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Einleitung

1 Einleitung

Die Schilddruse (SD) spielt als grote rein endokrine Drise des Menschen eine
wichtige Rolle im Hormonhaushalt. Unter anderem sind die Schilddrisenhormone
(SDH), Triiodthyronin (T3) und Thyroxin (T4), fur den Energiestoffwechsel, sowie die
korperliche und mentale Entwicklung von grof3er Bedeutung. (1) (2) (3)

Storungen der Schilddrisenfunktion sind neben lodmangel haufig autoimmunen
Ursprungs, wobei eine Pravalenz der autoimmunen Schilddriasenerkrankungen (AITD)
von 5% angenommen wird. Damit ist die SD das am haufigsten von autoimmunen
Erkrankungen betroffene Organ des Menschen. Die Hauptvertreter der AITDs sind die
Hashimoto Thyreoiditis (HT) und der Morbus Basedow (englisch: Graves Disease)
(GD). (4) (5) (6)

Im Rahmen dieser Erkrankungen kommt es zur Infiltration der Schilddrise mit
autoreaktiven T- und B- Zellen, die zum einen uber zellvermittelte Zytotoxizitat aber
auch Uber die Markierung von Antigenen durch Autoantikdrper zu Storungen der
Schilddrasenfunktion fuhren. (7) (8) Dabei kommen TSH-Rezeptor Antikorper (TRAK)
hauptsachlich bei Morbus Basedow vor, wahrend Thyreoglobulin-Antikorper (Tg-Ak)
und Thyreoperoxidase-Antikorper (TPO-Ak) sowohl bei Basedow als auch bei HT

vorhanden sein konnen. (4) (9)

TPO-Ak lassen sich bei Uber 90% der HT-Patienten und bei 75% der Basedow-
Patienten nachweisen. Sie richten sich gegen die Thyreoperoxidase (TPO), ein
entscheidendes Enzym im Syntheseprozess der SDH. (10) Die TPO katalysiert mithilfe
von Wasserstoffperoxid (H202) die Bindung des lodids an Thyreoglobulin (Tg)
wodurch Monoiodthyreoglobulin (MIT) und Diiodthyreoglobulin (DIT) entsteht. Im
nachsten Syntheseschritt katalysiert die TPO die Ubertragung von einer oder zwei
lodgruppen auf ein DIT, wodurch T3 oder T4 entsteht. (11) (12)

In ihrer Funktion als Antikorper, konnen TPO-Ak die TPO inhibieren, wodurch weniger
SDH produziert werden. (13) Sie kdonnen aber auch eine Antikorper-abhangige
zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) induzieren, indem sie T-Killerzellen aktivieren, (13)
oder durch die Bindung von Complementfaktoren zu einer Complement-vermittelten
Zytotoxizitat fuhren. (14)

Aufgrund ihres haufigen Vorkommens in erhdhten Konzentrationen bei AITD ist die
Messung der TPO-Ak ein integraler Bestandteil deren Diagnostik und
1
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Verlaufskontrolle. (15) (16) Schon seit Uber 60 Jahren werden TPO-Ak mit sich standig
verbessernden Methoden bestimmt. (17) Aufgrund fehlender Standardisierung und
mangelnder Harmonisierung der Methoden zur Bestimmung der TPO-Ak weisen diese
auch heute noch eine hohe analytische Variabilitat auf, was ihren diagnostischen
Gebrauch erschwert. (15) (18) (19) (20)

Zum einen aus okonomischen, aber vor allem aus Grunden der Patientensicherheit

ware eine Verbesserung der Harmonisierung von aul3erster Wichtigkeit. (19)

Weltweit forschen mehrere Arbeitsgruppen an Messmethoden zur TPO- Ak, um die
Unterschiede der auf dem Markt befindlichen Assays zu quantifizieren, Ursachen fur
diese zu finden und Vorschlage anzubringen durch welche MalRnahmen sich die
Variabilitat der Assayergebnisse verringern lief3e. (15) (18) (20) (21) (22)

Ziel dieser statistischen Arbeit war es, die Differenzen der Messergebnisse zweier
zuvor noch nicht miteinander verglichenen Assays, dem Anti- TPO Assay von Roche
Diagnostics GmbH und dem Anti-TPO Assay von Immunodiagnostic Systems (IDS),
zu quantifizieren und mogliche Ursachen fur diese zu finden. Ebenso wurden die
qualitativen Ergebnisse der Assays auf Ihre klinische Ubereinstimmung hin untersucht.
Zusatzlich wurden die Ergebnisse des Anti-TPO-Antikorper Assays von Immulite 2000,
von Siemens Healthineers analysiert und mit dem Fokus auf ihrer qualitativen
Auspragung mit in den Vergleich einbezogen. Die im Rahmen der TPO-Ak Messung
von Immulite 2000 gewonnenen Daten sind der Dissertation von L. Schenk-
Schlautmann zugehorig, wurden der Vollstandigkeit halber aber in diese Arbeit
integriert. Diese Dissertation befindet sich momentan in der Schaffensphase.

Zu diesem Zweck wurden 250 Seren aus der Serenbank des molekulargenetischen
Labors der 1. Med. Klinik der Universitatsmedizin Mainz in Zusammenarbeit mit dem
Zentrallabor der Universitatsklinik Mainz und einem auswartigen Labor sowohl mit dem
Assay von Roche Diagnostics, dem von Siemens Healthineers als auch mit dem von
IDS-iSYS gemessen. Das Patientenkollektiv setzte sich aus jeweils 100 Patienten mit
HT und Basedow, als auch 50 schilddriusengesunden Patienten zusammen. Die auf
diesem Weg erhaltenen Messergebnisse wurden daraufhin statistisch ausgewertet.



Literaturdiskussion

2 Literaturdiskussion

2.1 Makro- und Mikroanatomie der Schilddrise

Die Schilddrise ist eine in den Hals, ventral des Schildknorpels, eingebettete
endokrine Druse. Sie besteht aus den lateralen Schilddrisenlappen, welche in Uber
90% der Falle (23) Uber einen sogenannten Isthmus miteinander verbunden sind. Der
Processus pyramidalis, welcher ein Relikt der embryonalen Entwicklung der
Schilddruse darstellt (1) ist in ca. 50% der Falle (23) als eine schmale Erweiterung der
Schilddruse nach cranial vorhanden. Das Volumen der Schilddruse betragt bei Frauen
zwischen 10-15ml und bei Mannern zwischen 12-18ml. (24) Damit ist die Schilddrise
das grofte, rein endokrine Organ des Menschen. (1)

Auf mikroanatomischer Ebene besteht die Schilddriuse aus Follikeln, ihren
funktionellen Einheiten, welche hauptsachlich mit Kolloid gefullt sind. Die Follikel sind
umgeben von einer Schicht aus Follikelzellen, welche an ihrer apikalen Membran die
Bestandteile des Kolloids sezernieren. (1) (25) (26) Dieses Kolloid besteht
hauptsachlich aus dem Glykoprotein Thyreoglobulin, woraus im Follikellumen die SDH
T3 und T4 produziert werden. (1)

Auch die Aktivitat der Follikel lasst sich histologisch beurteilen, da aktivierte
Follikelzellen eher eine kubische Form, inaktive eher eine flache Form annehmen. (1)
(25)

Neben den Follikeln liegen im spatium interfolliculare die C- Zellen, welche als
Calcitonin sezernierende Zellen eine Rolle im Calcium Haushalt spielen sowie ein
dichtes Netz an Kapillaren, um die stetige Versorgung der Follikelzellen mit frischem
Blut zu gewahrleisten. (1) (25)

2.2 Physiologie der Schilddrise

2.2.1 Thyreotroper Regelkreis

Die SDH T3 und T4 sind unter anderem essenziell fur die normale geistige und
korperliche Entwicklung, das Wachstum und den Energiestoffwechsel. (2) (3) (26) (27)
Um ihre Serumkonzentration stabil zu halten, unterliegt inre Sekretion einem negativen

Feedbackmechanismus auf Transkriptionsebene. (28) Dabei kommt es zu einer

3
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Liganden-abhangigen Repression durch einen Komplex aus T3 und SDH- Rezeptoren
an den Promotoren der TRH und TSH- Gene. (28)

Die klassische Schleife der negativen Ruckkopplung (auch: Astwood- Hostkins loop)
(29) findet an thyreotropen Zellen der Adenohypophyse statt wobei bei hohen SDH-
Spiegeln die Produktion des Thyroidea stimulierenden Hormons (TSH) reduziert wird
wodurch wiederum weniger T3 und T4 gebildet werden.(28)

Eine weitere Schleife der negativen Ruckkopplung wird auch als ,long feedback
control® oder ,Fekete-Lechan loop“ bezeichnet. (29) Dabei binden bei hohen
Serumkonzentrationen der SDH diese im Hypothalamus an
Schilddrusenhormonrezeptoren (SDHR) und hemmen die Freisetzung von
Thyreotropin releasing homone (TRH). (30)

Neben oben genannten Feedback Mechanismen besteht noch ein sogenannter ,ultra-
short feedback loop“ bei dem TSH autokrin und parakrin die thyreotropen Zellen der
Adenohypophyse selbst hemmt. (29)

Insgesamt kommt der Ruckkopplung Uber die TSH- Konzentration die Hauptrolle in der
Regulation der thyreotropen Hormonachse zu. (31)

Hypothalamus

T3
T4

Schilddrise

Abbildung 1: Thyreotroper Regelkreis. Grafik Eigenkreation
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Sind die SDHR der Regulationsinstanzen allerdings unbesetzt, fallt nicht nur die
Hemmung weg und die Produktion von TRH und TSH wird standardmaliig
wiederaufgenommen, sondern es kommt zu einer Liganden- unabhangigen

Aktivierung, wodurch vermehrt TRH und TSH produziert und sezerniert werden. (28)

2.22 TRH und TSH

TRH wird hauptsachlich im nucleus paraventricularis (NPV) des Hypothalamus
synthetisiert und spielt neben seiner Funktion als Neurotransmitter eine zentrale Rolle
in der Regulation der Hypothalamus-Hypophysen- Schilddrisen- Achse. (32) (33) (34)
Es wurde 1969 als erstes hypothalamisches Neuropeptid entdeckt. (35)

Das fertige TRH besteht aus nur 3 Aminosauren, welche posttranslational aus einem
grolReren Vorlauferprotein isoliert und modifiziert wurden. (33) (36) Das Gen fur TRH
liegt auf Chromosom 6 und umfasst 3 Exone. (34)

TRH stimuliert in zirkadianer Rhythmik (37) die Synthese und Freisetzung von TSH
aus thyreotropen- und Prolaktin aus mammotropen Neuronen der Adenohypophyse.
Damit erflullt es neben seiner Funktion als thyreotropin releasing Hormon auch eine
Funktion als Prolaktin releasing Hormon (PRH). (33) (34) (38) Dopamin hat dagegen
eine hemmende Wirkung auf die Synthese von TSH. (39)

Das synthetisierte TRH wird intrazellular in sekretorischen Granulae gelagert, womit
es vor dem Abbau durch die Prolin- Endopeptidase und die Pyroglutamyl Peptidase |
geschutzt ist. Diese Vesikel werden Kalzium (Ca2+) abhangig exozytiert wodurch TRH
uber die eminentia mediana in den hypophysaren Venenplexus gelangt. (40) (41)

An den thyreotropen Zellen der Adenohypophyse angekommen, bindet TRH an den
TRH-Rezeptor-1. Dieser G- Protein gekoppelte Rezeptor fuhrt Uber eine Aktivierung
der Phospholipase C zur Bildung von Inositol — 3 Phosphat (IP3) und Diacylglycerin
(DAG) was wiederum zu einer Erhohung der intrazellularen Ca2+ Konzentration fuhrt.
Ca2+ selbst aktiviert die Proteinkinase C, welche Uber den fur die Hypophyse
charakteristischen Transkriptionsfaktor Pit1 zur Synthese und Freisetzung von TSH
fuhrt. (33) (34) (36) (42)
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TSH, als eines der Glycoproteinhormone, besitzt Uber seinen Rezeptor an den
Thyreozyten eine zentrale Rolle in der Regulation der Serumspiegel der SDH sowie
der Entwicklung und dem Wachstum der Schilddruse selbst. (34) (40) (43) (44)

Es besteht aus einer alpha und einer beta Untereinheit welche nicht kovalent
gebunden sind, wobei nur die beta Untereinheit fur TSH spezifisch ist. Alle
Gylcoproteinhormone, zu denen neben TSH auch das Luteinisierendes Hormon (LH),
das Follikel stimulierendes Hormon (FSH) und das Choriongonadotropin (CG) zahlen,
besitzen dieselbe alpha Untereinheit. Diese alpha Kette wird auf Chromosom 6 kodiert
und umfasst 4 Exone, wohingegen die TSH spezifische beta Kette auf Chromosom 1
kodiert wird und 3 Exone umfasst. (34) (39)

Der TSH-Rezeptor (TSHR) gehdrt zur Familie der G-protein gekoppelten Rezeptoren
und ist mit einer Exodomane von 45.2kDa, welche allein etwa die Halfte seines
Gesamtgewichts ausmacht, ein sehr grol3es Exemplar dieser Rezeptorfamilie. (45) Die
geschatzte Zahl der TSHR pro Thyreozyt betragt 1000. (31)

Der TSHR ist, im Gegensatz zu anderen Glycoproteinhormon-Rezeptoren
konstitutionell aktiv. Allerdings kdnnen Mutationen im Rezeptorgen zu einer Erhdhung
seiner Grundaktivitat fuhren und durch Bindung von TSH kann er vollstandig aktiviert
werden. (44)

Der intrazellulare Signalweg des TSHR fuhrt hauptsachlich uUber das cyclische
Adenosinmonophosphat (CAMP) (44) (46) aber auch Uber IP3 und DAG. (44) cAMP
stimuliert die Aufnahme von lodid, die Freisetzung der SDH und das Wachstum der
SD wohingegen IP3 und DAG die Hormonproduktion erhdhen. (40) (47)
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223 T3und T4

2.2.3.1 Synthese und Freisetzung von T3 und T4
Die Synthese der SDH ist eng mit dem histologischen Aufbau der Schilddrise selbst
verbunden. (2.1) (26)

lodid als essenzielles Element der SDH, wird im Gastrointestinaltrakt aufgenommen,
Uber das Blut im Kdrper verteilt und in den Follikelzellen konzentriert. (26) (47) Uber
den Na+/I- Symporter (NIS), der sich in der basolateralen Zellmembran der
Follikelzellen befindet, sind sie in der Lage, lodid um den Faktor 20-40 aus dem
Plasma zu konzentrieren.(2) (47) (48) Die Funktion des NIS beruht auf der
Natrium/Kalium Pumpe (Na+/K+ Pumpe), welche ebenfalls in der basolateralen
Membran der Thyreozyten lokalisiert ist. Sie erzeugt ein nach intrazellular gerichtetes
Natrium Geféalle welches der NIS als sekundar aktiver Transporter nutzt, um zwei
Natrium- sowie ein lodid Atom in die Zelle aufzunehmen. (26) (47) Die Expression des
NIS ist hauptsachlich TSH abhangig, (26) (47) jedoch spielt die intrazellulare lodid
Konzentration ebenfalls eine Rolle. (48) (49) Bei Uber ein bis zwei Tage anhaltenden,
hohen, intrazellularen lodid Konzentrationen sinkt die SDH-Synthese, was auch als
Wolff-Chaikoff Effekt bekannt ist. (49) (50)

Durch die aktive, intrazellulare Konzentration von lodid, ausgehend von der
basolateralen Zellmembran, findet der Transport an der apikalen Zellmembran ins
Follikellumen passiv uber Transportmolekule statt. (51) Dieser Prozess ist auch als
lodid Efflux bekannt. (26) Die Transporter Pendrin (52) (53), Chlorid channel 5 (54)
und Anoctamin-1 (55) spielen dabei eine entscheidende Rolle. Durch die
intrafollikulare Organifikation des lodids wird dieser Gradient aufrechterhalten, womit

lodid apikal weiterhin passiv aus den Follikelzellen ausstromen kann. (51)

