszahlung der am KS Elispot aufgenommenen Well-
Bilder ergaben, dass das KS Elispot 95.5% der echten Spots erkannt hatte. 4.5%
der echten Spots wurden nicht erfasst. Eine wichtige Beobachtung war, dass in
den 9 untersuchten Wells keine falschlicherweise als positiv erkannten Spots
nachzuweisen waren. Die Ursache daflr, dass einige Spots nicht erkannt
wurden, lag in der Uberwiegenden Anzahl der Falle darin, dass eng zusammen
liegende Spots vom System als ein Spot quantifiziert worden waren. Nur in
wenigen Fallen konnte das Nicht-Erkennen von Spots darauf zurickgefihrt
werden, dass ein isoliert gelegener, kleiner Spot nicht identifiziert worden war.

Diese Ergebnisse lassen auf eine hohe Sensitivitat der Spoterkennung durch

das System KS Elispot schlielRen. Insbesondere die Tatsache, dass keine falsch-
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positiven Spots gesehen wurden, spricht flr eine zuverlassige Spoterkennung

dieses Systems.

Das KS Elispot compact identifizierte bei Verwendung des 1.25-Zooms 84.29%
der ,wahren“ Spots, 15.71% wurden von diesem Reader-System nicht erkannt.
Aus den Werten geht hervor, dass das KS Elispot compact weniger ,wahre”
Spots als das KS Elispot erkannt hatte und sein Anteil an nicht erkannten Spots
im Vergleich zum KS Elispot hoher war. Der Anteil der falsch-positiven Spots an
den Ergebnissen des KS Elispot compact 1.25-Zoom betrug 3.69%, wahrend er
fur das System KS Elispot mit 0% angegeben werden konnte.

Mit der, nur ein Bild pro Well erstellenden, 0.65-Zoom-Einstellung erkannte das
KS Elispot compact 79.36% der ,wahren® Spots und damit sowohl weniger als
das KS Elispot als auch weniger als die 1.25-Zoom-Einstellung des KS Elispot
compact. 20.64% der echten Spots wurden von diesem System nicht erfasst. Die
falsch-positiven Spots machten einen Anteil von 5.85% am Gesamtergebnis aus.
Dieser Wert lag Uber dem am KS Elispot compact 1.25-Zoom und am KS Elispot

ermittelten Anteil an falsch-positiven Spots.

Verglichen mit dem KS Elispot erkannte das KS Elispot compact weniger
,wahre“ Spots. Bei Verwendung des 0.65-Zooms und damit nur einer Aufnahme
pro Well war der Anteil der erkannten ,wahren“ Spots geringer, als bei
Verwendung des 1.25-Zooms, bei dem 4 Bilder pro Well aufgenommen werden.
Das KS Elispot compact zahlte zum einen weniger Spots, da eng aneinander
liegende Spots als ein groRer identifiziert wurden, zum anderen, wesentlich
haufiger als beim KS Elispot, wurden isoliert liegende Spot nicht erkannt. Es
handelte sich dabei Uberwiegend um sehr kleine Spots des Durchmessers 20-
35um. Von entscheidender Bedeutung war weiterhin die Tatsache, dass das KS
Elispot compact in weit mehr Fallen als das KS Elispot Schmutz oder andere
Artefakte, bei denen es sich nicht um Spots handelte, als echte Spots identifiziert
hatte. Dabei war der Anteil an falsch-positiven Spots am Gesamtergebnis bei
Anfertigung von einer Aufnahme pro Well groRer als bei Erstellung von vier
Bildern.
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Das KS Elispot compact blieb damit beziglich der Zuverlassigkeit der
Spoterkennung hinter dem KS Elispot zuruck, fur das die hochste Zuverlassigkeit

bei der Spoterkennung nachgewiesen werden konnte.

4.6. Aspekte zu den Bland-Altman-Plots

4.6.1. Rickschlisse aus Differenzmittelwerten und Bland-Altman-
Plots bei Maus-und Humanspots unabhéangig von der Spotgréi3e

Der fir Mausspots bestimmte Mittelwert aller Differenzen wies beim Vergleich
der Systeme KS Elispot (R12, 12 Bilder pro Well) gegen KS Elispot compact
1.25-Zoom (R4, 4 Bilder pro Well) als absoluter und relativer Wert in % ein
positives Ergebnis auf. Veranschaulicht in den Bland-Altman-Plots lag der
Uberwiegende Teil der Differenzwerte (R12-R4) oberhalb der Abszisse im
positiven Wertebereich. Aus diesen Beobachtungen resultierte, dass die vom KS
Elispot gemessenen Spotanzahlen Uberwiegend grof3er waren als die Werte, die

vom KS Elispot compact 1.25-Zoom ermittelt wurden.

Beim Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1
Bild pro Well) war der Mittelwert aller Differenzen als absolute Zahl positiv,
wahrend er als relative Zahl ein negatives Vorzeichen hatte. Dies konnte durch
die folgende Tatsache erklart werden: berechnete man die relativen Mittelwerte
der Differenzen (R12-R1) fur einzelne Spotanzahlbereiche, so war festzustellen,
dass der Differenzmittelwert nur in der Kategorie [0-50] Spots ein negatives
Ergebnis aufzeigte, wahrend in allen anderen Spotanzahlbereichen positive
Differenzmittelwerte vorlagen. Demnach hatten die Mittelwerte der Differenzen
(R12-R1) bis auf den Spotanzahlbereich [0-50] positive Vorzeichen und es
konnte folglich konstatiert werden, dass das KS Elispot mit Ausnahme des
Spotbereichs [0-50] Uberwiegend mehr Spots als das KS Elispot compact 0.65-
Zoom erkannt hatte. Bei Betrachtung des grafischen Verlaufes in den Bland-
Altman-Plots wurde beim Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact
0.65-Zoom (R1) im Spotanzahlbereich [0-50] ein Grofteil der Differenzen

unterhalb der x-Achse gesehen. Dies war jedoch der einzige Bereich in dem
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diese Verteilung nachgewiesen werden konnte, denn bei héheren Spotzahlen
traten kaum mehr Werte unter 0 auf, der Uberwiegende Teil der Differenzen lag
oberhalb der Abszisse im Positivbereich. Die vom KS Elispot gemessene
Spotanzahl war demnach groRer als die vom KS Elispot compact 0.65-Zoom

gezahlte.

Aus diesen Ergebnissen konnte zusammenfassend gefolgert werden, dass bei
der Mausspotauswertung das System KS Elispot mehrheitlich mehr Spots
erkannt hatte als das System KS Elispot compact. Eine Ausnahme war bei Wahl
des 0.65-Zoom des KS Elispot compact (1 Bild pro Well) bei geringer Spotanzahl
zu beobachten: bei Spotzahlen unter 50 pro Well zahlte das KS Elispot etwa bei
der Halfte der Falle weniger Spots als das KS Elispot compact. Sobald die
Spotanzahl jedoch Uber 50 pro Well betrug, erkannte das KS Elispot fast immer
mehr Spots als das KS Elispot compact.