Die Organifikation des lodids findet am Ubergang zwischen der apikalen Zellmembran
und des Follikellumens statt.(51) (56) Dabei spielt das Glykoprotein Tg, welches in den
Thyreozyten selbst synthetisiert und an der apikalen Zellmembran ins Follikellumen
exozytiert wird, eine entscheidende Rolle.(26) (1) Tg liegt in homodimerisierter Form
vor, das heildt, dass es aus zwei identischen Untereinheiten besteht welche beide
mehrere Thyrosin-Reste aufweisen, an die lodid im Verlauf der Synthese der SDH
kovalent gebunden wird. (12) (26) (57)

Diese Reaktion wird von der TPO, die unter anderem innerhalb der apikalen

Plasmamembran zu finden ist, katalysiert. (56) (58) Sie nutzt das von der dualen
7
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Oxidase 1 und 2 (DUOX1) (DUOX2) synthetisierte H202 um lodid an Thyrosin-Reste
von Tg zu binden. (26) (59)

Dabei entsteht zunachst MIT. Je mehr lodid an Tg gebunden wird, desto mehr wird,
aus energetischen Grunden, die Bildung von DIT beglnstigt, wodurch die
Wahrscheinlichkeit fur die SDH-Bildung verbessert wird. (12) (60)

Die Synthese von T3 und T4 findet ebenfalls an den Thyrosin-Resten eines Tg-
Proteins statt. Dabei katalysiert TPO die Ubertragung von einer oder zwei lod-Gruppen
eines MIT oder eines DIT auf ein DIT womit T3 oder T4 entsteht. (56) (61)

Das iodierte Tg wird innerhalb der Follikel gespeichert und bildet den Hauptbestandteil
des Kolloids. (11) Diese Speicherung ist wichtig fur die Stabilitat des Serumspiegels
der SDH, da so Zeiten der geringen Aufnahme oder des erhdhten Verbrauchs von lod
und SDH Uberstanden werden konnen. (1) (12) (51)

Bindet TSH nun basolateral an den TSHR wird die Endozytose via Pinozytose von Tg
induziert. (1) (26) (62) Innerhalb der endozytierten Vesikel werden MIT, DIT, T3 und
T4 enzymatisch von Tg abgespalten. Dabei gehen MIT und DIT jedoch nicht verloren,
sondern werden von der lodthyrosindehalogenase 1 (DEHAL1) recycelt. (11) (26) (63)

Die SDH werden Uber Transporter in der basolateralen Membran in den Korper
freigesetzt und vom dichten Kapillarnetz der Schilddrise in den Blutkreislauf
aufgenommen (26) (51). Dabei spielt der Monocarboxylase Transporter 8 (MCT8), der
SDH sowohl nach intrazellular wie auch nach extrazellular transportieren kann, eine
wichtige Rolle. (2) (64)

Im Rahmen der Freisetzung der SDH betragt der Anteil des Prohormons T4 80%,
wahrend T3 als die aktive Form der SDH nur zu 20% direkt sezerniert wird. (2) (65)

2.2.3.2 Physiologisches Verhalten von T3 und T4

Im Blut liegen die SDH aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften hauptsachlich in
gebundener Form vor. (66) Insgesamt sind dabei uber 99% von sowohl T3 als auch
T4 (66) (67) entweder an das Thyroxin bindende Globulin (TBG) (ca. 60%), das
Thyroxin bindenden Praalbumin (TBPA) (ca. 30%) oder Serum Albumin (SA) (ca. 10%)
reversibel gebunden. (68) Nur der kleine, frei im Plasma vorliegende Anteil der SDH
kann auf Zellebene seine hormonelle Wirkung entfalten. (2) (67) Die SDH-

8
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Bindungsproteine dienen als SDH-Reservoir (2), verringern den lodverlust wahrend
des Abbaus der SDH und spielen vermutlich eine Rolle beim gezielten Transport
derselben. (66)

Da durch genetische Varianten der SDH-Bindungsproteine deren Quantitat sowohl
erhoht als auch erniedrigt sein kann, wahrend im Zielgewebe physiologische
Konzentrationen von freiem T3 (fT3) und T4 (fT4) herrschen, hat es sich etabliert zur
laborchemischen Bestimmung des Funktionsstatus der Schilddrise neben TSH das
fT3 und fT4 zu messen. (67) (69) (70)

Um in die Zielzelle zu gelangen sind die SDH allerdings auf Transporter angewiesen.
(2) (71) Dazu zahlt unter anderem der L-Type aminoacid transporter 1 (Lat1) (72),
welcher fur die SDH-Aufnahme in Neurone, Astrozyten und eventuell weitere Zelltypen
verantwortlich ist (2) und der MCT8-Transporter, welcher in der Leber, der Nieren dem
Gehirn und vielen weiteren Organen exprimiert wird.(2) (73)

Um in den Zielgeweben eine konstante und an den Bedarf angepasste Konzentration
von SDH zu gewabhrleisten, konnen durch membranstandige Deiodinasen (Dio) SDH
sowohl aktiviert als auch inaktiviert werden.(74) (75) (76) Es existieren mehrere
Varianten dieses selenocystein-enthaltenden Enzyms, denen gemein ist, dass sie eine
lod-Gruppe von SDH abspalten konnen.(75) (77) Dio1 und Dio2 aktivieren T4 zu T3,
indem sie die lodgruppe am aufleren Ring (5°) entfernen, (74) (78) wohingegen vor
allem Dio3 und zu einem geringeren Anteil auch Dio1 (79) ihre Deiodinaseaktivitat am
inneren Ring (5) entfalten, wodurch sowohl T3 als auch T4 inaktiviert werden. (74)

Aufgrund der gewebeabhangigen, lokalen Verfugbarkeit der Dio1 und Dio3 konnen die
SDH-Spiegel lokal an die Bedurfnisse der entsprechenden Gewebe angepasst werden
und sind damit nahezu unabhangig von der Menge der zirkulierenden SDH. (2) (80)

Innerhalb der Zelle entfalten die SDH ihre Wirkung hauptsachlich tber die Bindung an
den nuklearen SDH- Rezeptor alpha1 und beta1. (78) (81) (82) Es wird diskutiert, dass
SDH-Rezeptoren aufgrund ihrer Fluktuation zwischen Zytosol und Nucleus den SDH
— zusatzlich zur Diffusion - als ,Fahre® dienen konnten, um die Kernmembran zu
uberwinden. (81) (83) (84) Der Komplex aus SDH-Rezeptor und T3 wirkt dann als
liganden abhangiger Transkriptionsfaktor, indem er an SDH-Response Elemente
verschiedener Gene bindet, wodurch deren Transkription entweder aktiviert oder
gehemmt wird. (78) (81) (82)
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2.2.3.3 Wirkung der Schilddriisenhormone T3 und T4

Die physiologische Wirkung der SDH ist gewebeabhangig und reguliert viele Aspekte
der Entwicklung, des Wachstums und des Metabolismus. (85) (78) Dabei sind sie an
der Regulation und Proliferation von Stammzellen beteiligt, wodurch sie ihre wichtige
Rolle im Wachstum und der Entwicklung einnehmen. (76) Sie sind von essenzieller
Wichtigkeit fur die normale Entwicklung des Gehirns. (76) (85) (86). Im
Gastrointestinaltrakt sind SDH mitverantwortlich fur die Leberzellproliferation nach
Leberteilresektion (87), im Pankreas stimulieren sie die Proliferation und das
Uberleben von beta-Zellen (88) und im Darm sorgen sie fir eine physiologische
Motilitat. (89) Sie regulieren die Lipogenese und Lipolyse sowie den Cholesterin- und
den Kohlenhydratstoffwechsel. (90) Somit ist der Grundbedarf abhangig von der
Menge an SDH. Dies betrifft auch die Skelettmuskulatur, in welcher sie den
Energiekonsum sowie die Warmeproduktion bei Aktivitdt stimulieren. (91) Die
Hautdurchblutung, Haarstruktur- und Follikel werden ebenso durch SDH reguliert wie
die Entwicklung der Cochlea und der Retina. (76) (92). Innerhalb des
Knochenstoffwechsels stimulieren sie das Wachstum, sorgen aber auch beim
Erwachsenen fur ein Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau- und Abbau. (76) Im
Herz erhdhen SDH unter anderem die Sensitivitat fur normale sympathomimetische
Reize wodurch sie eine positiv, inotrope, lusitrope, chronodrope und dromotrope
Wirkung haben. (93)

2.3 TPO und TPO-Antikorper

231 TPO

TPO ist das hauptverantwortliche Enzym in der Synthese der SDH und kommt als
ham-enthaltendes Glykoprotein in der apikalen Plasmamembran der Thyreozyten vor.
(10) (56) (58) Das TPO-Gen auf Chromosom 2 besteht aus 17 Exons. (94) (95) Es
codiert die aus 933 Aminosauren bestehende TPO-1. (96) Durch alternatives Splicing
werden noch weitere TPO Varianten gebildet, wobei nicht fur alle Varianten die
physiologische Funktion bekannt ist. (26) (94) TPO 1 besteht aus einer extrazellularen
Domane am N-Terminus, einer Transmembrandomane und einer intrazellularen
Domane am C-Terminus. (10) AulBerdem enthdlt sie 5 mogliche
Glykosylierungsstellen. (96) Die N-terminale Region der TPO 1 zeigt Ahnlichkeiten mit

dem Enzym Myeloperoxidase (MPO).(10) Insgesamt ist die TPO zu 42% identisch mit
10
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der MPO, (97) deren Tertiarstruktur beschrieben werden konnte. (98) Die exakte
Tertiarstruktur sowie Quartarstrukur der TPO 1 ist derzeit allerdings unbekannt. (10)
(99)

Posttranslational wird die TPO 1 glykosyliert, dimerisiert und am N-Terminus innerhalb
der MPO- Domane kovalent mit einer Ham-Gruppe verbunden. (100) (101) Die
kovalente Bindung der Ham-Gruppe geschieht autokatalytisch durch H202. (102) Sie
ist wichtig fur den Weitertransport zur apikalen Zellmembran und bildet das aktive
Zentrum des Enzyms. (56) (95) (102)

Momentan sind wissenschaftlich einige Fragen zur TPO noch ungeklart. So ist, neben
der unbekannten Tertiar- und Quartarsruktur, der exakte Ort der Dimerisierung der
TPO-Monomere noch unbekannt (95) (99) AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die
Ektodomane von TPO sowohl als Dimer als auch als Monomer vorliegen konnte. (99)
Es wurden auch zwei Modelle entwickelt, wonach das aktive Zentrum sowohl intra- als

auch extrazellular liegen konnte. (99)

2.3.2 TPO als Autoantigen

TPO ist eines der haupt- Antigene bei autoimmunen Schilddrisenerkrankungen wie
der Hashimoto-Thyreoiditis oder dem Morbus Basedow. (10) (99)

Die exakte Struktur der Epitope des TPO-Molekuls, welche von Autoantikdrpern
erkannt werden, ist derzeit noch unbekannt und bedarf der genauen, hoch-
aufldsenden Aufklarung der Tertiar -und Quartarstruktur. (10) (99)

Allerdings wurden zwei diskontinuierliche Abschnitte der TPO, welche hauptsachlich
in der MPO-ahnlichen Domane liegen, (103) als Epitope beschrieben. Sie werden als
immunodominante Region A und B (IDR A) (IDR B) bezeichnet. (10) (97) (103) Es gibt
zwar unterschiedliche Epitope, jedoch ist das Verhaltnis, in welchem die TPO-AK IDR
A und/oder IDR B erkennen patientenspezifisch, Uber die Zeit stabil und wird genetisch
in der Familie weitergegeben. (97) (104)

Auf IDR A liegen die Antikorper-Bindungsstellen vermutlich zu weit voneinander
entfernt, als dass ein einzelner Antikdrper dort binden konnte. Aus diesem Grund ist
es wahrscheinlich, dass sich die Struktur der TPO verandert, oder das Dimer sogar
dissoziiert, damit dieses Epitop den Antikdrpern zuganglich wird. (99) (103)

11
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Die Antikorper-Bindungsstellen auf IDR B liegt an der Schnittstelle zwischen den
beiden TPO-Monomeren, womit es - zumindest in dieser Konfiguration der TPO - einer
Bindung durch TPO-Ak entgehen kann. (103)

Williams et. al. konnte zeigen, dass das antikorperspezifische Fragment (Fab) des
Antikorpers lieber an das TPO- Monomer als das Dimer bindet. Dies gibt zu vermuten,
dass die TPO deutliche strukturelle Veranderungen unterlauft, welche die Antikorper-
Bindungsstellen der Epitope so zusammenfuhren, dass der Antikorper binden kann.
(99)

2.3.3 Break in Tolerance

Dass Antikorper gegen die TPO gebildet werden, liegt an einem Toleranzverlust dem
Antigen gegenuber, welcher auf genetischen sowie umweltbedingten Faktoren beruht.
(105)

Ein einzelner Faktor, der den Toleranzverlust den Schilddrisenproteinen, - u.a. TPO -
gegenuber erklart, konnte nicht identifiziert werden. Es handelt sich eher um ein
Zusammenspiel eines anfalligen genetischen Hintergrunds, geringer zentraler
Toleranz der TPO gegenuber, den autoantigenen Eigenschaften der TPO selbst sowie

dem Einfluss von Umweltfaktoren. (106)

Die negativ- Selektion autoreaktiver T- Zellen innerhalb des Thymus stellt die Basis
der zentralen Toleranz dar. (107) Ihre Starke wird von der Menge der TPO bestimmt,
welche auf Zellen des Thymus prasentiert wird und damit zum ,Training“ des
Immunsystems beitragt (106). Da fur die B-Zell Aktivierung T-Zellen bendtigt werden,
spielt die Ruhigstellung der B-Zell Autoreaktivitat eine im Vergleich zur Selektion
autoreaktiver T-Zellen untergeordnete Rolle. (106)

Zu den Eigenschaften der TPO, welche zum Toleranzverlust beitragen zahlen ihre
Membrangebundenheit, ihre GroRe sowie Verfugbarkeit. (106)

Zu den umweltbedingten Einflussfaktoren, die zum Toleranzverlust beitragen konnen,
gehdren ein Uberangebot an lod (108), verschiedene Medikamente wie Interferon
alpha (109), Infektionen (110) wie Hepatitis C (111) (112), Rauchen (105) (113) sowie

eventuell Stress. (105)
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Allerdings spielen genetische Determinanten in der Entwicklung von AITD die
vorherrschende Rolle wie zumindest fur Morbus Basedow gezeigt werden konnte.
(114) Dabei sind alle identifizierten Gene, die die Anfalligkeit fur AITD erhdhen, Signal-
oder Verbindungsgene, welche fur die Interaktion der Immunzellen untereinander
bendtigt werden. (105) Tomer et. al. schlagt vor, dass diese Genvarianten zum Verlust
der Selbsttoleranz beitragen, der Toleranzverlust selbst jedoch durch einen
Zellschaden aufgrund einer Infektion, Medikamenten oder lod getriggert wird. Dabei
entstehe zunachst eine Entzindung, die lokale T-Zellen aktiviere, welche dann eine
autoimmune Reaktion in genetisch anfalligen Individuen verursachten. (105)

Die TPO-Ak werden jedoch in Reaktion auf MHC Il gebundenes TPO auf den
Thyreozyten selbst gebildet und nicht in Reaktion auf freigewordene TPO in Folge
eines Zellschadens der Schilddruse. (97)

Allerdings ist das Verstandnis des genauen Ablaufs des Toleranzverlusts der TPO
gegenuber noch unvollstandig. (10)

2.3.4 TPO- Antikorper

Durch den Toleranzverlust des Immunsystems der TPO und anderen
Schilddrusenantigenen (Tg und TSHR) gegenuber kommt es zur Infiltration der SD mit
B- und T-Zellen. TPO-Ak werden hauptsachlich von infiltrierenden B-Zellen produziert,
wobei die Hohe der TPO-Ak im Serum mit der Starke der lymphozytaren Infiltration der
SD assoziiert ist. (13) (115)