Neben der Tatsache, dass das KS Elispot Uberwiegend mehr Spots als das KS
Elispot compact gezahlt hatte, war zu beobachten, dass ab einer Spotanzahl
uber 50 und insbesondere ab 100 Spots pro Well, die vom KS Elispot compact
erkannte Spotmenge bei Verwendung nur eines Bildes pro Well deutlich starker
von der am KS Elispot gezahlten Anzahl differierte als bei Verwendung von 4
Einzelbildern pro Well. Mit zunehmender Spotanzahl wurden vom KS Elispot
compact unter Verwendung des 0.65-Zooms viel weniger Spots erkannt, als bei
Wahl des 1.25-Zooms, bei dem die Differenzen zum System KS Elispot deutlich

geringer ausfielen.

Die Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) bzw. (R12-R4) dienten dartber hinaus
der Abbildung der Richtigkeit, als Mal® fir die Abweichung zwischen dem
Mittelwert einzelner MessgroRen und dem wahren Wert der MessgroRRe. Sie
zeigten demnach an, wie gut der Mittelwert der Differenzen und der wahre Wert
der Messgrofe Ubereinstimmten. Der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) war
hoher als der Mittelwert aller Differenzen (R12-R4). Die groRten Unterschiede
zwischen den Differenzmittelwerten konnten bei Spotzahlen Gber 100 pro Well
nachgewiesen werden, der Mittelwert der Differenzen (R12-R1) lag hier mit
[33.57 bzw. 24.1%] klar GUber dem Mittelwert der Differenzen (R12-R4) mit [3.58
bzw. 2.6%]. Bezuglich der Richtigkeit erzielte das KS Elispot die besten
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Ergebnisse, die Resultate des KS Elispot compact waren bei Verwendung von 4

Bildern pro Well deutlich besser als bei Aufnahme nur eines Bildes pro Well.

Die flr die Humanspots bestimmen Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) und
(R12-R4) wiesen in ihren Angaben als absolute und relative Zahlen durchwegs
positive Werte auf. Die Untersuchung der Verteilung der Differenzen (R12-R1)
und (R12-R4) in den Bland-Altman-Graphiken zeigte, dass der Groldteil der
Differenzen oberhalb der x-Achse und demnach im positiven Wertebereich lag.
Aus diesen Beobachtungen konnte gefolgert werden, dass die am KS Elispot
(R12) gezahlten Spotzahlen in den meisten Fallen groRRer als die am KS Elispot
compact 0.65-Zoom (R1, 1 Bild pro Well) und am KS Elispot compact 1.25-Zoom
(R4, 4 Bilder pro Well) ermittelten Ergebnisse waren. Daraus konnte zunachst
die allgemeine Schlussfolgerung gezogen werden, dass das KS Elispot Uber

weite Strecken mehr Spots erkannt hatte als das KS Elispot compact.

Bei getrennter Betrachtung der beiden, am KS Elispot compact zur Verfugung
stehenden Auflésungen 0.65-Zoom und 1.25-Zoom und deren Vergleich mit dem
System KS Elispot, zeigten sich fur beide unterschiedliche und von der
Spotanzahl abhangige Ergebnisse:

bei einer Spotanzahl unter 400 pro Well differierten die Resultate des Vergleichs
KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1), sowie die des
Vergleichs KS Elispot gegen KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4) kaum. Die
jeweiligen Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) bzw. (R12-R4) und graphischen
Verlaufe unterschieden sich nur geringflgig. Bei beiden Vergleichen erwies sich
das KS Elispot als das System, das mehr Spots erkannt hatte, die Einstellungen
0.65-Zoom und 1.25-Zoom des KS Elispot compact erkannten dabei im
ahnlichen Mall weniger Spots als das KS Elispot. Die Differenzmittelwerte
betrugen bei (R12-R1) [11.7 bzw. 26%], bei (R12-R4) [10.37 bzw. 21.4%].

Bei einer Spotanzahl von mehr als 400 pro Well, war es ebenfalls das KS
Elispot, das in den beiden Vergleichen mehr Spots als das KS Elispot compact
identifiziert hatte, es existierten jedoch deutliche Unterschiede zwischen der
0.65-Zoom-Einstellung des KS Elispot compact, bei der nur ein Bild pro Well
erstellt wird und der 1.25-Zoom-Einstellung, bei der 4 Einzelaufnahmen pro Well

angefertigt werden: die Abweichung in der vom KS Elispot und KS Elispot
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compact erkannten Spotanzahl war bei Verwendung nur eines Bildes pro Well
wesentlich groer als bei Erstellung von 4 Aufnahmen pro Well. Bei einer
Aufnahme pro Well zahlte das KS Elispot compact bei hohen Spotanzahlen
merklich weniger Spots als bei Verwendung von 4 Einzelbildern pro Well. Die
Differenzmittelwerte betrugen flir Spotzahlen tGber 400 bei (R12-R1) [104.5 bzw.
16.2%], bei (R12-R4) [29.3 bzw. 4.5%)].

Die Mittelwerte der Differenzen dienten des Weiteren zur Visualisierung der
Richtigkeit. Der Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) lag Uber dem Mittelwert
aller Differenzen (R12-R4). Bei Spotzahlen Uber 400 pro Well wurden die
groRten Unterschiede zwischen den Differenzmittelwerten nachgewiesen. Der
Mittelwert der Differenzen (R12-R1) betrug [104.5 bzw. 16.2%)], der Mittelwert
der Differenzen (R12-R4) lag mit [29.3 bzw. 4.5%] deutlich darunter. Das KS
Elispot compact erzielte grundsatzlich und insbesondere bei Spotzahlen Uber
400 pro Well bei Verwendung von 4 Bilder pro Well in Bezug auf die Richtigkeit

bessere Ergebnisse als bei Verwendung eines Bildes pro Well.

Aus den Differenzmittelwerten und graphischen Verlaufen in den Bland-Altman-
Plots resultierte, dass das KS Elispot bei der Auswertung von Maus-und Human-
Elispot-Proben in denselben Wells Uberwiegend mehr Spots identifiziert hatte als
das KS Elispot compact. Weiterhin konnte beobachtet werden, dass bei
steigenden Spotzahlen das KS Elispot compact bei Verwendung nur eines
Bildes pro Well weniger Spots erkannt hatte als bei Erstellung von 4
Einzelbildern pro Well. Zudem erzielte das KS Elispot compact insbesondere bei
hohen Spotzahlen pro Well bei Verwendung nur eines Bildes pro Well bezuglich
der Richtigkeit schlechtere Ergebnisse als bei Erstellung von 4 Bildern pro Well.