Da die TPO verschiedene Epitope besitzt, sind menschliche TPO-Ak polyklonale
Antikorper und kommen bei Uber 90% der Patienten mit HT und bei 75% der Patienten
mit Morbus Basedow vor. (10) (116) (117) Es sind hauptsachlich 1gG Antikorper
verschiedener Subklassen welche in sehr hohen Konzentrationen in Bereichen von bis
zu mg/dl vorkommen konnen.(97) Haufig treten sie zusammen mit Tg-Ak auf. (97)
Vermutungen eines gemeinsamen, kreuzreaktiven Epitops von Tg und TPO konnten
widerlegt werden. (116) (118) Allerdings wurde bei HT-Patienten ein bispezifischer
TPO- Tg Antikorper gefunden, dessen Funktion in einer protektiven Rolle bei diesen
Patienten vermutet wird. (119)

Das Vorkommen der TPO-Ak bei AITD-Patienten lasst vermuten, dass sie zumindest

mitverantwortlich sind fur das entstehende Schilddisenversagen. - entweder indem
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sie die Follikelzellen schadigen oder durch Inhibition der TPO. (13) (97) (115)
Vermutlich aufgrund ihrer Heterogenitat induzieren die TPO-Ak nicht bei allen
Patienten eine Enzyminhibition. (13) Okamato et. al. konnte zeigen, dass bei Patienten
mit Morbus Basedow die TPO-Aktivitat in 24% der Falle und bei Patienten mit HT in
40% der Falle gehemmt wurde. (120)

TPO-Ak kdnnen Uber naturliche T-Killerzellen eine ADCC induzieren. Dabei erkennen
naturliche T-Killerzellen die auf Thyreozyten gebundenen TPO-Ak und greifen
daraufhin die Zelle an. (13) (121)

Neben ihrer Fahigkeit, bei manchen Patienten eine ADCC zu induzieren, sind TPO-Ak
in der Lage - ebenfalls nicht bei allen AITD- Patienten - Complementfaktoren zu
fixieren, was zu einer Complement-induzieren Zytotoxizitat fuhrt. Es konnte keine
Korrelation zwischen der Hohe der TPO-Ak Titer und der Complement-induzierten
Zytotoxizitat gefunden werden, wobei einschrankend erwahnt werden muss, dass bei
niedrigen TPO-Ak Titern keine Complement-induzierte Zytotoxizitat messbar war. Dies
wird auf die Heterogenitat im Vorhandensein verschiedenen |gG Subklassen und

deren funktioneller Affinitat zurickgefuhrt (14)

Die Antigenaffinitat kann zwischen den Patienten innerhalb der IgG TPO-Ak
Subklassen zwar variieren, wird aber fur IgG Il TPO-Ak prinzipiell als am starksten
beschrieben. TPO-Ak der Klasse IgG | sind fur die Induktion des ADCC sowie fur die
Complementfixierung verantwortlich, wobei IgG Il TPO-Ak die von allen Subklassen
starkste Fixierung der Complementfaktoren hervorrufen. (13) (14)

Neben ihnrem Vorkommen bei Patienten mit AITD, finden sich TPO-Ak haufig auch bei
euthyreoten Patienten ohne bekannte Schilddrusenerkrankung. So konnte in der
NHANES Il Studie aus Amerika gezeigt werden, dass 11,3% der circa 17.000
Studienteilnehmer positive TPO-Ak aufwiesen. Dabei lag das Manner- Frauen
Verhaltnis mit 8% zu 14% bei circa 1:2. Mit steigendem Alter nimmt die Haufigkeit von
TPO-Ak in der euthyreoten Bevolkerung zu. (122) Allerdings sind TPO-Ak bei
Personen uber 100 Jahren nur in 5,8% der Falle nachweisbar, (123) was vermuten
lassen konnte, dass deren Vorkommen mit einer niedrigeren Lebenserwartung

assoziiert ist. (13)

Das Vorkommen von TPO-Ak bei schilddrusengesunden Personen stellt einen
Risikofaktor fur die Entwicklung einer AITD dar. (124, 125) Neben anderen
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genetischen Marken spielt ein Polymorphismus im MAGI3 Gen in der Entwicklung von
TPO-AK Positivitat hin zu einer AITD eine Rolle.(8, 126) Es wurde beschrieben, dass
der TSH-Serumspiegel bei Frauen zwar den Hauptindikator fur die Entwicklung einer
manifesten aus einer subklinischen Hypothyreose darstellt, das Risiko jedoch von
2,6% auf 4,3% steigt, sobald die Betroffene ebenfalls TPO-Ak aufweist. (127) (128)

Allerdings wurde in einer Studie aus Sachsen, zur Pravalenz von
Schilddrusenerkrankungen, bei nahezu allen der 1295 euthyreoten Teilnehmer TPO-
Ak zumindest im sehr niedrigen Bereich gefunden. In dem Bereich <1,11U/ml folgte die
Menge der TPO-Ak dabei einer Gaul3’'schen Normalverteilung die unabhangig von
Alter und Geschlecht war. (129) Dies lasst die Vermutung zu, dass es sich bei TPO
um ein Antigen fur naturliche Autoantikorper handelt. (13) (130)

TPO-Ak spielen auch im Bereich der Reproduktionsforschung eine Rolle. Selbst bei
euthyreoten Frauen steht ihr Vorkommen mit einer verminderten Fruchtbarkeit (131)
und erhohten Raten an Schwangerschaftskomplikationen in Verbindung.(132) Um
Risikopatientinnen fur Schwangerschaftskomplikationen, wie Fruhgeburtlichkeit oder
Fehlgeburten frihzeitig zu erkennen, empfiehlt die Guideline der amerikanischen
Schilddrisenassoziation die Messung der TPO-Ak innerhalb  des
Schilddrisenscreening.(133) Neben erhohtem Risiko wahrend der Schwangerschaft
fur den Fetus, erhoht das Vorhandensein von TPO-Ak auch nach der Schwangerschaft
das Risiko der Frau an einer post partum Thyreoiditis zu erkranken. (133)

Aullerdem wird in der Literatur die positive Assoziation zwischen dem Vorhandensein
von TPO-Ak und kardio- metabolischen Risikofaktoren wie Arteriosklerose bei
euthyreoten Patienten diskutiert. (134) (135) Zudem wurde ein erhdhtes Vorkommen
von TPO-Ak bei Patientinnen mit Brustkrebs im Vergleich zu gesunden Kontrollen
gefunden. (136)
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2.4 Funktionszustande der Schilddrise

Liegt eine normale Schilddrusenfunktion vor, bezeichnet man das als Euthyreose.
(137)

Um die Schilddrusenfunktion zu bestimmen, wird als wichtigster Parameter die Serum
TSH-Konzentration bestimmt, haufig gemeinsam mit der Seurmkonzentration von fT4.
(69) (70)

Der Begriff der Hyperthyreose beschreibt einen Zustand, bei dem auf Gewebeebene
zu viele SDH vorliegen, was zu einem breiten Spektrum an klinischen Symptomen
fuhren kann. Im Labor findet sich ein unterdricktes Serum TSH bei erhohtem fT4. (7)
(138)

Als subklinische Hyperthyreose wird ein Laborbefund aus unterdricktem oder
erniedrigtem TSH bei jedoch normalen fT4 Werten beschrieben.(7, 138) Trotz der
Bezeichnung ,subklinisch® kdonnen hyperthyreote Symptome vorliegen. (138)

Unter Hypothyreose versteht man eine auf Gewebsebene erniedrigte Konzentration
an SDH aufgrund unzureichender SDH-Produktion, welche zu vielseitigen Symptomen
fuhren kann. Laborchemisch findet sich ein erhdohtes TSH bei erniedrigtem fT4. (139)

Als subklinische Hypothyreose bezeichnet man eine erhdohte TSH- Konzentration bei
normaler fT4 Konzentration. (13) (139)

Da die SDH an unterschiedlichsten Organen ihre physiologische Wirkung (2.2.3)
entfalten, sind auch die Symptome einer Hyper- bzw. Hypothyreose sehr vielfaltig. (7)
(69) (138) (139) (140) Tabelle 1 fasst diese zusammen.
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Hyperthyreose

Hypothyreose

Gewichtsverlust bei erhohtem Appetit

Gewichtszuname

Haufiger Stuhlgang

Obstipation

Hitzeintoleranz

Kalteintoleranz

Feuchte, warme Haut

Trockene, kalte Haut

Haarausfall

Vergrobertes Haar mit Haarausfall

Onycholyse (Nagelablosung)

Dunne, fragile Nagel

Tachykardie

Bradykardie und verlangerte QT-Zeit

Muskelschwéache

Muskelschwache,-Schmerz,-Krampfe

Dyspnoe

Bradypnoe mit Hypoxie

Palmarerythem

Anamie

Zyklusstorungen

Zyklusstorungen

Depression, Angst

Depression, Angst

Feiner Tremor

Konzentrationsschwierigkeiten

Nervositat, Schlafstorungen

Mudigkeit

Lebhafte Reflexe

Verspatete Reflexrelaxation

Schnelle, gepresste Sprache

Stimmveranderungen

SD-VergrofRerung

SD- VergroRRerung

Tabelle 1: Ubersicht (iber die Symptome der Hyper- bzw. Hypothyreose. Quellen: (7) (69) (138) (139) (140)

2.5 Autoimmunthyreopathien

Mit einer Pravalenz von ca. 5% ist die SD das am haufigsten von autoimmunen
Erkrankungen betroffene Organ des menschlichen Korpers. (4) (6) (105) (141) Die
haufigsten AITDs sind Morbus Basedow und Hashimoto Thyreoiditis welche sich
histopathologisch durch ein lymphozytares Infiltrat der SD charakterisieren.
Labormedizinisch lassen sich Autoantikorper gegen SD-Proteine nachweisen und
klinisch kommt es bei Morbus Basedow zu einer erhohten, und bei der HT zu einer
erniedrigten Schilddrusenfunktion. (4) (105)
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2.5.1 Hashimoto Thyreoiditis

1912 wurde die Hashimoto Thyreoiditis erstmals von Hakaru Hashimoto beschrieben,
damals unter dem Namen ,Struma lymphomatosa®“. (142) Erst 1931 wurde sie jedoch
als eigenstandiges Krankheitsbild anerkannt und der Name Hashimoto Thyreoiditis
setzte sich durch. Mit der Entdeckung 1956, dass Autoantikorper gegen
Thyreoglobulin bei HT-Patienten vorkommen, wurde die Krankheit als AITD
klassifiziert. (143)

Heute gilt die HT sowonhl als die haufigste AITD als auch die haufigste Ursache fur eine
Hypothyreose in Nicht-lod-Mangelgebieten. (9) In lod-Mangelgebieten ist der
lodmangel die haufigste Ursache fur eine Hypothyreose. (144) Bezuglich der HT
konnte gezeigt werden, dass Frauen im Verhaltnis zu Mannern von 4-10:1 deutlich
haufiger betroffen sind, dass die Pravalenz der HT und das Vorkommen von anti-
Thyroid-Antikorpern mit dem Alter zunimmt und dass es Unterschiede in der Pravalenz
der HT bezuglich der geographischen Region und der Ethnizitat gibt. (4) (6) (141) (144)

Als Ursache der HT werden eine Kombination aus genetischen Ursachen und
Umweltfaktoren angenommen, welche zu einem immunologischen Toleranzverlust mit

nachfolgendem Angriff auf die SD fuhren. (4)

Histopathologisch imponiert ein diffuses, lymphozytares Infiltrat und das Vorkommen
von aktivierten Lymphfollikeln. (143) Einwandernde Zellen des Immunsystems sind
sowohl T- als auch B- Zellen. (9) Dabei kommen regulatorische T-Zellen, welche
Regulatoren des Immunsystems sind und eine wichtige Rolle in der Pravention von
Autoimmunitat aufweisen, bei HT-Patienten vermindert vor. (145) (146) Zytotoxizitat
aufgrund infiltrierender CD8+ Zellen welche gegen SD-Autoantigene wie Tg und TPO
gerichtet sind (95) (8), vermehrtes Vorkommen Apoptose induzierender Molekule wie
Fas (147) und caspase-3 (148) sowie von B-Zellen produzierte Autoantikdrper fihren
zu Fibrose und Atrophie der SD. (8) (9) (149) Dabei entsteht die Hypothyreose
aufgrund der Zerstorung der Thyreozyten. (150)

Verschiedene Varianten der HT kdnnen klinisch und histopathologisch unterschieden
werden. Bei der fibrotischen Variante ist die SD vergrolRert und das
Schilddrisenparenchym wird vollstandig fibros ersetzt, wobei die Fibrose die
Organgrenzen nicht Uberschreitet. (69) (151) Anders ist es bei der Riedel Thyreoiditis,
bei der sich die Fibrose auch uber die Organgrenzen hinweg manifestiert. (69) (143)

Die fibros atrophe Variante zeichnet sich durch eine sehr kleine (1g-6g) und stark fibros
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durchsetzte SD aus. (143) (150) Die IgG4 Thyreoiditis beschreibt die durch ein
gehauftes Vorkommen von 1gG4- produzierenden Plasmazellen hervorgerufene,
schnell progrediente Zerstorung der SD und kommt hauptsachlich bei jungeren
Patienten vor. (69) (143) (152)

Klinisch kann sich die HT sehr unterschiedlich prasentieren (69), wobei das Spektrum
vom isolierten Vorkommen von SD-Antikdrpern bei normaler SD-Funktion bis hin zu
starker Hypothyreose reicht. Manche Patienten zeigen eine kurze Phase der
Hyperthyreose. Allerdings entwickelt sich die Erkrankung haufig von einem
euthyreoten Funktionszustand uber eine subklinische Hypothyreose zur manifesten
Hypothyreose.(149) Zusatzlich zu Symptomen der Hypothyreose kdnnen durch die
SD-Veranderungen lokale Symptome wie Dysphonie, Dysphagie und Dyspnoe
entstehen. (69) (150)

Die Diagnostik der HT setzt sich aus der klinischen Prasentation, den im Serum
gemessenen SD-Antikorpern und Funktionsparametern, der Sonographie und selten
der Zytologie zusammen. (9) (69) Erhohte TPO-Ak (2.3.4) gelten als starker Hinweis
fur das Vorliegen einer HT und finden sich bei bis zu 95% der HT-Patienten. (69) Tg-
Ak finden sich dahingegen nur bei 60-80% der HT-Patienten und kommen auch
haufiger bei Gesunden vor, weswegen sie sowohl weniger sensitiv als auch weniger
spezifisch fur das Vorliegen einer HT sind. (69) Die Sonographie ist die am haufigsten
eingesetzte bildgebende Methode bei SD-Erkrankungen. (153) Bei HT stellt sich die
SD diffus vergroRert und hypoechogen dar. (69)

Die Therapie der HT ist abhangig von der klinischen Prasentation des Patienten. (154)
Wenn Symptome aufgrund der Hypothyreose auftreten oder das TSH auf Uber
10mU/ml steigt, besteht sie in der lebenslangen, oralen Einnahme von Levo-Thyroxin
(L-T4).(69) (150) (154) Ansonsten kann der Verlauf unter regelmafigen Kontrollen
zunachst beobachtet werden. (154) Eine kausale Therapie gibt es derzeit nicht, was
unter anderem an den geringen Kosten der L-T4 Therapie liegt, wodurch
pharmazeutische Konzerne keinen Anreiz sehen, neue Therapiekonzepte zu
entwickeln. (69) Liegt eine 1gG-4 HT vor, sollte ein Therapieversuch mit
Glucocorticoiden unternommen werden, da damit die Krankheit eventuell geheilt und
eine lebenslange Therapie vermieden werden kann. (69) (150) (155)

Eine wichtige Komplikation der HT ist die HT-Enzephalopathie.(150) Klinisch zeigen
sich sowohl neurologische als auch psychiatrische Symptome, zu denen kognitive
19