Zusammenfassend kann daher folgendes festgestellt werden:

» Das System KS Elispot erkannte in denselben Wells Uberwiegend mehr
Spots als das System KS Elispot compact

» Das System KS Elispot compact identifizierte bei hohen Spotzahlen in den
Wells bei Verwendung nur einer Aufnahme pro Well (0.65-Zoom-
Einstellung) weniger Spots als bei 4 Aufnahmen pro Well (1.25-Zoom-

Einstellung)
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» Das System KS Elispot compact erzielte bei hohen Spotzahlen in Bezug auf
die Richtigkeit bei Verwendung eines Bildes pro Well schlechtere
Ergebnisse als bei 4 Aufnahmen pro Well

» Die deutlichsten Unterschiede zwischen den Systemen KS Elispot und KS
Elispot compact wurden unter Verwendung der 0.65-Zoom-Einstellung des
KS Elispot compact bei Spotzahlen uber 400 pro Well bei Humanplatten und
uber 100 pro Well bei Mausplatten gesehen.

4.6.2. Ruckschlusse aus Differenzmittelwerten und Bland-Altman-
Plots bei Mausspots abhangig von der Spotgr6i3e

Die Auswertung der Mausspots an beiden Systemen unter Aufteilung der Spots
in die zwei Spotdurchmesserkategorien [20-100um] und [100-300um] erbrachte,
dass die Mittelwerte der Differenzen (R12-R1) sowie (R12-R4) in absoluten und
relativen Zahlen flr beide Spotdurchmesserbereiche positiv waren. Demnach
zahlte das KS Elispot (R12, 12 Bilder pro Well) mehrheitlich mehr Spots als das
KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1, 1Bild pro Well) und 1.25-Zoom (R4, 4Bilder
pro Well).

Die positiven Differenzmittelwerte unterschieden sich aber deutlich in ihren
Werten: im Spotbereich [20-100um] zeigte der Mittelwert aller Differenzen (R12-
R1) [6.88 bzw. 24.73%] einen viel hdheren Wert als der Mittelwert der
Differenzen (R12-R4) [2.66 bzw. 14.26%]. Folglich zahlte R1 bei Spots mit
Durchmessern [20-100um] weniger Spots als R4. Daruber hinaus fungierten die
Mittelwerte der Differenzen zur Abbildung der Richtigkeit und zeigten demnach
an, wie gut der Mittelwert der Differenzen und der wahre Wert der Messgroflie
ubereinstimmten. Der Mittelwert der Differenzen (R12-R1) war deutlich groer
als der Mittelwert der Differenzen (R12-R4). Daraus konnte abgeleitet werden,
dass das KS Elispot compact bei Verwendung einer Aufnahme pro Well
bezlglich der Richtigkeit schlechtere Resultate geliefert hatte als bei Erstellung

von 4 Bildern pro Well.

Im Spotdurchmesserbereich [100-300um] war der Mittelwert aller Differenzen
(R12-R1) [0.48 bzw. 1.09%] kleiner als der Mittelwert aller Differenzen (R12-R4)
[1.06 bzw. 9.4%]. Bei genauerer Betrachtung der einzelnen Differenzmittelwerte
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(R12-R1), die fur unterschiedliche Spotanzahlbereiche berechnet wurden, fiel
jedoch auf, dass der Differenzmittelwert (R12-R1) ausschlief3lich im Spotbereich
[0-50] kleiner war als der Differenzmittelwert (R12-R4). Schon im nachst hoheren
Spotanzahlbereich [50-100] lag der Mittelwert der Differenzen (R12-R1) [8.45
bzw. 12.11%)] deutlich Uber dem Differenzmittelwert (R12-R4) [3.4 bzw. 5%]. Der
niedrige Mittelwert aller Differenzen (R12-R1) war auf viele negative Werte im
Spotanzahlbereich [0-50] zurtuckzufuhren, die beim Vergleich R12 gegen R4 in
diesem Bereich nicht in dem Ausmal} zu finden waren (siehe auch 3. 6. 5).
Demnach zahlte R1 bei Spots mit Durchmessern [100-300um] weniger Spots als
R4, ausgenommen bei Spotzahlen unter 50 pro Well. Weiterhin konnte aus den
Mittelwerten der Differenzen, die zur Abbildung der Richtigkeit dienten, gefolgert
werden, dass R1 in Bezug auf die Richtigkeit Uberwiegend schlechtere

Ergebnisse erzielt hatte als R4.

Zusammenfassend sah man besonders bei den kleineren Spots [20-100um] eine
deutliche Divergenz in der vom KS Elispot und KS Elispot compact erkannten
Spotanzahl; die am KS Elispot ermittelten Werte lagen dabei Uber den
Ergebnissen des KS Elispot compact. Der Unterschied zwischen den beiden
Systemen war hier grof3er als bei der alle Spotgrof3en einbeziehenden Messung.
Bei kleinen Spots zahlte das KS Elispot compact bei Verwendung nur eines
Bildes pro Well wesentlich weniger Spots als bei Verwendung von 4 Aufnahmen
pro Well. Dieser Unterschied trat besonders bei Spotzahlen Uber 50 deutlich
hervor. Wurden 4 Aufnahmen pro Well erstellt, so erkannte das KS Elispot
compact zwar weniger Spots als das KS Elispot, doch lagen seine Ergebnisse
deutlich naher an denen des KS Elispot, als die bei Verwendung nur eines Bildes
pro Well ermittelten Ergebnisse. Der Einfluss der pro Well aufgenommenen
Bilderzahl auf das Ergebnis des KS Elispot compact war bei kleinen Spots noch
starker zu beobachten als bei der spotgroflenunabhangigen Auswertung. In
Bezug auf die Richtigkeit erzielte das KS Elispot bei Verwendung eines Bildes
pro Well schlechtere Resultate als bei Erstellung von 4 Bildern pro Well. Die
Unterschiede waren bei kleinen Spots deutlicher zu beobachten als bei der

spotgroRenunabhangigen Messung.
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Bei den gréReren Spots [100-300um] sah man zwar auch eine Abweichung in
den Ergebnissen des KS Elispot und des KS Elispot compact, doch war diese
wesentlich geringer als bei kleinen Spots und zudem auch geringer als bei der
spotgréoRenunabhangigen Auswertung der Mausspots. Die vom KS Elispot
erkannte Spotanzahl lag dabei mehrheitlich Uber den Ergebnissen des KS
Elispot compact.

Man konnte auch hier bei Spotzahlen Uber 50 aufzeigen, dass die vom KS
Elispot compact gemessene Spotzahl bei Verwendung nur eines Bildes pro Well
niedriger war als bei Verwendung von 4 Bildern pro Well. Der Unterschied
zwischen den Ergebnissen des KS Elispot und des KS Elispot compact war
demnach bei Erstellung von nur einer Aufnahme groRer als bei 4 pro Well
aufgenommen Bildern. Bezuglich der Richtigkeit lieferte das KS Elispot compact
bei Erstellung nur einer Aufnahme pro Well schlechtere Ergebnisse als bei
Verwendung von 4 Bildern pro Well, die Unterschiede waren bei gro3eren Spots
jedoch geringer als bei Spots kleiner Durchmesser.