Literaturdiskussion

Dysfunktion, Tremor, Krampfe, Myoklonie sowie Ataxie und fokale Defizite gehdren
konnen. Therapeutisch zeigen Glucocorticoide bei vielen Patienten eine gute
Wirksamkeit. Die genaue Pathogenese ist jedoch derzeit unbekannt. (69) (150) (156)
AuRerdem stellt die HT einen Risikofaktor fur die Entstehung eines Non-Hodgkin SD-
Lymphoms (150) und anderer SD-Karzinome dar.(157) Daruber hinaus ist sie ein
Risikofaktor fur Fehlgeburten. (69) (158)

2.5.2 Morbus Basedow — Graves Disease

Robert J. Graves hat 1835 als Erster vier Falle von Frauen mit Palpitationen, Kropf und
Exophthalmus beschrieben. Karl von Basedow hat 1840 unabhangig von Graves die
Trias aus Kropf, Palpitationen und Exophthalmus beschrieben, welche er nach seiner
Heimatstadt als Merseburger Trias benannte. Heutzutage wird auf dem europaischen
Festland die Erkrankung als Morbus Basedow, im englischsprachigen Raum als
Graves Disease bezeichnet. (159)

Heute ist bekannt, dass diese Erkrankung durch stimulierende Autoantikorper gegen
den TSH-Rezeptor symptomatisch wird, weswegen sie als AITD klassifiziert wird.
(159) (160)

Morbus Basedow ist die haufigste Ursache fur eine Hyperthyreose und schrankt bei
20-50/100,000 Personen pro Jahr die Lebensqualitat aufgrund somatischer sowie
psychiatrischer Symptome ein. Die Lebenszeitwahrscheinlichkeit betragt 3% fur
Frauen und 0,5% fur Manner. (6) (7) (161) Auch fur den Morbus Basedow gilt, dass
Frauen haufiger betroffen sind als Manner und die Inzidenz geographische
Unterschiede aufweist. (7) Dabei tritt im Rahmen des Morbus Basedow bei 16/100,000
Frauen und bei 3/100,000 Mannern eine Ophthalmopathie auf. (7) (162) In
spezialisierten Zentren tritt eine behandlungsbedurftige Ophthalmopathie bei bis zu
50% Patienten mit Morbus Basedow auf, wobei das Sehvermodgen nur bei 3%-5%
dieser Patienten bedroht ist. (7) (162)

Als Ursache werden fur den Morbus Basedow genauso wie fur die HT eine
Kombination aus genetischen Faktoren und Umweltfaktoren angenommen, welche zu
einem immunogenen Toleranzverlust und infolgedessen zur Entwicklung der
Autoimmunitat fuhren. (7) (160) (163) Als Risikofaktor muss hier das Rauchen

hervorgehoben werden, da es zum einen mit dem Vorkommen von Morbus Basedow
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assoziiert ist, zum anderen aber das Risiko fur diese Patienten an einer
Ophthalmopathie zu erkranken deutlich erhoht. (Odds Ratio 7,7 95%KI [4,3-13.7])
(163)

Infiltrierende B-Zellen produzieren die fur den Morbus Basedow pathognomonischen
TRAK. Diese konnen anhand ihrer Funktion in Thyroid-stimulierende Ak, Thyroid-
blockierende AK und neutrale Ak eingeteilt werden. Alle Formen der TRAK sind an der
Pathogenese des Morbus Basedow sowie dessen extrathyroidalen Erscheinungen
beteiligt. Uber die Effekte der Thyroid-stimulierende Ak ist am meisten bekannt. Sie
fuhren zu ahnlichen Effekten am TSHR wie TSH selbst, unterliegen jedoch keinem
negativen Feedback-Mechanismus, womit sie die Zellproliferation, das Wachstum
sowie die Sekretion der SDH fordern und zur Hyperthyreose fuhren. (7) (160) (164)
TPO-Ak sind bei Basedow in bis zu 75% zu finden, und TgAk kommen mit einer etwas
geringeren Haufigkeit von 40-60% vor. (9) (10) (116) Neben TRAK spielen sowohl| T-
Zellen sowie Zytokine und Chemokine bei Morbus Basedow eine pathophysiologische
Rolle. (9) (160)

Klinisch fallen Patienten mit Symptomen der Hyperthyreose (2.4), Ophthalmopathie,
pratibialem Myxddem und diffus vergroRerter Schilddrise auf. (7) Eine palpabel
vergroRerte SD findet sich bei Uber 80% der unter 44- jahrigen und ist mit einem
schwereren Krankheitsverlauf assoziiert, wohingegen sie bei Patienten Uber 60 in
weniger als 50% zu finden ist. (7) (161) Die Ophthalmopathie zeigt sich symptomatisch
durch trockene, juckende und schmerzende Augen, Lichtempfindlichkeit, verstarktes
Tranen, Doppelbilder sowie ein Druckgefuhl hinter dem Auge. In der klinischen
Untersuchung fallen eine Retraktion des oberen Augenlides, eine Rotung des
periorbitalen Gewebes sowie der Konjunktiven und ein Exophthalmus auf. (162) Das
pratibiale Myxddem ist die haufigste Auspragungsform der SD-Dermopathie. Selten
finden sich myxddematos veranderte Hautareale an anderen Lokalisationen wie zum
Beispiel den FufRen oder an durch Traumata geschadigten Bereichen. Die SD-
Dermopathie kommt fast ausschlielich bei Patienten mit Ophthalmopathie vor, wobei
von dieser Gruppe 4%-13% betroffen sind. (165)

Diagnostisch sollte bei klinischem Verdacht auf das Vorliegen einer Hyperthyreose
zunachst die Konzentration von TSH, fT4 und eventuell fT3 im Serum gemessen
werden. (166) (167) Dabei zeigt das TSH den Funktionsstatus der SD an und ist bei
Hyperthyreose erniedrigt. (167) Die Konzentration der SDH ist fur die Bestatigung der
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vorliegenden SD-Funktionsstorung, fur die Einschatzung ihrer Schwere und das
Therapiemonitoring wichtig. Um die Diagnose zu sichern, mussen entweder klassische
klinische, extrathyroidale Krankheitszeichen vorhanden sein, oder die TRAK werden
gemessen, welche mit nahezu 100%er Sensitivitat und Spezifitat bei Morbus Basedow
erhoht sind. (160) (167) Aullerdem konnen TPO-Ak einen Hinweis auf eine
autoimmune Genese der Hyperthyreose liefern. (167) Auch kdnnen Ultraschall und
Schilddrusenszintigraphie diagnostisch eingesetzt werden. (166) Dabei stellt sich die
SD im Ultraschall hypoechogen(168) und hypervaskularisiert als sogenanntes ,thyroid
inferno® dar.(167) (169)

Therapeutisch gibt es drei etablierte Ansatze zur Behandlung Des Morbus Basedow.
Ablative Therapien wie die Gabe von Radioiodid oder die chirurgische Entfernung der
SD verursachen eine Hypothyreose und ziehen deswegen eine lebenslange
Substitutionstherapie mit L-T4 nach sich. In Europa wird die medikamentose
Behandlung mittels Thionamiden am haufigsten eingesetzt. Allerdings kommen
dadurch nur ca. 50% der Patienten in eine Langzeitremission (biochemische
Euthyreose und negative TRAK). Um diese nicht idealen Therapieoptionen zu
erweitern, wird an alternativen Therapien geforscht, darunter die Induktion der T-Zell
Toleranz uber die Gabe von TSHR- Peptiden. (160) (166)

2.5.3 Weitere Autoimmunthyreopathien

Neben den beiden haufigsten AITDs, der HT und dem Morbus Basedow, gibt es noch
weitere Auspragungen wie zum Beispiel die postpartum Thyreoiditis, die
medikamenten-induzierte Thyreoiditis durch Interferon-alpha und die mit einem
polyglandularen, autoimmunen Syndrom (PAS) assoziierte Thyreoiditis.(105)

Die postpartum Thyreoiditis tritt mir einer Pravalenz von 5% im ersten Jahr postpartum
auf. Sie ist eine autoimmunbedingte, zerstoérende Thyreoiditis. (170) Positive TPO-Ak
stellen einen Risikofaktor fur die Entwicklung einer postpartum Thyreoiditis dar, wobei
Frauen mit positiven TPO-Ak im dritten Trimester ein Risiko von 80% aufweisen, nach
der Geburt an einer postpartum Thyreoiditis zu erkranken. (171) Bei etwa 50% der
Betroffenen zeigt sich die Erkrankung in einer Phase der Hypothyreose, bei 25%
kommt es zu einer Phase der Hyperthyreose und bei den restlichen 25% zeigt sich die
klassische Form aus einer hyperthyreoten gefolgt von einer hypothyreoten Phase.
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(170) (171) Die Erkrankung ist nicht immer vorubergehend und bei ca. 50% der
Betroffenen entwickelt sich eine bleibende Hypothyreose. (170)

Die Interferon- induzierte Thyreoiditis ist eine haufige Nebenwirkung der Interferon
alpha Therapie bei Patienten mit Hepatitis C. Bis zu 15% dieser Patienten entwickeln
eine klinisch manifeste SD-Dysfunktion und bis zu 40% entwickeln Antikorper gegen
SD-Antigene. Dabei kann sowohl eine Hyper- als auch eine Hypothyreose auftreten.
Aufgrund ihres haufigen Vorkommens bei Interferon alpha Therapie ist ein enges
Monitoring der SD-Parameter sinnvoll, um eine Interferon- induzierte Thyreoiditis
frihzeitig zu erkennen und behandeln zu kénnen. (172)

Ein PAS ist definiert als das Vorkommen von mindestens zwei autoimmun bedingten
Endokrinopathien nebeneinander. Das PAS lll ist innerhalb des Komplexes der PAS
mit einer relativen Pravalenz von 40% am haufigsten und zeichnet sich durch das
gemeinsame Vorkommen eines Diabetes Typ 1 und einer AITD aus. Dabei kann
sowohl eine Hypothyreose im Sinne einer HT oder eine Hyperthyreose im Sinne eines
Morbus Basedow vorliegen. (173)

2.6 TPO-Ak als diagnostischer Marker — Analytische Aspekte

Labortests zur quantitativen Bestimmung der Schilddrisenmarker, u.a. TPO-Ak, sind
ein fester Bestandteil der Diagnostik und Verlaufskontrolle bei Patienten mit Hypo- und
Hyperthyreose. (16) Gerade TPO-AK sind ein sehr wichtiger serologischer Marker fur
AITD, da sie bei der Mehrheit der Patienten mit Morbus Basedow und HT vorkommen.
(15) Dabei ist es wichtig, Assays zu entwickeln, die zuverlassig diese Antikorper
quantifizieren, und damit die Krankheiten mit einer akzeptablen Sensitivitat und
Spezifitat diagnostizieren. (117) Seit GOber 60 Jahren schon werden
Schilddrusenantikorper mit sich stetig verbessernden Methoden gemessen.(17)
Jedoch weisen diese Methoden auch heute noch hohe analytische Variabilitat auf, was
ihren diagnostischen Gebrauch erschwert. (15) (18) (22) Um die Assay-Qualitat weiter
zu verbessern, mussen diese standardisiert und harmonisiert werden. (19) Um
generell in der Lage zu sein, ein Assay zu standardisieren, wird einheitliches
Referenzmaterial bendtigt. Aufgrund physiologischer Eigenschaften von Antikdrpern
wie ihrer strukturellen Komplexitat und Polyklonalitat gibt es diese Referenzmaterialien
und eine entsprechende Assay-Standardisierung nicht. Aus diesem Grund kann
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momentan eine Verringerung der Variabilitat nur durch Harmonisierung der Assays

untereinander erreicht werden. (19)

Dies zu erreichen ist aus oOkonomischen, aber vor allem aus Grinden der

Patientensicherheit sehr wichtig. (19)

Es werden vier Hauptgrinde fur die noch immer starke Variabilitdt der Assay-
Ergebnisse angefuhrt: die analytischen Variablen der Assays selbst, die Nutzung von
internationalen Referenz-Standards, die ausstehende Definition einer einheitlichen

Cut-Off Konzentration sowie der Prozess der Autoantigen Aufreinigung. (15)

2.6.1 Harmonisierung der Assays

TPO-Ak Assays der 1. Generation wie Komplement-Fixierung, Immunodiffusion und
passive Hamagglutination sowie der 2. Generation wie immunoradiometrische (IRMA),
immunoenzymometrische (IEMA) und immunoluminometrische (ILMA) Assays wurden
heute von zuverlassigeren Methoden abgelost. (174) (175) Die heute in der Klinik zur
Anwendung kommenden TPO-Ak Assays gehoren hauptsachlich der 3. Generation
an. (176) Diese sind im Vergleich zu den halb- automatisierten Assays der 2.
Generation voll- automatisiert und reduzieren dadurch die Anfalligkeit fur menschliche
Fehler und harmonisieren die Tests insgesamt. (15) (176) Fur die Unterscheidung
zwischen Assays der 3. Und 4. Generation schlagt Tozillo et. al. 3 Assay-Merkmale
vor. Zur 4. Generation gehdren demnach automatisierte Assays, bei denen entweder
das Detektionslimit (LoD) <2.0lU/ml liegt, oder der Median-Wert der Referenzgruppe
<3.01U/ml liegt oder der Cut-Off <151U/ml liegt. (19)

Im Zuge der Automatisierung des Assay-Ablaufs im Ubergang von der zweiten zur
dritten Generation fielen analytische Variablen weniger ins Gewicht und Referenz-
Standards wurden Ofter angewandt. Dadurch konnte die Variabilitat der
Testergebnisse von einem Variationskoeffizienten von durchschnittlich 75,5% (174)
auf 49,8% zwar deutlich verbessert werden, dies zeugt aber immer noch von einer
hohen analytischen Variabilitat. (15) (17) (18) (21) (22) Dabei betrug die
Ubereinstimmung der qualitativen Ergebnisse, also die Ubereinstimmung der
klinischen Interpretation der Ergebnisse, zwischen den Methoden 95%. (15)

24



Literaturdiskussion

2.6.2 Aktualitat des internationalen Referenz-Standards MRC 66/387

Der Referenz-Standard fur die Herstellung von Anti-TPO-Ak, MRC 66/387, stammt aus
den 1960er Jahren, als fur die Bestimmung der TPO-Ak Methoden der 1. Generation
angewandt wurden. AufRerdem verweist MRC 66/387 nicht auf die Herstellung von
anti-TPO-Ak sondern auf die der anti-Mikrosomalen-Ak. (174) Deren Herstellung kann
durch andere vorhanden Antikorper wie Tg-Ak beeinflusst werden und gibt dann je
nach verwendeter Antigenquelle unterschiedliche Immun-Affinitaten. (174) Dass diese
Standardisierung nicht ausreichend ist, um eine Harmonisierung der Assays
untereinander zu erreichen, ist an den sehr unterschiedlichen URL, LoD und
Messergebnissen der einzelnen Assays erkennbar. (19) (20) (117) Schon 2002 hatte

Tozillo et. al. sie aus diesen Grunden als veraltet bezeichnet. (174)

2.6.3 Definition einer einheitlichen Cut-Off Konzentration

Die Cut-Off Werte oder Upper reference limits (URL), welche den Wert beschreiben,
ab dem eine Probe als TPO-Ak positiv eingestuft wird, werden vom Hersteller von
Assay zu Assay sehr unterschiedlich angegeben.(15) Dieses URL zu definieren ist in
Hinblick auf die Ubertragbarkeit der Assayergebnisse untereinander und fir die
entsprechend korrekte Erkennung von Patienten mit AITD von aulRerster Wichtigkeit.
(19) Die Unklarheiten in der Festlegung der URL stammen hauptsachlich aus einer
uneinheitlichen Selektion der Referenz-Population, welche initial zur Feststellung der
Assay-Parameter herangezogen wird. (19) (177) Diese Referenzpopulation sollte aus
120 jungen Mannern unter 30 Jahren, die keine SD-Erkrankungen in ihrer
Vorgeschichte oder der Familienanamnese aufweisen, keine andere
Autoimmunerkrankung haben und deren TSH-Spiegel zwischen 0,5-2,0 mIU/L liegt
bestehen. (178)