Zusammenfassend kann folgendes festgehalten werden:

» Das System KS Elispot erkannte bei kleinen Spotdurchmessern deutlich
mehr Spots als das KS Elispot compact

> Bei kleinen Spotdurchmessern waren die Unterschiede zwischen KS Elispot
und KS Elispot compact am gréfdten, wenn am KS Elispot compact nur 1
Bild pro Well aufgenommen wurde (0.65-Zoom des KS Elispot compact)

» Die Unterschiede zwischen den Systemen waren bei kleinen Spots
ausgepragter als bei allen Spotgroen

» Bei groReren Spotdurchmessern zahlte das KS Elispot mehr Spots als das
KS Elispot compact, die Systeme differierten jedoch wesentlich weniger in
ihren Ergebnissen als bei kleinen Spotgrof3en

» Bezuglich der Richtigkeit erzielte das KS Elispot compact bei Verwendung
eines Bildes pro Well schlechtere Ergebnisse als bei Anfertigung von 4
Bildern pro Well. Bei kleinen Spots konnten groRere Abweichungen in der

Richtigkeit als bei gro3en nachgewiesen werden
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4.6.3. Rickschlisse aus Differenzmittelwerten und Bland-Altman-
Plots bei Humanspots in Abhangigkeit von der Spotgréi3e

Im Vergleich zu den Mausplatten enthielten die Humanplatten mehr Spots sehr
kleiner Durchmesser. Um die Unterschiede der Bildanalysesysteme in
Abhangigkeit von der Spotgroe zu untersuchen, wurden anstatt der bei
Mausspots verwendeten zwei Durchmesserbereiche ([20-100um], [100-300um])
fur Humanspots die drei Spotdurchmesserkategorien, [20-50um], [50-100um]
und [100-300um] gewahlt. Nachdem die aus diesen Daten angefertigten Bland-
Altman-Plots fur den Vergleich KS Elispot (R12) gegen KS Elispot compact 0.65-
Zoom (R1) einen graphischen Verlauf zeigten, der von dem bis dahin
beobachteten Trend vdllig abwich, wurden die vom KS Elispot compact 0.65-
Zoom ermittelten relativen Anteile der Spots in den drei Durchmesserbereichen
mit den vom KS Elispot bestimmten Anteilen verglichen.

Dabei wurde eine gravierende Abweichung in den Werten festgestellt: im
Durchmesserbereich [20-50um] lag der vom KS Elispot compact ermittelte
Spotanteil um das ca. 1.6-fache unter dem KS Elispot-Wert. Im Grélenbereich
[50-100um] war der vom KS Elispot compact 0.65-Zoom ermittelte Spotanteil im
Vergleich zum KS Elispot-Wert mehr als doppelt so hoch, im
Durchmesserbereich [100-300um] lag der vom KS Elispot compact 0.65-Zoom
berechnete Spotanteil ca. 1.5-fach Uber dem KS Elispot-Wert. Das KS Elispot
compact 0.65-Zoom hatte offenbar einen Groldteil der kleinen Spots, die das KS
Elispot noch dem Durchmesserbereich [20-50um] zugeordnet hatte, schon im
nachst hoheren Durchmesserbereich [50-100um] lokalisiert. Ebenso hatte das
KS Elispot compact einen Teil der Spots, die das KS Elispot noch bei
Durchmessern [50-100um] lokalisierte, bereits dem nachst hoheren Intervall
[100-300um] zugerechnet und damit die gesamte Verteilung der GroRenanteile

verschoben.

In den Bland-Altman-Diagrammen resultierte daraus flr den Bereich [20-50um]
das Bild einer oberhalb der x-Achse linear ansteigenden Geraden. Die
Differenzwerte (R12-R1) wurden mit zunehmender Spotanzahl immer groRer. R1
erkannte viel weniger Spots als R12, da R1 diesem Durchmesserbereich fast
30% weniger Spots als R12 zugeordnet hatte. Fur die Durchmesser [50-100um]
und [100-300] =zeigten die Bland-Altman-Plots fast ausschlieRlich im
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Negativbereich liegende Differenzen (R12-R1), die mit zunehmender Spotzahl
immer grofer werdende negative Werte annahmen. Es ergab sich das Bild einer
linear fallenden Geraden. R12 zahlte in diesen Bereichen weniger Spots als R1,
da R1 diesen Durchmesserbereichen einen deutlich héheren Spotanteil als R12

zugeordnet hatte.

Als Ursache fur dieses Phanomen konnten die unterschiedlichen Auflosungen
der Systeme KS Elispot und KS Elispot compact angenommen werden (Abb.
45). Das KS Elispot nimmt mit dem Zeiss-Axioplan 2 imaging Mikroskop von
jedem Well 12 Einzelbilder auf, wahrend das KS Elispot compact bei
Verwendung der 0.65-Zoom-Einstellung mit einem Stereomikroskop nur eine
Aufnahme pro Well anfertigt. Fur das KS Elispot compact betragt die PixelgroRe
bei einem 760x580 Pixel Bild eines Wells ca. 12um. Das KS Elispot erreicht tGber
sein Auflichtmikroskop und die Aufnahme von 12 Einzelbildern pro Well eine
deutlich hohere Auflosung, die Pixelgrofie sinkt bei einem 760x580 Pixel Bild

eines Wells auf ca. 2.6um.
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Abb. 45: Die Aufnahme zeigt die unterschiedlichen Auflésungen der Systeme
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KS Elispot compact 0.65-Zoom (links, Pixelgroe ca. 12um) und KS Elispot
(rechts, Pixelgrofke ca. 2.6um) anhand von Bildausschnitten desselben Wells.
Das KS Elispot compact 0.65-Zoom nimmt 1 Bild pro Well auf, das KS Elispot
erstellt 12 Bilder pro Well.
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Das System KS Elispot erreicht somit eine viel feinere Rasterung als das KS
Elispot compact 0.65-Zoom. Die grobere Rasterung des Compact-Systems hatte
bei der Auswertung der kleinen Humanspots des Spotdurchmesserbereiches
[20-50um] dazu gefuhrt, dass die Durchmesserangaben der Spots zum grof3en
Teil Uber den tatsachlichen Werten lagen (Abb. 46). Dies fuhrte zu der oben
beschriebenen Zuordnung der Spots, die beim KS Elispot noch im kleineren
Durchmesserbereich lagen, in den nachst hoheren Groldenbereich.