Nicht alle Hersteller nutzen diese von der National Academy of Clinical Biochemistry
(NACB) in ihrer Guideline vorgegebenen Kriterien fur die Selektion ihrer
Referenzpopulation.(15) Dadurch besteht die Maoglichkeit, dass Patienten mit
subklinischer AITD und hohen TPO-Ak Titern in die Bestimmung des URL einbezogen
werden und diesen Wert nach oben verfalschen. (18) (177)

Zusatzlich werden durch diese Populationsauswahl nur Manner fur die Bestimmung
des URL herangezogen, obwohl AITDs hauptsachlich Frauen betreffen. In diesem
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Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass in vielen Assays, wenn man die
Geschlechter getrennt betrachtet, sich die Upper Reference limits voneinander
unterscheiden.(19) (177) Jensen et. al. haben in diesem Zusammenhang die NACB-
Guidelines als unzureichend bezeichnet, aul’erdem wurden damit zu hohe und zu
variable URLs zustande kommen. (179) Die Aufnahme geschlechtsspezifischer URLs
in die Guidelines der NACB konnte zur Harmonisierung der URL bei TPO-Ak beitragen.
(19) (177) Allerdings konnte eine andere Studie zeigen, dass, obwohl die URL
zwischen den Geschlechtern Unterschiede aufwiesen, diese nicht klinisch signifikant

waren. (18)

Das URL zeigen nicht nur geschlechtsspezifische Unterschiede, sondern sind auch
methodenabhangig. (19) (20) (177) (179) Dies ist hauptsachlich auf die
unterschiedlichen LoD zurlckzufuhren, welche sich zwischen den Assays deutlich
unterscheiden. (2.6.4) Ist die analytische Sensitivitat geringer, z.B. 9,3 IU/ml, liegt auch
das URL hoher, wohingegen ein Assay mit einem LoD von 0,05 IU/ml ein sehr viel
niedriger liegendes URL aufweist. (19) Wahrend der Entwicklung von der 3ten zur 4ten
TPO-Ak Assay Generation hat sich das URL um den Faktor 4-5 erniedrigt: von
201U/ml-100IU/ml um die Jahrtausendwende zu 1,61U/ml-24,61U/ml, ohne dass dafur

genaue Grunde bekannt waren. (18) (177)

Aulerdem weicht das URL, das in den jeweiligen Method sheets angegeben wird,
deutlich von dem in klinischen Studien erhaltenen URL ab. Dabei liegt das
experimentelle URL meist unter dem vom Hersteller angegebenen. Diese
Unterschiede konnten in einer uneinheitlichen Selektion der Referenzpopulation sowie
den geographischen Gegebenheiten des Studienortes zu finden sein. (18) (19) (177)

Es kann davon ausgegangen werden, dass unterschiedliche Referenzwerte der TPO-
Ak zu Verwirrung fuhren und so die Patientensicherheit verringern. Aus diesem Grund
konnte es sinnvoll sein, die benutzte Methode sowie die LoD des genutzten Assays

zur Bestimmung der TPO-Ak im Laborbericht zu vermerken. (19)

2.6.4 Autoantigen-Aufreinigung

Die grof3en Unterschiede der LoD von 0,051U/ml bis zu 9,3IU/ml zeigen die trotz
Referenz-Standard und automatisiertem Assay-Ablauf schlechte Harmonisierung der
Assays untereinander an. Eine mogliche Ursache fur dieses Phanomen liegt in den
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unterschiedlichen TPO-Antigen Aufreinigungsverfahren fur verschiedene Assays.
Dabei wird das TPO-Antigen entweder nativ aufgereinigt oder rekombinant hergestellt.
(19) Dies fuhrt zu unterschiedlichen Konfigurationen der so gewonnenen TPO, was die
Exposition der IDRs, welche von polyklonalen TPO-Ak des Patienten erkannt werden,
beeinflusst. Dies konnte zu unterschiedlichen Messergebnissen der TPO-Ak
Konzentrationen bei verschiedenen Methoden fuhren. (15) (19) (180) Die auf dem
Markt erhaltlichen TPO-Ak Assays enthalten meist aufgereinigte TPO. Deren genaues

Aufreinigungsverfahren ist jedoch ein Firmengeheimnis. (15)

Viele Studien sehen den Hauptgrund der noch immer grof3en Variabilitat der Assay-
Ergebnisse in einem nicht standardisierten Antigen-Aufreinigungsverfahren und laden
deswegen die biochemische Industrie ein, Anstrengungen in diese Richtung zu
unternehmen. (18) (19) (177)

2.6.5 Weitere Faktoren, die zur Harmonisierung der TPO-Ak Assay beitragen

Um weiteren Einfluss auf die Harmonisierung der Assays zu erlangen, sollten
innerhalb der praanalytischen Phase mehrere Punkte beachtet werden. Zum einen
sollten Tests nur bei entsprechender Indikation angeordnet, sowie eine einheitliche

Benennung der Labortests vorgenommen werden. (19)

Innerhalb der analytischen Phase kann die Qualitat der TPO-Ak Assays durch eine
weitere Harmonisierung der Messungen und das Teilen von Test-Profilen und

Diagnosealgorithmen verbessert werden. (19)

Postanalytisch sind neben den oben aufgefuhrten Punkten wie einheitlichen LoDs und
URLs eine einheitliche Mafeinheit (IU/ml) fur eine weitere Qualitatsverbesserung der
TPO-Ak Assays wichtig. (19)

Weitere Faktoren, die bei der Beurteilung der Testergebnisse berlcksichtigt werden
sollten, schlielen Assay-Interferenzen, Schwangerschaft, Medikation und das Alter

des Patienten ein. (16)
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei dieser Studie handelt es sich um eine retrospektive Datenanalyse. Die fur diese
Studie gewonnenen Daten wurden vom molekularen Schilddrusenlabor der 1. Med.
Klinik der Universitatsmedizin Mainz in Zusammenarbeit mit einem auswartigen Labor

sowie dem Zentrallabor der Universitatsmedizin Mainz im April 2020 erhoben.

Die in diese Studie eingeflossenen Daten stammen von 250 Patienten, bei denen alle
drei Labore die TPO-Ak bestimmt haben. Diese wurden mit Cobas e411 der Firma
Roche, welches vom molekularen Schilddrusenlabor der Unimedizin Mainz genutzt
wird, mit IDS-iISYS der Firma IDS, welches das auswartige Labor betreibt und mit
Immulite 2000 von Siemens Healthineers des Zentrallabors der Universitatsklinik

Mainz gemessen.

Dabei liegt der Schwerpunkt auf dem quantitativen und qualitativen Vergleich zwischen
Cobas e411 und IDS-iSYS. Die Messergebnisse von Immulite 2000 sind Hauptteil der
Dissertation von L. Schenk- Schlautmann, werden hier aber der Vollstandigkeit halber
als Nebenfragestellung analysiert. Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf den
qualitativen Ergebnissen von Immulite 2000 und deren Vergleich mit den anderen
Methoden.

Die dafiir genutzten Seren stammen aus Uberschussmaterial, das in der Blutbank des
molekularen Schilddrisenlabors gelagert wurde.

3.1.1 Zusammenstellung des Patientenkollektivs

Es wurden zunachst 723 Seren mit Cobas e411 auf TPO-Ak untersucht, davon 408
aus einem Kollektiv mit Patienten, die an M. Basedow erkrankt sind, sowie 134 aus
einem Kollektiv an Hashimoto-Thyreoiditis erkrankter Patienten. Ebenso wurden bei
181 Patienten aus einem schilddrisengesunden Kollektiv die TPO-Ak bestimmt. Da
neben der quantitativen Ubereinstimmung zwischen den Assays auch deren
qualitative Ubereinstimmung beurteilt werden wollte, wurde die Kontrollgruppe als
,Negativkontrolle® in die Untersuchung aufgenommen.
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Von all diesen Patienten wurden randomisiert 100 TPO-Ak positive aus jeweils der
Basedow und Hashimoto Gruppe ausgewahlt (n=200) sowie 50 TPO-Ak negative aus
der Gruppe der Schilddrisengesunden(n=50).

Bei diesen randomisiert ausgewahlten Seren wurden anschliefend von den zwei

weiteren Laboren mit den jeweiligen Methoden ebenfalls die TPO-Ak bestimmt.

3.2 Material

3.2.1 Arbeitsmaterial

Die Ergebnisse der Messungen wurden vom molekularen Schilddrusenlabor der

Unimedizin Mainz in einer Excel-Tabelle zusammengefasst.

Neben den Ergebnissen der TPO-Ak Messung wurden aullerdem folgende
Patientendaten mit in die Tabelle aufgenommen: Patientennummer, Alter, Geschlecht,

Zeitpunkt der Blutentnahme sowie das Jahr der Diagnosestellung.
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Abbildung 2. Kopfzeile der Arbeitstabelle.

Anhand dieser Tabelle wurden die Daten ausgewertet.
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3.2.2 Populationsbeschreibung

Die verwendeten statistischen Methoden zur Beschreibung des Patientenkollektivs
sind unter 3.4 aufgefuhrt.

Die Stichprobe der Erkrankten bestand aus n=32 mannlichen und n=168 weiblichen
Probanden (n=200). Das Geschlechtsverhaltnis betragt 16%:84%, was in etwa der
Geschlechterverteilung bei autoimmunen Schilddrisenerkrankungen in der
Gesamtpopulation entspricht. (141)

Krankheitsbild

Basedow Hashimoto Kontrolle Gesamt

Geschlecht Mannlich Anzahl 15 17 9 41
% von Krankheitsbild 15,0% 17,0% 18,0% 16,4%

Weiblich Anzahl 85 83 41 209
% von Krankheitsbild 85,0% 83,0% 82,0% 83,6%

Gesamt Anzahl 100 100 50 250
% von Krankheitsbild 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tabelle 2: Geschlechterverteilung.

30



Material und Methoden

Wie Abbildung 3 zeigt, betragt das Durchschnittsalter der Gesamtstichprobe 45 Jahre
und 8 Monate, wobei Seren von Patienten untersucht wurden, die zwischen 10 und 83

Jahren alt waren.

Histogramm - Altersverteilung Gesamtstichprobe
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Abbildung 3: Histogramm der Altersverteilung der Gesamtstichprobe.

Die durchschnittliche Krankheitsdauer, gerundet auf Jahre, im Kollektiv der Erkrankten
betrug zum Zeitpunkt der Blutentnahme 4,81 Jahre (Median: 2 Jahre). N=197. 3
fehlend.
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Abbildung 4: Boxplot zur Darstellung der Krankheitsdauer in Jahren.
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Patienten mit Morbus Basedow waren zum Zeitpunkt der Blutentnahme schon
durchschnittlich 4,3 Jahre (Median: 2 Jahre) erkrankt, wahrend Patienten mit
Hashimoto Thyreoiditis eine durchschnittliche Krankheitsdauer von 5,3 Jahre (Median:

2 Jahre) aufwiesen.

Bei den Mannern bestand die Diagnose zum Zeitpunkt der Messung seit
durchschnittlich 2,93 Jahren (Median: 1 Jahr), wohingegen die Frauen ihre Diagnose
durchschnittlich 5,14 Jahre (Median: 2 Jahre) vor der Probenentnahme gestellt

bekommen haben.

Das Durchschnittsalter der Proben innerhalb der Gesamtpopulation betrug zum
Zeitpunkt der Messung 13 Jahre. Die altesten Proben stammen aus dem Jahr 2002,

wobei die jungsten Proben 2010 abgenommen wurden.

Betrachtet man die Kollektive in Bezug auf das Probenalter getrennt, ergibt sich

folgendes Boxplot:

16 *

14 o —

Alter der Proben in Jahren

) -

10 _

Basedow Hashimoto Kontrolle

Krankheitsbild

Abbildung 5: Boxplots zum Alter der Proben innerhalb der Kollektive.
Das mediane Alter der Proben des Basedowkollektivs (11 Jahre) unterscheidet sich
deutlich von dem des Hashimoto- sowie des Kontrollkollektivs (14 Jahre/14 Jahre).
Alle Proben des Kontrollkollektivs wurden 2006 im Rahmen einer Untersuchung des

molekularen Schilddrusenlabors der Universitatsklinik Mainz abgenommen.
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3.3 Messmethoden

Im Folgenden werden die verwendeten Analyseverfahren vorgestellt und deren
Funktionsweise besprochen.

3.3.1 Cobas e411

Bei dem Anti-TPO Assay von Roche, welches von Cobas e411 durchgefuhrt wird,
handelt es sich um ein automatisiertes Elektrochemilumineszenz Immunoassay
,ECLIA®. Dabei werden die TPO-AK quantitativ in einem Range von 5.0lU/ml —
6001U/ml bestimmt.(181) Um Werte bis 10001U/ml angeben zu kdnnen, wurde mit
Verdunnungsreihen gearbeitet. (181) Werte, die unterhalb der Nachweisgrenze liegen,
werden laborintern als <10l1U/ml angegeben, Werte, die dartber liegen als >10001U/ml.

Der Cut-off, Uber dem die TPO-Ak Werte als erhoht gelten, wird von Roche fur Cobas
e 411 mit <35lU/ml angegeben. (181) (182)

Das limit of detection wird vom Hersteller mit 5,01U/ml angegeben.

Das Assay wurde gegen NIBSC 66/387 standardisiert. Die Prazision wurde von Roche
Diagnostics GmbH mit einem Variationskoeffizient zwischen 5,6% und 8,9% bei
Kontrollen nach Protokoll und zwischen 7.1% und 24,4% in gepooltem Humanserum
angegeben. (181)

Abbildung 6: Cobas e411 von Roche Diagnostics. (183)
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3.3.1.1 Assay-Ablauf

Das Anti- TPO Assay von Roche nutzt ein kompetitives Verfahren und polyklonale anti-
TPO-Ak des Schafes, um die TPO-Konzentration der Probe zu quantifizieren. Die
Dauer der Messung betragt 18 Minuten.

Dabei werden der Probe zunachst polyklonale anti-TPO-Ak vom Schaf hinzugegeben,
welche mit einem Ruthenium Komplex gebunden sind. Im zweiten Inkubationsschritt

werden biotinylierte TPO und streptaverdin-beschichtete Mikropartikel hinzugefugt.

Die TPO-Ak der Probe konkurrieren mit den polyklonalen anti-TPO-Ak, welche mit
Ruthenium Komplex markiert sind, um das biotinylierte TPO-Antigen.

Der so entstandene Komplex aus biotinylierter TPO und TPO-Ak wird Uber die

Interaktion zwischen Biotin und Streptaverdin in der festen Phase gebunden.

Das Gemisch wird in die Reaktionszelle aspiriert, in der die Komplexe Uber die
Mikropartikel magnetisch an die Elektrode gebunden werden. Nach Auswaschen der
flussigen Phase wird durch die Anlage von Spannung eine Chemilumineszenz

induziert, welche von einem Photomultiplier gemessen wird.

Die Ergebnisse werden anhand einer geratespezifischen Kalibrationskurve ermittelt
und vom Gerat fur jede Probe in lU/ml angegeben. (182) (181)

3.3.1.2 Assay Interferenzen
Werden +/- 10% des Ausgangswertes an gemessenen TPO-Ak erreicht, wird keine

Wechselwirkung mit der jeweiligen Substanz angenommen.

Keine Wechselwirkungen werden angegeben fur: Bilirubin <66mg/dl, Hb<1,5g/dI,
Triglyceride <2100mg/d|, Biotin <10ng/dl und Rheumafaktoren <15001U/ml.

Allerdings sollte Blut von Patienten, welche hohe Biotindosen einnehmen (z.B. 5mg/d)

frhstens 8 Stunden nach der letzten Biotineinnahme abgenommen werden.