Spot

Bildpunkt

Abb. 46: Die vom Systemrechner interpretierte Spotgrdofle hangt von der
Auflésung ab: bei niedriger Bildpunktauflosung (hohe Pixelgrofie) liegt die
ermittelte GroRe kleiner Spots oft Uber dem tatsachlichen Wert, da der
Systemrechner die Flache auch nur teilweise vom Spot angeschnittener
Bildpunkte addiert (linkes Bild). Bei hdherer Bildpunktauflésung (geringe

Pixelgroflie) kann die Spotgrélie exakter bestimmt werden (rechtes Bild).

4.7. Aspekte zu den 95%-Konfidenzgrenzen

4.7.1. Aspekte zu den 95%-Konfidenzgrenzen fir Mausspots

Die 95%-Konfidenzintervalle geben den Bereich an, in dem 95% der Differenzen

(R12-R1) bzw. (R12-R4) erwartet werden koénnen. Darlber hinaus dienten sie
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zur Beurteilung der Genauigkeit, als Mal3 daflir, wie nahe das Ergebnis am
wahren Wert der Messgrofe lag. Die Bestimmung der Konfidenzintervalle fur
einzelne Spotanzahlbereiche ermdglichte es, das entsprechende Intervall flr
eine bestimme Spotanzahl heranzuziehen und so genauere Werte zu erhalten,
als sie das flir alle Spotanzahlen geltende Konfidenzintervall geliefert hatte.
Interessiert z. B. der Vergleich von R12 gegen R1 bei einer Spotanzahl von ca.
100 pro Well, so kann gezielt am oberen und unteren Wert des fur diesen
Spotanzahlbereich geltenden Vertrauensintervalls abgelesen werden, wieviel
Prozent R12 bei diesen Spotzahlen pro Well maximal mehr oder weniger zahlte
als R1.

Die aus den Mausdaten ermittelten 95%-Konfidenzgrenzen schlossen fur den
Vergleich KS Elispot (R12, 12 Bilder pro Well) mit KS Elispot compact 0.65-
Zoom (R1, 1 Bild pro Well) das Intervall [-73.6%; 65.4%] ein. R12 erkannte
demnach bis zu 65.4% mehr und bis zu 73.6% weniger Spots als R1. Dieses
Ergebnis muss jedoch wunter Berucksichtigung der fur die einzelnen
Spotanzahlbereiche bestimmten Vertrauensintervalle weiter erlautert werden:
bereits in vorangegangenen Teilen dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass beim
Vergleich R12 gegen R1 in der durchmesserabhangigen und in der alle
Spotgroflen einbeziehenden Messung bei Spotzahlen unter 50 viele negative
Differenzen (R12-R1) aufgetreten waren. Die negativen Differenzen (R12-R1)
waren Uberwiegend sehr klein, die Angabe der Differenzen als relative Zahlen in
Prozent flhrte bei den geringen Spotzahlen jedoch oft zu hohen Werten, die sich
dann auch in den fur alle Spotzahlen geltenden 95%-Vertrauensintervallen
niederschlugen. Es wurden daher zusatzlich die 95%-Vertrauensintervalle fur die
einzelnen Spotanzahlbereiche untersucht, um so auch Aussagen uber die 95%-
Konfidenzgrenzen bei Spotzahlen Uber 50 zu treffen. Dabei sah man, dass der
untere Intervallwert (R12-R1) nur bei Spotanzahlen unter 50 pro Well den
deutlich negativen Wert [-80.6%] hatte. Im Spotbereich [50-100] lag der untere
Intervallwert bei [-8.81%], im Spotbereich [100-200] betrug er [-3.33%].
Ausgenommen des Bereichs unter 50 Spots zahlte das KS Elispot (R12)
demnach maximal nur bis zu 8.81% (im Gegensatz zum unteren Intervallwert fir
alle Spotanzahlen [-73.6%]) weniger Spots pro Well als das KS Elispot 0.65-
Zoom (R1). Die oberen Grenzen des 95%-Konfidenzintervalls (R12-R1) zeigten
mit [50.35%] flr Spotzahlen [0-50], mit [41.28%] flr Spotzahlen [50-100] und mit
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[51.62%] flr Spotzahlen [100-200] durchwegs positive Werte. Das KS Elispot
zahlte folglich maximal bis zu 51.62% mehr Spots pro Well als das KS Elispot
compact 0.65-Zoom. Die Einbeziehung der Vertrauensintervalle fir die
unterteilten Spotanzahlen macht deutlich, dass die isolierte Betrachtung des fur
alle Spotanzahlen geltenden Konfidenzintervalls zu einer ungenauen

Interpretation fuhren kann und bestatigt deren zusatzlichen informativen Wert.

FUr den Vergleich KS Elispot (R12) mit KS Elispot compact 1.25-Zoom (R4, 4
Bilder pro Well) lautete das 95%-Vertrauensintervall (R12-R4) [-32.5%; 52.9%].
R12 zahlte demnach bis zu 52.9% mehr Spots und maximal 32.5% weniger
Spots als R4. Fur die drei Spotanzahlbereiche [0-50], [50-100] und [100-200]
wurden fur die untere Konfidenzgrenze (R12-R4) die Werte [-35.27%], [-17.61%]
und [-19.9%] bestimmt. Die oberen Konfidenzgrenzen (R12-R4) waren mit
[60.91%] fur Spotzahlen [0-50], mit [29.9%] fur Spotzahlen [50-100] und mit
[25.23%] fur Spotzahlen [100-200] durchwegs positiv. Bei Spotzahlen tUber 50
waren sie deutlich niedriger als die oberen Grenzen des (R12-R1)-
Konfidenzintervalls mit [41.28%)] flUr Spotzahlen [50-100] und mit [51.62%] fur
Spotzahlen [100-200]. R4 zahlte demnach mehr Spots als R1.
Zusammenfassend konnte beobachtet werden, dass die oberen Grenzen der
Vertrauensintervalle (R12-R1) und (R12-R4) deutlich Uber den unteren Grenzen
lagen. Folglich war das Ausmal3, in dem das KS Elispot mehr Spots als das KS
Elispot compact erkannte, deutlich groRer als das, in dem es weniger als das
Compact-System zahlte. FUr den Vergleich der Systeme bedeutete dies, dass
das KS Elispot mehrheitlich mehr Spots erkannte hatte als das KS Elispot
compact. Die oberen Grenzen der (R12-R1)-95%-Vertrauensintervalle wiesen
héhere Werte auf als die der (R12-R4)-95%-Vertrauensintervalle. Das KS Elispot
compact 0.65.Zoom (R1) mal} folglich weniger Spots als das KS Elispot compact
1.25-Zoom (R4).

Die 95%-Konfidenzgrenzen (R12-R1) und (R12-R4) fir kleine Mauspots mit
Durchmessern [20-100um] wiesen bezuglich ihrer oberen Intervallgrenzen
positive Werte auf. Im Vergleich zu den oberen Grenzen der 95%-
Vertrauensintervalle fur alle Spotgréfien zeigten sie einen deutlichen Anstieg in

ihren Werten, wobei die Zunahme beim (R12-R1)-Intervall starker war. Demnach
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war der Unterschied zwischen dem KS Elispot und dem KS Elispot compact bei
kleinen Spots noch ausgepragter nachzuweisen als bei allen Spotgrofen.

Bei groflen Mauspots mit Durchmessern [100-300um] waren die oberen
Intervallgrenzen zwar auch positiv, verglichen mit den fir alle Spotgrofen
geltenden, waren sie jedoch niedriger. Fur die unteren Intervallgrenzen konnten
ebenso kleinere Werte nachgewiesen werden, so dass die Vertrauensintervalle
insgesamt enger wurden. Demgemal} war der Unterschied zwischen dem KS
Elispot und dem KS Elispot compact bei grolRen Spots wesentlich geringer als
bei kleinen Spots und auch geringer als bei der alle Spotgro3en einbeziehenden

Messung.

4.7.2. Aspekte zu den 95%-Konfidenzgrenzen fir Humanspots

Das aus Humandaten ermittelte 95%-Konfidenzintervall (R12-R1) fur den
Vergleich KS Elispot (R12) mit KS Elispot compact 0.65-Zoom (R1) hatte die
Intervallgrenzen [-19.2%; 71.4%)]. Fur den Vergleich KS Elispot (R12) mit KS
Elispot compact 1.25-Zoom (R4) wurde das 95%-Konfidenzintervall (R12-R4) [-
27.3%; 68.4%] bestimmt.

Das KS Elispot zahlte demnach bis zu 71.4% mehr Spots und bis zu 19.2%
weniger Spots als das KS Elispot compact 0.65-Zoom. Beim Vergleich mit dem
KS Elispot compact 1.25 erkannte das KS Elispot bis zu 68.4% mehr Spots und

maximal 27.3% weniger Spots als das Compact-System.

Die 95%-Vertrauensintervalle wurden auch fur einzelne Spotanzahlbereiche
bestimmt. Die oberen Grenzen der Vertrauensintervalle (R12-R1) und (R12-R4)
wiesen dabei durchgehend positive Werte auf. Im Vergleich dazu zeigten die
unteren Intervallgrenzen (R12-R1) und (R12-R4) ausnahmslos deutlich kleinere
Werte, die grofdtenteils negativ waren. Es wurden aber auch positive untere
Intervallgrenzen nachgewiesen. Bei positiver unterer und oberer Intervallgrenze
malf R12 im jeweiligen Spotbereich immer mehr Spots als R1 bzw. R4.

Die Verteilung der Intervallgrenzen zeigte, dass das Ausmal, in dem die KS
Elispot-Ergebnisse Uber den Ergebnissen des Compact-Systems lagen, deutlich

das Ausmaly Ubertraf, in dem sie darunter lagen. Demnach konnte die
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Schlussfolgerung gezogen werden, dass das KS Elispot mehrheitlich mehr Spots
als das KS Elispot compact erkannte.

Die groRten Unterschiede zwischen den beiden Auflosungen des KS Elispot
compact (0.65-bzw. 1.25-Zoom) wurden bei Humanspots bei Spotzahlen Uber
400 gesehen: das KS Elispot hatte beim Vergleich mit dem KS Elispot compact
0.65-Zoom, das nur 1 Bild pro Well erstellt, im Spotbereich [400-600] bis zu
41.77% und im Spotbereich [600-900] bis zu 30.51% mehr Spots gezanhlt,
wahrend es beim Vergleich mit KS Elispot compact 1.25-Zoom, das 4 Bilder pro
Well aufnimmt, im Spotbereich [400-600] nur bis zu 27.3% und im Spotbereich
[600-900] nur bis zu 10.64% mehr Spots identifizierte.

Aus den Ergebnissen der 95%-Konfidenzintervalle fur Maus-und Humanspots

resultierten die folgenden Aspekte:

» Beim Vergleich KS Elispot gegen KS Elispot compact wiesen die oberen
Grenzen der 95%-Vertrauensintervalle durchwegs positive und deutlich
hdhere Werte auf als die unteren Intervallgrenzen, die grofitenteils negative
Werte hatten. Das Ausmal, in dem KS Elispot mehr Spots als KS Elispot
compact erkannt hatte, war deutlich groRer als das, in dem es weniger
Spots als KS Elispot compact gezahlt hatte.

» Die oberen Intervallgrenzen fur den Vergleich KS Elispot gegen KS Elispot
compact lagen bei Verwendung eines Bildes pro Well hdéher als bei
Erstellung von 4 Aufnahmen pro Well. Das KS Elispot compact zahlte bei
Verwendung des 0.65-Zooms weniger Spots als bei Verwendung des 1.25-
Zooms.

» Bei kleinen Spotdurchmessern [20-100pm] waren die 95%-
Vertrauensintervalle weiter und zeigten hohere Werte fir die oberen
Intervallgrenzen als die fur alle SpotgrofRen und fur gro3e Spots ermittelten
95%-Vertrauensintervalle. Die Unterschiede zwischen den Systemen waren
bei kleinen Spots gréfler als bei groRen Spots.

> Bei groBen Spotdurchmessern [100-300um] waren die 95%-
Vertrauensintervalle enger und die oberen Grenzen der 95%-
Vertrauensintervalle kleiner als die der fur alle SpotgroRen und fur kleine
Spots ermittelten 95%-Vertrauensintervalle. Die Unterschiede zwischen den

Systemen waren bei gro3en Spots geringer als bei kleinen Spots.
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Die Uber die 95%-Konfidenzgrenzen getroffenen Aussagen stehen im Einklang
mit den Schlussfolgerungen, die aus dem Vergleich der Differenzmittelwerte und
aus dem graphischen Verlauf in den Bland-Altman-Plots gezogen wurden. Die
Grunde fur die beschriebenen Resultate und fur die Unterschiede zwischen den

beiden Systemen werden im Folgenden erértert (4. 8).

4.8. Aspekte zu Unterschieden zwischen den Systemen

Um den Vergleich der Systeme KS Elispot und KS Elispot compact visualisieren
und quantifizieren zu kénnen, wurden mehrere Methoden eingesetzt. Die aus
ihnen gewonnenen Ergebnisse und Schlussfolgerungen stimmten in ihren
Aussagen uberein.

Demnach erkannte das KS Elispot Uber weite Strecken mehr Spots als das KS
Elispot compact, wobei das KS Elispot compact bei Verwendung nur eines
Bildes pro Well (0.65-Zoom) schlechtere Ergebnisse erzielte als bei 4
Aufnahmen pro Well (1.25-Zoom).