Extrem hohe Titer von Antikorper gegen Analyt-spezifische Antikdrper wie Streptavdin

und Ruthenium konnen ebenfalls zu Interferenzen fuhren. (181)
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3.3.2 IDS -iSYS

Bei dem Anti-TPO Assay von IDS, welches von IDS-iSYS durchgefiihrt wird, handelt
es sich um ein automatisiertes Chemilumineszenz Immunoassay ,CLIA®. Dabei
werden TPO-Ak quantitativ in einem Range von 0lU/ml — 1300IU/ml bestimmt. (184)

Der von IDS fir das Anti-TPO Assay angegebene Cut-off-Wert betragt <15IU/ml.
Wobei Werte von 15-251U/ml als unsicher eingestuft werden, und Werte >25IU/ml als
positiv. (185)

Die Leerwertgrenze, welche den hochsten Wert, der bei einer negativ-Messung

erwartbar ist, beschreibt, wird mit 1,11U/ml angegeben.
Das limit of detection wird von IDS fir deren Anti-TPO Assay mit 3,01U/ml angegeben.

Die Prazision wird vom Hersteller mit einem Variationskoeffizienten zwischen 1,8%

und 4,2% angegeben.

Die absolute Ubereinstimmung hinsichtlich der qualitativen Assay-Ergebnisse eines
handelstblichen TPO-Ak Assays und dem hier vorgestellten Assay, wird von IDS mit
96,1% 95%KI [92,8-98,0] angegeben (185)

|

N

Abbildung 7: IDS-iSYS. (186)
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3.3.2.1 Assay-Ablauf
Das Anti-TPO Assay von IDS nutzt zur quantitativen Bestimmung der TPO-AKk ein nicht

kompetitives Verfahren.

Hierzu werden zunachst 6 ul der Patientenprobe (Serum/Plasma) mit magnetischen
Partikeln inkubiert, welche mit rekombinantem TPO-Antigen beschichtet sind. Im
Anschluss erflogt die Auswaschung aller nicht gebundenen magnetischen Partikel.

Im Zuge der zweiten Inkubation wird ein spezifisches, mit Acridin beschichtetes Anti-
IgG hinzugefugt. Die noch vorhandenen Magnetpartikel, welche zu diesem Zeitpunkt
an die TPO-Ak der Probe sowie an die spezifischen Anti-TPO-Ak gebunden sind,
werden magnetisch eingefangen, woraufhin ungebundene Analyte ausgewaschen

werden.

Im letzten Schritt werden Trigger-Reagenzien hinzugefugt, woraufhin von der Acridin-
Markierung Licht abgegeben wird. Dieses Licht ist proportional zur Anti-TPO-IgG
Konzentration der ursprunglichen Patientenprobe. (185)

3.3.2.2 Assay Interferenzen

Keine Interferenzen werden angegeben fur: Bilirubin <20mg/dl, Hamoglobin
<1000mg/dl, Triglyceride <3000mg/dl. Dabei wird die Nutzung von hamolytischen,
lipamischen und triben Proben nicht empfohlen.

Auch bei sehr hohen, im Serum des Patienten eventuell vorkommenden,
Antikorperkonzentrationen konnte keine Kreuzreaktion mit dem verwendeten Antigen

beobachtet werden.

Heterophile Antikorper, welche eventuell im Serum von Patienten, die regelmaldig mit
Tieren in Kontakt sind, vorkommen, kdnnen in vitro Assays storen, wodurch auch bei
diesem Assay unter bestimmten Voraussetzungen anormale Werte zu beobachten

sein kbnnen.

Auch bei sehr hohen TPO-Ak-Konzentrationen von bis zu tber 8000IU/ml wurde kein
Hook-Effekt beobachtet. (185)
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3.3.3 Immulite 2000

Dieses Analyseverfahren sowie seine Messergebnisse gehoren zur Dissertation von
L. Schenk- Schlautmann und werden hier der Vollstandigkeit halber ebenfalls
aufgefuhrt.

Das Anti-TPO Assay fur Immulite 2000 von Siemens Healthineers verwendet ein
sequenzielles Festphasen- Chemilumineszenz- immunometrisches Assay zur
quantitativen Bestimmung der TPO-AK. Dabei werden TPO-Ak in einem Range von
5,0 IU/ml — 1000IU/ml bestimmt. Die Untergrenze von 10l1U/ml in diesem Datensatz
wurde laborintern festgelegt.

Der Cut-Off, oberhalb dessen TPO-Ak Konzentrationen als erhoht gelten, wurde von
Siemens Healthineers auf 35IU/ml festgelegt.

Der im method sheet enthaltene Methodenvergleich vergleicht das Anti-TPO-AK
Assay von Immulite 2000 mit dem von Immulite. Aufgrund der in diesem Vergleich
guten Korrelation von r= 0,987 wurden vom Hersteller fur Immulite 2000 dieselben
Referenzwerte angenommen wie fur Immulite. Das Assay wurde mit der

Internationalen Referenzpreparation MRC 66/387 standardisiert. (187)

Abbildung 8. Immulite 2000 - Siemens Healthcare Diagnostics Products. (188)
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3.3.3.1 Assay — Ablauf

Der genaue Ablauf des Assays wird im Method-Sheet nicht beschrieben. Verwendete
Bestandteile beinhalten Kugeln, welche mit aufgereinigter TPO beschichtet sind, sowie
anti-TPO aus monoklonalen anti-humanen IgG der Maus. (187)

3.3.3.2 Assay - Interferenzen

Es werden keine Interferenzen fur Bilirubin <200mg/l, Hamoglobin von bis zu 381mg/d|
sowie Triglyceride von bis zu 3000 mg/dl angegeben. Hohe Biotinkonzentrationen von
1500ng/ml kdnnen die Ergebnisse um bis zu 10% verandern. Hohere Konzentrationen

konnen zu falschen Messergebnissen fuhren.

Aulerdem konnen heterophile Antikorper des Patienten mit Immunglobulinen, welche

im Assay enthalten sind interagieren und somit die Messergebnisse verfalschen.

Siemens Healthineers weist auf mogliche Unterschiede der Bindungscharakteristika

der patienteneigenen sowie der zur Kalibrierung verwendeten TPO-AK hin.

Auch bei sehr hohen TPO-AK Konzentrationen von bis zu 16624 1U/ml wurde kein
Hook-Effekt beobachtet. (187)
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3.4 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung wurde hauptsachlich mit SPSS 27 durchgefuhrt, die ROC-
Analyse erfolgte mittels R. Die Methoden und Ergebnisse wurden mit dem Institut fur
medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) der Universitat Mainz
besprochen.

Sofern bei einem statistischen Verfahren ein p-Wert ermittelt wird, gilt er ab einem
Signifikanzniveau von alpha=0,05 als signifikant. Alle p-Werte sind zweiseitig.

3.4.1 Graphische Darstellung der Haufigkeitsverteilung der Messwerte

Zur Visualisierung der Verteilung der Daten eignet sich hier das Histogramm. Es ist ein
Balkendiagramm, dessen Balken aus sich nicht Uberlappenden Bereichen
zusammensetzen und deren Hohe sich aus der Anzahl der Messergebnisse innerhalb
des Bereichs jedes einzelnen Balkens definiert. (189)

Das Boxplot ermdglicht ebenfalls eine Beurteilung der Datenverteilung sowie
zusatzlich die Entdeckung auffalliger Werte im Datensatz. Hierzu wird eine Box erstellt,
die Werte zwischen der 25. — 75. Perzentile einschlie3t. Vertikal von dieser Box
abgehend befinden sich die sogenannten ,Whiskers®, welche jeweils bis zum kleinsten
sowie grofdten Wert reichen, der nicht weiter als den 1,5-fache Interquartilsabstand
entfernt liegt. Alle Werte, die auRerhalb der Whiskers liegen, gelten als auffallig und
werden als Ausreiler bezeichnet. Sofern sie nicht weiter als drei Interquartilsabstande

entfernt liegen, werden sie als Kreis dargestellt, ansonsten als *.

3.4.2 Lage-, Streu- und FormmafRe

Als Lagemalde wurden hier der Mittelwert und der Median, als Streumale die Varianz
und die Standardabweichung und als Formmale die Schiefe und Wolbung (auch:
Kurtosis) berechnet. Letztere zeigen die Asymmetrie und Tendenz zur Erzeugung
extremer Werte einer Verteilung an. (189) (190) Aus diesem Grund wurden sie hier zur
Beurteilung der Normalverteilung der Daten herangezogen. Weichen eine oder beide
Mafzahlen deutlich von 0 ab, kann davon ausgegangen werden, dass die Daten nicht
normalverteilt sind. (190)
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3.4.3 Test auf Normalverteilung

Bevor man einen statistischen Test auf Normalverteilung durchfuhrt, kann Uber die
Betrachtung, zum Beispiel eines Histogramms der Haufigkeitsverteilung sowie der
Formmalie, ein erster Eindruck uber die (Normal-)Verteilung der Daten gewonnen
werden. (190)

Zu den hier angewandten, statistischen Tests auf Normalverteilung gehoren der
Shapiro- Wilk Test sowie der Kolmogorov- Smirnov Test. Beide Verfahren beurteilen
die Nullhypothese, wonach die betrachtete Stichprobe normalverteilt ist. Fallt der Test
also signifikant aus, muss die Nullhypothese zu Gunsten der Alternativhypothese
verworfen werden. Diese besagt, dass die betrachteten Daten nicht normalverteilt sind.
(189) (190)

Da nicht das erkrankte Kollektiv auf die HOhe, Verteilung und Variabilitat ihrer
Antikorper untersucht werden soll, sondern die Ubereinstimmung der TPO-Ak
Messwerte der Assays - in qualitativer sowie in quantitativer Hinsicht- der
Gesamtstichprobe Gegenstand der Untersuchung sind, bringt die Testung der
Normalverteilung der einzelnen Kollektive keinen zusatzlichen Vorteil und wird nicht

vorgenommen.

3.4.4 Verteilung der Differenzen der Messergebnisse

Es bietet sich hier an, die Verteilung der Differenzen der Ergebnisse beider
Analyseverfahren zu betrachten, um zu erfahren, ob ein Verfahren oOfters als das
andere hohe beziehungsweise niedrige Werte gemessen hat und mit welcher
Haufigkeit diese Schwankungen auftreten.

Somit kann schnell ein Eindruck Uber etwaige systematische Unterschiede zwischen

den Analyseverfahren gewonnen werden.

40



Material und Methoden

3.4.5 Vorzeichentest bei verbundenen Stichproben

Ein t-Test zum Vergleich der Mittelwerte kann nur berechnet werden, wenn die

Voraussetzung der Normalverteilung erfullt ist. (191) (192)

Der Wilcoxon- Vorzeichen- Rang- Test kann nur durchgefuhrt werden, wenn die
Differenzen der Messergebnisse symmetrisch verteilt sind. Ist dies nicht der Fall, wird
der Vorzeichentest, durchgefuhrt. Dieser pruft, ob der Median der Differenzen =0 ist.
(190)

3.4.6 Einfache lineare Regression

Die einfache lineare Regression beschreib den linearen Zusammenhang zwischen
zwei Variablen mathematisch. Durch die im Modell generierte Regressionsgerade
lasst sich, sobald man das Messergebnis eines Gerats kennt, das Ergebnis des

anderen vorhersagen.
Die Verlasslichkeit dieser Vorhersage wird durch das Bestimmtheitsmall R? gegeben.

Es besagt, wie viel Prozent der Varianz einer Messung durch die Messung des
anderen Gerats erklart werden kann. (189)

3.4.7 ,Linie der Gleichheit” in einem Streudiagramm

Die Winkelhalbierende, die von Bland und Altman auch als die ,Linie der Gleichheit*
bezeichnet wurde, ermdglicht den visuellen Vergleich einer theoretischen, absoluten
Gleichheit von zwei Messverfahren mit den tatsachlichen Messergebnissen beider
Verfahren innerhalb eines Streudiagramms.

Waren die Messverfahren identisch, wirden im Streudiagramm alle Punkte auf dieser
Geraden liegen. (193)

y=1xx+0

Formel 1: Gleichung fiir die Winkelhalbierende in einem Streudiagramm. (194)
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Um einen graphischen Eindruck der relativen Messunterschiede zu erlangen, konnen
die Daten in logarithmierter Form in einem Streudiagramm dargestellt werden. So
lassen sich der niedrige und hohe Assay-Bereich in ihren relativen Messunterschieden
besser beurteilen.

Um die Ergebnisse von IDS-iSYS logarithmieren zu konnen, wurden Werte =01U/ml zu
=11U/ml umcodiert und anschlief3end logarithmiert.

3.4.8 Zusammenhangsanalyse

Der Pearson-Korrelationskoeffizient gibt einen Wert fur den linearen Zusammenhang
zweier Variablen an. (189) Als parametrisches Testverfahren stellt er einige
Anforderungen an die Daten, um das Ergebnis sicher interpretieren zu konnen. Dazu
gehoren unter anderem eine bivariate Normalverteilung sowie das Nichtvorhandensein

von Ausreifl3ern und ein linearer Zusammenhang der Variablen. (195)

Sind die Voraussetzungen fur eine sichere Interpretation des Pearson-
Korrelationskoeffizienten nicht gegeben, empfiehlt es sich den nicht parametrischen
Korrelationskoeffizienten nach Spearman zu berechnen. (195) (196) Dieser
beschreibt das Mal} des monotonen Zusammenhangs. (189)

Die Korrelationsanalyse wird in diesem Fall dafur genutzt, zu prufen, ob die Ergebnisse

beider Gerate miteinander in einem Zusammenhang stehen.

3.4.9 Variationskoeffizient

Der Variationskoeffizient (CV) ist der Quotient aus Standardabweichung und
Mittelwert. Durch seine Eigenschaften als Quotient zweier Werte mit derselben
Maleinheit ist er dimensionslos und gibt die Streuung der Daten um den Mittelwert
anhand eines Faktors an. (189) (190)

CV =

Kl «»

Formel 2: Variationskoeffizient. (189)
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Er kann sowohl zur Bestimmung der Prazision einer Methode, also der Intra-Assay-
Variabilitat, als auch zur Einschatzung der Ubereinstimmung zwischen verschiedenen

Assays, also der Inter-Assay-Variabilitdt genutzt werden. (15) (20)

Sollte die Differenzen zwischen den Messungen eher proportional zu deren

Mittelwerten sein, so kann folgende Formel verwendet werden.

cV = Z ZCVZ,CVZ— di
2n

Formel 3: Formel zur Errechnung des CV bei zum Mittelwert proportionalen Differenzen. (197)

i

Dazu wird aus jedem Wertepaar der Quotient aus Differenz und Mittelwert gebildet und
daraus ein Quadratmittel abgeleitet. Aus den so gewonnenen individuellen und noch
quadrierten CVs wird der Mittelwert errechnet und durch Wurzelziehung der CV
gebildet. (197)

Dabei steht d; fur die individuellen Differenzen der Messwertepaare und m; fur die
individuellen Mittelwerte. CV; steht fur die individuellen CVs der Messwertepaare.

Da sich fur die TPO-Ak Messungen eine starke Abhangigkeit der Differenzen vom
Mittelwert gab, wird diese Methode zur Bestimmung des CV verwendet.

Ein 95% Konfidenzintervall fir den CV wird mit Hilfe des aus dem fir den CV?

ermittelten Standardfehlers durch Wurzelziehung ermittelt. (198)

95% KI(CV) = \/cvz +1,96 x SE({CVZ))

Formel 4: 95% KI fiir den CV. (198)

Obwohl der Konkordanz-Korrelationskoeffizient nach Lin besser geeignet sein soll, die
Genauigkeit der Ubereinstimmung zweier Variablen zu beschreiben, (199) wird der CV
haufig in Publikationen zu TPO-Ak Assay-Vergleichen angegeben, (15) (20) (174)
weswegen er auch in dieser Dissertation Anwendung findet.