Des Weiteren erwies sich das KS Elispot im Vergleich zum KS Elispot compact
als zuverlassiger bei der Spoterkennung. Auch hier konnte nachgewiesen
werden, dass die Auswertung des KS Elispot compact bei Aufnahme von 4
Bildern pro Well zuverlassiger war als bei Erstellung nur eines Bildes pro Well:
bezlglich des Anteils an falsch-positiven Spots am Gesamtergebnis hatte das
KS Elispot compact bei Verwendung einer Aufnahme pro Well den hochsten
Wert der Systeme bzw. der drei Messanordnungen, sein Anteil an richtig
erkannten echten Spots war am niedrigsten. Bei Aufnahme von 4 Bildern pro
Well konnten bessere Ergebnisse erzielt werden: der Anteil an falsch-positiven
Spots am Ergebnis war kleiner und der Anteil der richtig erkannten echten Spots
stieg. Die Werte lagen jedoch immer noch unterhalb der Ergebnisse, die das KS
Elispot erzielt hatte, das von allen Systemen den wahren Werten am nachsten

kam.

Als ursachlicher Faktor fur diese Ergebnisse ist die ungleiche Auflosung der 2

Systeme bzw. der drei Messanordnungen anzusehen. Das KS Elispot ist mit

einem Auflichtmikroskop, dem Zeiss Axioplan 2 imaging mit Epiplan Neofluar 5x

/ 0,15 Objektiv und Zoomadapter ausgestattet. Uber dieses Mikroskop werden
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pro Well 12 Einzelbilder aufgenommen. Aufgrund der so erreichten hohen
Auflosung betragt die Pixelgrofie bei einem 760x580 Pixel Bild eines Wells ca.
2.6um.

Das KS Elispot compact verwendet ein Stereomikroskop, das Zeiss Stemi 2000
C mit Auflichtbeleuchtung. Bei Wahl des 0.65-Zooms wird von jedem Well ein
Bild aufgenommen. Es resultiert eine Pixelauflosung von 12um. Die Auflésung
kann durch Wahl des 1.25-Zooms gesteigert werden. Bei dieser Einstellung
werden pro Well 4 Einzelaufnahmen angefertigt. Die Systemauflésung
verdoppelt sich, es wird eine PixelgroRe von 6um erreicht.

Die Gegenuberstellung der Auflosungen des KS Elispot und des KS Elispot
compact 0.65-Zoom anhand einer an beiden Systemen erstellten Aufnahme
desselben Wells (Abb. 45, Seite 115) veranschaulicht sehr klar, dass eine

geringe Auflésung Probleme in folgenden Bereichen nach sich ziehen kann:

e Erkennung kleiner Spots

e Unterscheidung echter Spots von Artefakten und Schmutz anhand
der typischen Spotmerkmale

e Sichere Unterscheidung eng zusammen liegender Spots

e Exakte Bestimmung der SpotgroRRe

Die in dieser Arbeit aus dem Vergleich der Systeme gewonnenen Resultate
konnen diese Annahme bestatigen. Sie zeigen, dass das KS Elispot compact
0.65-Zoom, im Vergleich zum KS Elispot compact 1.25-Zoom und zum KS
Elispot, insbesondere bei kleinen Spots schlechtere Messergebnisse lieferte. Bei
grolden Spots lag das KS Elispot compact 0.65-Zoom bezuglich der erkannten
Spotanzahl zwar auch hinter den zwei anderen Systemen zurick, doch nicht in
dem Malie wie bei Spots kleiner Durchmesser.

Neben der GroRe der Spots war die Spotanzahl fir das Messergebnis
bedeutsam. Bei hohen Spotzahlen pro Well (Human >400, Maus >100) war die
Auswertung des KS Elispot compact 0.65-Zoom schlechter als die der anderen
Systeme. Bei hohen Spotzahlen sind die einzelnen Spots oft nicht gleichmaRig
und klar voneinander getrennt auf dem Nitrozelluloseboden verteilt, sondern

konnen aneinander grenzen und Uuberlappen. Ein System mit geringerer
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Auflésung kann eng zusammenliegende Spots oft nicht klar identifizieren und

erfasst sie als einen grof3en Spot.

Zusatzlich zur Auflosung kann als weiterer Faktor die Sorgfalt, mit der die
einzelnen Arbeitsschritte der Elispot-Methode durchgefliihrt wurden, die
Ergebnisse der Systeme beeinflussen. Die resultierende Qualitat der Spots auf
den Boden der Mikrotiterplatten ist fur eine optimale Spoterkennung durch das
Auswertungssystem von grofer Wichtigkeit. Im idealen Fall wurden die Elispot-
Platten so prapariert, dass die Spots die typische Merkmale aufweisen: sie sind
rund, gehen am Rand aber flieRend in den Hintergrund tUber und haben somit
keine scharfe Begrenzung, ihre Farbintensitat ist im Zentrum am hochsten und
nimmt zum Rand hin kontinuierlich ab. Um starke Uberlagerungen zu vermeiden,
sollten die Spots zudem gleichmafig und in einer nicht zu hohen Anzahl Gber
das Well verteilt sein. Weiterhin sollten die Platten fir ein optimales Lesen durch
die automatisierten Systeme kaum Artefakte, Schmutz und Untergrundfarbung
aufweisen.

Die Nitrozelluloseboden der in dieser Arbeit verwendeten Humanplatten wiesen
Spots mit sehr gut ausgepragten, typischen Spotmerkmalen auf, sie zeigten
relativ. wenige Artefakte und hatten keine Untergrundfarbung. Bei den
Mausplatten war eine leichte Untergrundfarbung festzustellen, die Verteilung der
Spots war etwas unregelmallig und die Anzahl der Artefakte lag hoher als bei
den Humanplatten.

Aus den Datenauswertungen war zu entnehmen, dass die grof3ten Unterschiede
zwischen den beiden Zoom-Einstellungen 0.65 und 1.25 des KS Elispot compact
bei Mausplatten schon bei Spotzahlen tUber 100 gesehen wurden, wahrend sie
bei Humanplatten erst bei Spotzahlen Uber 400 auftraten. Die Unterschiede
zwischen den Systemen waren bei Mausspots bereits bei kleineren
Spotanzahlen pro Well erkennbar, obwohl die Maus-Elispot-Proben im Vergleich
zu den Humanplatten geringere Spotanzahlen pro Well aufzeigten und der Anteil
kleiner Spotdurchmesser bei ihnen niedriger als bei den Elispot-Proben mit
Humanspots lag. Dies konnte vorrangig dadurch erklart werden, dass die
Mausplatten mehr Artefakte, Schmutz und eine starkere Untergrundfarbung als
die Humanplatten aufwiesen. Zudem kann es durch die groReren Durchmesser

der Mausspots bei der gleichzeitig unregelmaRigen Spotverteilung leichter als
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bei Human-Proben zu Uberlappungen gekommen sein. Die Anzahl der
Humanspots pro Well war zwar hoher, doch hatten diese kleinere Durchmesser
und waren regelmaflig auf den Nitrocellulosebdden verteilt. Demzufolge hangt
eine gute  Auswertung von  Elispot-Platten  durch  automatisierte
Bildanalysesysteme nicht zuletzt auch von einer optimalen Praparation der
verwendeten Elispot-Proben ab.