Da keiner der zu vergleichenden Werte kleiner O war, hat der CV in diesem Falle eine
klare Interpretation. (200)
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3.4.10 Konkordanz- Korrelationskoeffizient nach Lin

Der Konkordanz- Korrelationskoeffizient (CCC) nach Lin gibt an, wie genau die
Wertepaare auf der Geraden der Ubereinstimmung liegen. Jede Abweichung von
dieser Geraden wird Werte <1 produzieren, selbst wenn der Korrelationskoeffizient
nach Pearson=1 ist. (201)

Einige Autoren berichten tber eine Uberlegenheit des CCC gegeniiber dem CV bei
der Bestimmung der Ubereinstimmung zweier Methoden. (199) (202) Aus diesem
Grund wurde der CCC auch in dieser Arbeit berechnet.

Allerdings veroffentlichten Atkinson et. al. 1997 einen Kommentar in welchem sie den
Konkordanz- Korrelationskoeffizienten nach Lin als ebenso unsicherheitsbehaftet wie
andere Korrelationsmethoden, welche zur Evaluierung der Ubereinstimmung zweier
Methoden herangezogen werden, beschrieben. (203) Auch Bland und Altman haben
schon 1986 und 1995 Korrelationsmessungen zur Bestimmung der Ubereinstimmung
zweier Methoden deutlich kritisiert und ein alternatives Vorgehen vorgeschlagen. (193)
(194)

Eine Schatzung des CCC berechnet sich nach Formel 5 mit der Kovarianz s,, sowie

Y
den jeweiligen Mittelwerten (3.4.2) (x; und x,) und Standardabweichungen (3.4.2)

(s; und s,) der Analyseverfahren. (201) (204)

2Syy

P. =
¢ (9?1_772)2"'512'*‘522

Formel 5: Schétzung des Konkordanz Korrelationskoeffizient nach Lin. (201) (204)
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Anhand von Tabelle 3 lasst sich das Ergebnis interpretieren. (204)

Konkordanz-Korrelationskoeffizient Ubereinstimmung, heuristisch
<0,10 keine

0,10-0,40 schwache

0,41-0,60 deutliche

0,61-0,80 starke

0,81 -1,00 fast vollstandige

Tabelle 3: Interpretation des CCC.

McBride et. al. haben 2005 strengere Kriterien fur die Beurteilung des Males an
Ubereinstimmung fir die  Konkordanz-Korrelationskoeffizienten nach  Lin

vorgeschlagen. (205)

Hierzu wird die untere Grenze des 95% Konfidenzintervalls mit den Werten in der

Tabelle verglichen und entsprechend Tabelle 4 interpretiert. (205)

MaB der Ubereinstimmung Konkordanz-Korrelationskoeffizient bei

kontinuierlichen Variablen

fast vollstandig >0,99
stark 0,95-0,99
deutlich 0,90 - 0,95
schwach <0,90

Tabelle 4: Alternative Interpretation des CCC nach McBride et. al.
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Die 95% Konfidenzintervalle fur den CCC wurden mit Hilfe der Fisher-Z Transformation
bestimmt. (206) (207)

3.4.11 Bland Altman Plot

Der Bland Altman Plot ermdglicht eine graphische Analyse der Streuung der
Differenzen einzelner Wertepaare und hat sich als Verfahren der Wahl zum Vergleich
zweier Messmethoden etabliert. (208)

Aufgrund seiner Eigenschaften wurde der Bland Altman Plot auch in dieser Arbeit
erstellt.

Dabei wird auf der x-Achse der Mittelwert der Wertepaare abgebildet und gegen die
Differenz der Wertepaare auf der y-Achse aufgetragen.

Als  Orientierungshilfen werden der Mittelwert der Differenzen und die
Ubereinstimmungsgrenzen (auch limits of agreement) (LoA) als Geraden in das
Diagramm gelegt. (193) Diese entsprechen dem 95% Konfidenzintervall der mittleren
Differenz.

Der Mittelwert der Differenzen, auch Bias genannt, gibt den systematischen Fehler der
Gerate zueinander an, wohingegen die Breite der Ubereinstimmungsgrenzen von der

Grolde des zufalligen Fehlers abhangt. (189)

Die Ubereinstimmungsgrenzen wurden auf Mittelwert + 1,96SD festgelegt.

Formel 6: Berechnung der Ubereinstimmungsgrenzen. (193) (194)

Um die 95% Konfidenzintervalle fur die mittlere Differenz ¥ sowie fir die LoA zu

erhalten wurde folgende Formel verwendet: (193)

Sx

Vn

Formel 7: Berechnung der 95% Kl der Ubereinstimmungsgrenzen des Bland Altman Plots. (193)

Xom =%+ 1,96 -

46



Material und Methoden

Dabei ist x der Mittelwert der Differenzen und j—% der Standardfehler des Mittelwerts.

(193)

Um die Giiltigkeit der Ubereinstimmungsgrenzen tiber den gesamten Wertebereich zu
gewahrleisten, durfen die Differenzen der Wertepaare keine systematische
Abweichung aufweisen. (193)

Sollten die Differenzen der Wertepaare allerdings proportional zu den Mittelwerten
sein, kénnen die Daten zur genaueren Festlegung der Ubereinstimmungsgrenzen

logarithmiert werden. (193)

Da eine Logarithmierung nur moglich ist, wenn der Ausgangswert ungleich O ist,
wurden alle Werte mit 0lU/ml auf 11U/ml umcodiert. Somit wird das Logarithmieren
moglich und die artifizielle Verfalschung bleibt minimal.

Zur besseren klinischen Interpretation mussen diese Werte ricktransformiert werden,

woraus sich ein dimensionsloser Faktor ergibt. (193)

Diese Riicktransformation der logarithmischen Ubereinstimmungsgrenzen und des
Mittelwertes erfolgte mittels:

_2<ec—1)
m= ec+1

Formel 8: Riicktransformation der Ubereinstimmungsgrenzen und des Mittelwertes. Vgl. (200)

c steht stellvertretend fur entweder den Mittelwert der Differenzen oder die
obere/untere Ubereinstimmungsgrenze der logarithmierten Daten und m fiir die sich
aus der Berechnung ergebende Steigung der Gerade durch den Ursprung welche dem
rucktransformierten Mittelwert der Differenzen oder der ricktransformierten

oberen/unteren Ubereinstimmungsgrenze zugehdrig ist.

Diese rucktransformierten Werte (m) wurden nun auf ein konventionelles Bland-Altman
Plot Ubertragen. (193)

Durch diese Auftragung der Ubereinstimmungsgrenzen kann das Problem der
systematischen Abweichung der Differenzen und die daraus resultierenden
ungenauen Ubereinstimmungsgrenzen umgangen werden. (194) (200)
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In nachsten Schritt wurde die vom Hersteller anhand der Cut-Off Werte (3.3.1, 3.3.2)
angegebene Abweichung der Gerate berucksichtigt. Dafur wurde ermittelt, dass IDS-
iISYS laut Cut-Off 15/35=0,42 (42%) der Hohe der Werte von Cobas €411 sowie von
Immulite 2000 misst. Um diesen Faktor auszugleichen, wurden die Ergebnisse von
Cobas e411 beziehungsweise Immulite 2000 mit 0,42 multipliziert. Bei zu den
Mittelwerten proportionalen Differenzen erfolge eine Logarithmierung und
Rucktransformation wie oben beschrieben. Die so erhaltenen Werte wurden in ein
konventionelles Bland Altman Plot Ubertragen.

3.4.12 Sensitivitat und Spezifitat

Um die klinische Ubereinstimmung der Assays zu beurteilen, wurden sowohl die
Sensitivitat wie auch die Spezifitat berechnet.

Die Sensitivitat beschreibt den Anteil der vom Test korrekterweise als erkrankt
Erkannten von allen tatsachlich erkrankten Probanden. (209)

Sensitivitat = richtig Positive/(richtig Positive + falsch Negative)

Formel 9: Sensitivitét. (209)

Die Spezifitat beschreibt den Anteil der vom Test korrekterweise als erkrankungsfrei
Erkannten von allen tatsachlich erkrankungsfreien Probanden. (209)

Spezifitat = richtig Negative/(richtig Negative + falsch Positiven)

Formel 10: Spezifitét. (209)

Graphisch darstellen und errechnen lassen sie sich anhand einer 4 Felder Tafel.

Da die Einteilung in positiv und negativ hier auf den Messergebnissen von Cobas e411
beruht, beziehen sich die angegebenen Sensitivitaten und Spezifitaten auf den

Vergleich zu Cobas e411.

Es kann somit die klinische Ubereinstimmung der Messverfahren auf Basis einer
Einteilung von Cobas e411 untersucht werden.
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Da bei Cobas e411 und bei Immulite 2000, anders als bei IDS- iSYS vom Hersteller
kein ,unsicherer® Bereich der Interpretation vorgesehenist, (3.3.1, 3.3.2, 3.3.3) musste
fur den klinischen Vergleich ein Cut-Off fur IDS-iSYS ohne diesen festgelegt werden.
Aus diesem Grund wurde der untere, vom Hersteller angegebene Cut-Off von 151U/ml
fur das Anti-TPO-Assay von IDS-iSYS verwendet.

Somit wird eine hohe Sensitivitat gewahrleistet, wahrend die Spezifitat theoretisch

abnimmt.

3.4.13 Receiver Operating Characteristic- Analyse (ROC)

Um die Trennscharfe der Methoden in Bezug zum Vorhandensein einer mit TPO-Ak
assoziierten AITD zu untersuchen, wurde eine nichtparametrische ROC-Analyse
angefertigt. Je groRer die Flache unter einer Kurve, desto besser erkennt die
entsprechende Methode erkrankte Probanden. Durch einen Vergleich der ROC-
Kurven verschiedener Methoden kann also deren Trennscharfe zwischen TPO-Ak

positiven und negativen Proben vergleichen werden. (210)

49



Ergebnisse

4 Ergebnisse

Es werden zunachst die Ergebnisse des Vergleichs zwischen Cobas €411 und IDS-
iISYS vorgestellt. Im Verlauf folgen die Vergleiche der eben genannten Methoden mit
Immulite 2000. (ab 4.12) Die Daten der TPO-Ak Messungen von Immulite 2000
stammen aus der Dissertation von L. Schenk-Schlautmann und sind der
Vollstandigkeit wegen in dieser Dissertation ebenfalls ausgewertet. Die Dissertation
von L. Schenk-Schlautmann befindet sich momentan in der Entstehung und kann aus
diesem Grund nicht zitiert werden.

4.1 Graphische Darstellung der Haufigkeitsverteilung der Messwerte

4.1.1 Histogramme

Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung der Messwerte in einem Histogramm (3.4.1),
fallt bei den Messungen mit Cobas e411 auf, dass 34 maximale Werte (10001U/ml)
gemessen wurden. Es wurde 38-mal der Wert der unteren Assaygrenze (101U/ml)
gemessen. Insgesamt 50-mal wurden Werte unterhalb des Cut- Offs von 35IU/ml
gemessen. Da die Gruppeneinteilung auf Basis dieser Messwerte erfolgte, entfallen
alle diese Werte konsequenterweise auf die Kontrollgruppe. Grin steht fur Werte
unterhalb des URL von 35IU/ml, blau fur Werte daruber.

Die Haufigkeit der Messwerte zwischen den Maxima nahm mit steigender Hohe ab.
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Cobas e411 - Cut-off 35 IUImI

50

Anzahl

<101 101- 350- 1000- 200,0- 3000- 4000- 5000- 6000- 700,0- 800,0- 9000- >999 9
349 999 1999 2999 3999 4999 5999 6999 7999 8999 9999

TPO-Ak (IUIml)

Abbildung 9: Balkendiagramm - Haufigkeitsverteilung der TPO-Ak Messwerte von Cobas e411 in IU/ml.

Die Verteilung der Messwerte von IDS-iSYS zeigte eine stark rechtsschiefe Verteilung
mit sehr vielen Werten im niedrigen Assay-Bereich. Dabei wurden 66-mal Werte
unterhalb des Cut-Offs von 15IlU/ml gemessen. 50 dieser 65 Werte waren der
schilddrisengesunden Kontrollgruppe zuzuordnen. Nur ein Messwert von IDS-iSYS
lag an der oberen Assay-Grenze von 13001U/ml. Grun steht fur Werte unterhalb des
URL von 151U/ml, blau fir Werte daruber.
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% IDS-iSYS - Cut-off 151Uml

Anzahl
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TPO-Ak (IUIml)

Abbildung 10:Balkendiagramm- Héufigkeitsverteilung der TPO-Ak Messwerte von IDS-iSYS in IU/ml.

Anhand der Histogramme zur Haufigkeitsverteilung der Messwerte beider Gerate ist
schon erkennbar, dass keine Normalverteilung bestand.

4.1.2 Boxplots

In dem Boxplot (3.4.1) in Abbildung 11ist zu erkennen, dass bei den Messungen von
Cobas e411 keine Ausreil3er detektiert wurden. Bei IDS-iSYS hingegen fanden sich
14 Ausreil3er, von denen 6 als extreme Ausreil3er klassifiziert wurden.

AuRerdem war graphisch ein deutlicher Unterschied in der Lage der Mediane beider
Methoden zu erkennen.
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Abbildung 11: Boxplots der TPO.Ak Messwerte in IU/ml von Cobas e411 und IDS-iSYS.

Es wurde entschieden, die Ausreil3er in der Stichprobe zu belassen und die weitere
Analyse mit der gesamten Stichprobe auszufuhren, da davon ausgegangen wurde,

dass es sich um korrekt gemessene Werte handelt.

4.2 Lage-, Streu- und FormmaRe

Betrachtet man nun die Messwerte der einzelnen Gerate, sieht man, dass beide
Gerate den vollen Umfang des Assays nutzten.

Der Mittelwert war bei Cobas e411 mehr als doppelt so hoch wie bei IDS-iSYS. Ebenso
war die Standardabweichung deutlich unterschiedlich.

Der Median lag bei Cobas e411 mit 194,0 IU/ml circa 2,5mal so hoch bei wie IDS-iSYS
mit 78,15 1U/ml.
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Statistiken
Cobas e 411 IDS-iSYS

N Giiltig 250 250

Fehlend 0 0
Mittelwert 332,18 146,89
Standardfehler des Mittelwerts 22,28 12,78
Median 194,00 78,15
Std.-Abweichung 352,26 202,06
Schiefe 94 2,46
Kurtosis -,60 7,55
Minimum 10,00 ,00
Maximum 1000,00 1300,00
Perzentile 25 44,95 8,43

50 194,00 78,15

75 530,00 205,43

Tabelle 5: Deskriptive Statistik der TPO-Ak Messwerte in IU/ml von Cobas e411 und IDS-iSYS.

4.3 Test auf Normalverteilung

Um das Nichtvorliegen einer Normalverteilung statistisch zu bestatigen, wurden die
Tests auf Normalverteilung (3.4.3) nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-Wilk

durchgefuhrt.

Diese zeigten fur beide Gerate zu p=0,0001, dass die 0-Hypothese, namlich dass die

Messwerte normalverteilt sind, verworfen werden muss.

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistik df Signifikanz Statistik df Signifikanz
Cobas e 411 ,195 250 <,0001 ,801 250 <,0001
IDS-iSYS ,234 250 <,0001 ,718 250 <,0001

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tabelle 6: Tests auf Normalverteilung der TPO-Ak Messwerte von Cobas e411 und IDS-iSYS.

Weder eine Quadratwurzel- Transformation noch eine logarithmische oder inverse
Transformation fuhrte zu einer Normalverteilung, die mittels obiger Tests (3.4.3)

bestatigt werden konnte.
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Das Vorliegen einer Normalverteilung war allein aufgrund des Einschlusses des
Kontrollkollektivs nicht zu erwarten. Die Bestatigung dieser Vermutung spielt allerdings

eine Rolle bei der im Verlauf folgenden Auswahl der statistischen Testverfahren.

4.4 Verteilung der Differenzen

Abbildung 12 stellt die Verteilung der Differenzen (IDS-iSYS - Cobas e411) dar (3.4.4).
Diese lagen meist im niedrigen, aber dennoch negativen Wertebereich. Zusatzlich gab
es auch sehr groRRe Differenzen zwischen den Ergebnissen beider Gerate, welche
durchweg im negativen Wertebereich lagen.
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10001~ -00Z"

IDS- Cobas (IU/ml)

Abbildung 12: Verteilung der Differenzen (IDS-iSYS - Cobas e411) in IU/ml.