Diese Arbeit belegt den Einfluss des verwendeten automatisierten
Auswertungssystems auf das Ergebnis der Elispot-Methode. Sie zeigt weiterhin
die Abhangigkeit einer optimalen Auswertung von der Praparation der Elispot-
Proben auf. Dies sollte in der Standardisierung und Validierung der Methode

mitberucksichtigt werden.
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5. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit hatte das Ziel, erstmals unterschiedliche automatisierte
Bildanalysesysteme in der Auswertung von Elispot-Proben miteinander zu
vergleichen. Neben dem Vergleich der Anzahl der gemessenen Spots, sollten
die Zeit fur die Messungen, die Genauigkeit, Richtigkeit und Prazision untersucht
werden. Weiterhin sollten die Zuverlassigkeit der Messungen sowie die
EinflussgroRen der einzelnen Bildanalysesysteme gepruft werden. Es wurden
Elispotproben von verschiedenen Spezies (Maus und Human) und von
verschiedenen unabhangigen Arbeitsgruppen verwendet.

Die verglichenen Bildanalysesysteme bestanden aus den aufeinander
abgestimmten Komponenten Mikroskop, Farbkamera, Motortisch mit Steuerung,
Analysesoftware und Rechner. Sie unterschieden sich in ihren Mikroskopen, in
der Anzahl der pro Well aufgenommenen Bilder und in der damit erreichten
Bildpunktauflosung. Beim KS Elispot wurden im Auflichtmikroskop pro Well 12
Bilder Uber eine Farbkamera aufgenommen, die Bildpunktauflésung fur ein
760x580 Pixel Bild eines Wells betrug 2.6um. Beim KS Elispot compact 0.65-
Zoom-Einstellung wurde im Stereomikroskop pro Well 1 Bild Uber eine
Farbkamera aufgenommen und eine Bildpunktaufldsung von 12um erreicht.
Beim KS Elispot 1.25-Zoom-Einstellung wurden im Stereomikroskop 4 Bilder pro
Well Gber eine Farbkamera erstellt, die Bildpunktaufloésung betrug 6um.

Im Bezug auf den Faktor Zeit war das KS Elispot compact dem KS Elispot
deutlich Uberlegen. Bei Verwendung eines Bildes pro Well bzw. 4 Bildern pro
Well wertete das KS Elispot compact eine komplette 96-Well-Mikrotiterplatte bis
zu 6 Mal schneller bzw. mindestens doppelt so schnell aus wie das KS Elispot.
Die hohe Auflosung des KS Elispot resultiert in einer langen Auswertungszeit der
einzelnen Platten. Werden grof3e Mengen von Elispot-Proben ausgewertet, so
bietet das KS Elispot compact aufgrund seiner kurzeren Messzeiten eine
deutliche Ersparnis an Zeit und damit gegenuber dem KS Elispot unter diesem
Gesichtspunkt einen entscheidenden Vorteil. Die Variabilitdt der Messungen lag
bei allen Systemen niedrig, ohne nennenswerte Unterschiede zwischen den
Systemen. Die hdchste Zuverlassigkeit bei der Spoterkennung konnte fur das
System KS Elispot nachgewiesen werden. Es erkannte nahezu alle echten Spots

und mehr echte Spots als das KS Elispot compact. Das KS Elispot wies im
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Gegensatz zum KS Elispot compact keine falsch-positiven Spots auf. Bei
Verwendung von 4 Bildern pro Well arbeitete das KS Elispot compact
zuverlassiger als bei Erstellung von nur einer Aufnahme pro Well: der Anteil an
falsch-positiven Spots am Ergebnis sank und der Anteil der richtig erkannten
Spots stieg. Die Werte lagen jedoch immer noch unterhalb der Ergebnisse, die
das KS Elispot erzielt hatte.

Das KS Elispot compact erkannte grundsatzlich in denselben Wells weniger
Spots als das KS Elispot, das der tatsachlichen Anzahl der Spots am nachsten
kam. Bei Verwendung von nur einer Aufnahme pro Well identifizierte das KS
Elispot compact deutlich weniger Spots als bei Aufnahme von 4 Bildern pro Well.
Die deutlichsten Unterschiede zwischen den beiden Systemen KS Elispot und
KS Elispot compact wurden bei der Messung durch das KS Elispot compact mit
einem Bild pro Well bei Spotzahlen Uber 100 bei Mausspots und Uber 400 bei
Humanspots gesehen. Die zwischen dem KS Elispot und dem KS Elispot
compact nachgewiesenen Unterschiede waren bei kleinen Spots (bis 100um)
deutlich grofer als bei Spots groRerer Durchmesser.

Der Vergleich der Systeme erbrachte, dass das hochauflésende KS Elispot eine
bessere Auswertungsqualitat als das KS Elispot compact bietet, insbesondere
bei der Auswertung von Elispot-Proben, die sehr viele und zudem sehr kleine
Spots enthielten. Beim KS Elispot compact war die Messung mit 4 Bildern pro
Well der Auswertung mit nur einem Bild pro Well bezlglich der Zuverlassigkeit
klar Uberlegen. Bei Verwendung des KS Elispot compact sollte deshalb bei sehr
kleinen Spots zumindest die mit 4 Bildern pro Well arbeitende Einstellung
gewahlt werden. Weiterhin ist zu bemerken, dass eine optimale Auswertung von
Elispot-Proben durch automatisierte Reader-Systeme malgeblich durch die
Praparation der verwendeten Elispot-Proben und die daraus resultierende
Qualitat der Spots beeinflusst wird. Zahlreiche Artefakte, eine starke
Untergrundfarbung oder nicht deutlich ausgebildete typische Spotmerkmale
konnen die Messergebnisse eines Systems beeintrachtigen. Hierbei wurde das
KS Elispot compact System starker beeinflusst als das KS Elispot System.

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die Auswertung der Elispot-
Proben und damit die gewonnenen Ergebnisse von dem verwendeten,
automatisierten Lesesystem abhangen. Die hier dargelegten Informationen Gber

das Auswertungsvermdgen der verschiedenen Reader-Systeme koénnen

131



individuell genutzt werden. Die Arbeit unterstreicht den hohen Stellenwert der
Standardisierung, Validierung und Optimierung aller Komponenten der Elispot-
Methode. Dies ist auch gerade in Bezug auf die Weiterentwicklung dieser

Technik und die Eréffnung von weiteren Einsatzspektren unerlasslich.
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