Bei 245/250 (98%) Messungen hatte Cobas e 411 hoher gemessen als IDS-iSYS.

5/250 (2%) der Messungen hatte IDS-iSYS hoher als Cobas e411 gemessen.
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4.5 Vorzeichentest bei verbundenen Stichproben

Die vom Vorzeichentest bei verbundenen Stichproben (3.4.5) getestete 0-Hypothese
besagt, dass der Median der Differenzen (4.1.2) zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS
=0 sei. Sie musste bei p<=0,0001 abgelehnt werden.

4.6 Einfache |lineare Regression mit Winkelhalbierender im

Streudiagramm

Da beide Assays dazu designt wurden, die TPO-Ak zu messen, gingen wir hier von

einem linearen Zusammenhang aus.

Abbildung 13 zeigt Uber ein Modell der einfachen linearen Regression (3.4.6) diesen
linearen Zusammenhang der Messergebnisse beider Messgerate, veranschaulicht
durch die Regressionsgerade.

Das Bestimmtheitsmall R? = 56,9% besagt, dass dieses Modell 56,9% der Varianz der

Messwerte erklart.

Dies bedeutet konkret, dass mit den Messergebnissen von IDS-iSYS ca. 57% der

Messergebnisse von Cobas e411 erklart werden konnen.

Dass fast alle Wertepaare unterhalb der Winkelhalbierenden (3.4.7) lagen, zeigt
abermals, dass IDS-iSYS fast alle Proben niedriger gemessen hat als Cobas e411.

Im Streudiagramm erkennt man aul3erdem, dass bei steigendem Wertebereich die
Grolde der Differenzen zwischen den Ergebnissen von Cobas e411 und IDS-iSYS
zunahm. Das ist an dem haufig grolen Abstand der Wertepaare zur
Winkelhalbierenden vor allem im oberen Assay-Bereich zu erkennen und fuhrt zu dem
Eindruck, dass die Messverfahren vor allem in diesem Bereich wenig
ubereinstimmende Messergebnisse lieferten.
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Streudiagramm mit Regressionsgerade und Winkelhalbierender IDS-iSYS- Cobas e 411

15000 R? Linear = 0,569
o
w
1000,0
o
T
(72}
a
£
=
g 500,0
2° [1=3.14+043%
- i
- 8’- e %o L]
‘ ° Y ° ] ]
0
0 200,0 400,0 00,0 800,0 1000,0
TPO-Ak (IlUIml) Cobas e 411

Abbildung 13: Streudiagramm IDS-iSYS auf Cobas e411 mit linearer Regressionsgrade und Winkelhalbierender.

Um die Unterschiede der Assays auf einer relativen Skala graphisch zu analysieren,

wurde ein Streudiagramm mit logarithmierten Daten angefertigt. (3.4.6)

Streudiagramm mit Regressionsgerade und Winkelhalbierender InIDSr - InCobas
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Abbildung 14: Streudiagramm In IDSr auf In Cobas e411 mit linearer Regressionsgrade und Winkelhalbierender.

Man erkennt in Abbildung 14 Abbildung 14, dass die relative Abweichung im niedrigen

Assay-Bereich ahnlich hoch ist wie im hohen.
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4.7 Zusammenhangsanalyse

Da die Voraussetzungen fur eine sichere Interpretation des Pearson
Korrelationskoeffizienten nicht gegeben waren, wurde dessen nicht parametrisches
Aquivalent, die Spearman Korrelation, berechnet. (3.4.8)

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman bestatigte mit
. = 0,915[0,892; 0,934] eine nach Cohen (211) stark positive Korrelation zwischen
den Messergebnissen von Cobas €411 und IDS-iSYS.

4.8 Variationskoeffizient

Da in diesem Datensatz keine Prazisionsmessungen vorliegen, konnte der CV fur die
Intra-Methoden Variabilitat nicht berechnet werden. (3.4.9)

Allerdings konnte die Inter-Methoden Variabilitat (3.4.9) mittels des CV beschrieben
werden. Erganzend zu der in 3.4.9 beschriebenen Methode wird zusatzlich der Median
der individuellen CVs angegeben.

Der mittlere Variationskoeffizient zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS betrug
CV=0,875 95%KI [0,822;0,925] =87,5%.

Der Median der Variationskoeffizienten zwischen Cobas €411 und IDS-iSYS betrug
CV (median)= 0,7126= 71,26%.

Der Unterschied zwischen mittlerem und medianen CV ist vermutlich auf die von IDS-
iISYS mit TPO-Ak=0IU/mlI gemessenen Kontrollen zurlckzufuhren. Dies wird von
Abbildung 15 verdeutlicht.
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Balkendiagramm CV Cobas e411 - IDS-iSYS

60,0

Haufigkeit

CV Cobas e411 - IDS-iSYS

Abbildung 15: Balkendiagramm zur Verteilung der individuellen CVs zwicshen Cobas e411 und IDS-iSYS.

4.9 Konkordanz- Korrelationskoeffizient nach Lin

Es ergab sich flr die betrachtete Stichprobe ein p. = 0,539 95% KI [0,62;0,45], was
eine deutliche Ubereinstimmung (3.4.10) der Wertepaare mit der Geraden der
vollstéandigen Ubereinstimmung attestierte.

Nach der Einschatzung von McBride et. al. (3.4.10) wirde der hier gefundene CCC mit
Deuntereoskr = 0,45  einer schwachen Ubereinstimmung der Messverfahren

entsprechen.
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4.10 Bland Altman Plot

Im Bland Altman Plot (3.4.11) ist die Lage der Ubereinstimmungsgrenzen abhangig

von der Verteilung der Differenzen.

Wie jedoch in Abbildung 12 zu sehen ist, folgte die Verteilung der Differenzen keiner
Normalverteilung. Aus diesem Grund wurden die Daten zur Basis e logarithmiert und

in Abbildung 16 aufgetragen.

Bland Altman Plot InIDSr - Cobas e411

00 o @

-2,00

InIDSr -InCobas

-4,00 o ®

-6,00
,00 2,00 4,00 6,00 8,00

(InIDSr+ InCobas) 12

Abbildung 16: Bland Altman Plot. Daten zur Basis e log- transformiert. Cobas e411, IDS- iSYS.

Dadurch, dass nur sehr wenige Punkte eine positive Differenz aufwiesen, und die
durchschnittliche Differenz der Messwerte negativ war, wurde abermals gezeigt, dass

IDS-iISYS niedriger gemessen hat als Cobas e411.

Fir die Berechnung der Konfidenzintervalle des Mittelwertes und der
Ubereinstimmungsgrenzen wurde der Standardfehler desselben benétigt (3.4.11),
welcher hier 0,0619 1U/ml betragt.

Der Mittelwert der Differenzen der logarithmierten Daten betrug y= -1,33
95%KI [-1,21; -1,45]. Die obere Ubereinstimmungsgrenze lag bei 0,59 95%KI [0,71;
0,45] und die untere bei -3,24 95% KI [-3,12; -3,36].
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Durch die Rucktransformation der Werte aus Abbildung 16, ergab sich die Steigung
der Geraden der mittleren Differenz mit m= -1,161U/ml 95%KI [-1,04; -1,28], die
Steigung der Geraden der oberen Ubereinstimmungsgrenze mit m= 0,571U/ml 95%KI
[0,69; 0,45] und die der unteren mit m=-1,85 IU/ml 95% KI [-1,73; -1,97].

Mithilfe der Riicktransformation konnten die angepassten Ubereinstimmungsgrenzen
in ein Bland Altman Plot aufgetragen werden, das uber den gesamten Wertebereich
keine absoluten, sondern relative, fur  jeden Wert individuelle

Ubereinstimmungsgrenzen angibt.

Bland Altman Plot - rlicktransformiert Cobas e411 - IDS-iSYS
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(Cobas + IDS) 12

Abbildung 17: Bland Altman Plot mit riicktransformierter, mittlerer Differenz und Ubereinstimmungsgrenzen.

Man erkennt, dass die Ubereinstimmung der Messergebnisse beider Verfahren gering
war. Ware sie grol3 gewesen, hatten sich die Punkte um y=0 gruppiert, womit auch die

Steigung der Gerade der mittleren Differenz naher an m=0 gelegen hatte.

4.10.1 Bland Altman Plot unter Berucksichtigung der vorgegebenen Cut-offs

Im nachsten Schritt wurde die vom Hersteller anhand der Cut-Off Werte (3.3.1, 3.3.2)
angegebene Abweichung der Gerate berucksichtigt. Dafur wurde ermittelt, dass IDS-
iISYS laut Cut-Off 15/35=0,42 (42%) der Hohe der Werte von Cobas €411 misst. Um
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diesen Faktor auszugleichen, wurden die Ergebnisse von Cobas e411 mit 0,42

multipliziert.

Da die Verteilung der Differenzen (3.4.4) nach Anpassung an die Cut-Offs weder
graphisch noch rechnerisch durch die Tests nach Kolmogorov-Smirnov und Shapiro-
Wilk (3.4.3) eine Normalverteilung aufwies, wurden die Daten auch hier zur Basis e
logarithmiert. Diese transformierten Daten wurden, wie in 3.4.11 beschrieben, in ein

Bland Altman Plot aufgetragen und anschliel3end rtcktransformiert.

Die rucktransformierten Ergebnisse wurden daraufhin in ein konventionelles Bland
Altman Plot ubertragen, wodurch sich abermals individuelle

Ubereinstimmungsgrenzen ergaben.

Bland Altman Plot InCobas €411*0,42 - InIDSr

2,00
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
° o
1,00 ...o .‘O oo
° % %o M RALENS
AR - L X TN
g ® ° o 020 & °5 ° |f! ® ’# T
P L J hd . -. m
E e o . ® .' 00 8 ..
2 100 @3 o ©
2 ° e ., 7
B 200 ry % e °
= * v--teeesy ,
= °
-3,00 ° “
-4,00 -
°

-5,00
,00 2,00 4,00 6,00
(InCobas*0.42 + InIDST) 12

Abbildung 18: Bland Altman Plot. Daten zur Basis e transformiert. Anpassung der Messwerte an die Cut-offs der
Methoden. Cobas e411 du IDS-iSYS.

Man erkennt, dass die mittlere Differenz in Abbildung 18 naher an y=0 liegt als in
Abbildung 16.
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Blant Altman Plot Riicktransformiert IDS - Cobas*0,42
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Abbildung 19: Konventionelles Bland Altman Plot unter Anpassung der Messwerte an die Cut-offs der Methoden
mit riicktransformierten LoA und Gerade der mittleren Differenzen.

Die Gerade der mittleren Differenz liegt mit m=-0,45 95%KI [-0,33; -0,57] deutlich von
m=0 entfernt. Damit konnte auch nach Anpassung der Messwerte anhand der vom
Hersteller angegebenen Cut-Offs keine gute Ubereinstimmung der Messwerte
zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS erreicht werden.
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4.11 Sensitivitat und Spezifitat

Fir die Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat (3.4.12) wurde eine 4 Felder Tafel
der klinischen Interpretation der TPO-Ak Messergebnisse von Cobas e411 und IDS-
iISYS angefertigt.

Dabei wurden 17 von insgesamt 200 TPO-Ak positiven Seren von IDS- iSYS nicht als
solche erkannt. Von den 50 TPO-Ak negativen Seren wurden alle von IDS- iSYS als
negativ erkannt. Die absolute Abweichung von IDS zu Cobas e411 betrug demnach
17/250(6,8%), die absolute Ubereinstimmung entsprechend 233/250 (93,2%).

Cobas e411 | Cobas e411 | total
positiv negativ
IDS-iSYS 183 0 183
positiv
IDS-iSYS 17 50 67
negativ
200 50 250

Tabelle 7: 4 Felder Tafel, Cobas e411 — IDS-iSYS.

Berechnete man anhand dieser 4 Felder Tafel die Sensitivitat und Spezifitat fur IDS-
iISYS mit Cobas e411 als Bezugsgerat, so ergab sich fur die TPO-Ak Messung von
IDS- iSYS eine Sensitivitat von 183/200=91,5% und eine Spezifitat von 50/50=100%.

IDS-iISYS erkannte also alle von Cobas e411 als Negativeingestuften ebenfalls als
negativ, und 91,5% der von Cobas e411 als positiv Eingestuften als positiv.
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4.12 Zusammenfassung der Vergleiche mit Immulite 2000

Die Daten von Immulite 2000 stammen aus der Dissertation von L. Schenk-
Schlautmann und sind hier der Vollstandigkeit halber mit eingebunden.

Hier soll eine Zusammenfassung zweier weiterer Methodenvergleiche erfolgen. Zum
einen wird ein Vergleich zwischen Immulite 2000 und IDS-iSYS zusammenfassend
vorgestellt, zum anderen ein Vergleich der klinischen Ergebnisse von Cobas e411 und
Immulite 2000 beschrieben.

4.12.1 Haufigkeitsverteilung Immulite 2000

Betrachtet man die Haufigkeitsverteilung (3.4.1) der Messwerte von Immulite 2000 in
Abbildung 20, fallt auf, dass Haufungen sowohl im niedrigen als auch im hohen Assay-
Bereich vorkommen. Allerdings wurde dabei bei keiner Probe ein Wert an der unteren
Assay-Grenze von 10lU/ml gemessen. Nur 4 Proben, welche alle aus der
Kontrollgruppe stammen, wurden mit einem Wert niedriger als der mit 35IU/ml
angegebene Cut-Off gemessen. (3.3.3) Bei 52 Proben wurde bei einer Messung mit
Immulite 2000 die obere Assay- Grenze von 10001U/ml erreicht. Grun stellt Messungen
unterhalb des Cut-Offs von 35IU/ml dar, blau Messungen oberhalb davon.

60
Haufigkeitsverteilung Immulite 2000
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Abbildung 20: Haufigkeitsverteilung der TPO-Ak Messwerte von Immulite 2000. Daten aus der Dissertation von L.
Schenk-Schlautmann.
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Anhand der Verteilung der Werte von Immulite 2000 ist deutlich zu erkennen, dass
keine Normalverteilung vorliegt.

IDS-iISYS hat im Gegensatz zu Immulite 2000 sehr haufig Werte der unteren Assay-
Grenze und nur einmal einen Wert der oberen Assay-Grenze gemessen. (vergleiche:
4.1)

1.250

1.000

b

750

oo™ O

500

TPO-Ak Messwerte in [U/ml

250

Immulite 2000 IDS-ISYS

Abbildung 21: Boxplots zu den TPO-Ak Messwerten in IU/ml von Immulite 200 und IDS-iSYS. Daten von Immulite
2000 aus der Dissertation von L. Schenk-Schlautmann.

In dem Boxplot in sieht man, dass bei den Messungen von Immulite 2000, anders als
bei IDS-ISYS (4.1), keine Ausreil3er detektiert wurden.

Es wurde entschieden, die Ausreil3er in der Stichprobe zu belassen und die weitere
Analyse mit der gesamten Stichprobe auszufuhren, da davon ausgegangen wurde,
dass es sich um korrekt gemessene Werte handelt. (4.1)

Aulerdem ist schon graphisch ein deutlicher Unterschied in der Lage des Medians zu
erkennen. Dieser liegt bei Immulite 2000 mit 263 IU/ml mehr als 3-mal so hoch wie bei
IDS-iSYS mit 78,2 1U/ml.
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Weitere Lage- und Streumalie (3.4.2) sind in Tabelle 8 aufgeflhrt.

Deskriptive Statistik

IDS-ISYS Immulite 2000

N Giiltig 250 250
Fehlend 0 0
Mittelwert 146,89 422,55
Standardfehler des Mittelwerts 12,78 22,94
Median 78,15 263,00
Std.-Abweichung 202,06 362,73
Minimum ,00 25,10
Maximum 1300,00 1000,00
Perzentile 25 8,43 107,75
50 78,15 263,00
75 205,43 783,25

Tabelle 8: Lage- und Streumal3e der Messwerte von IDS-iSYS und Immulite 2000 in IU/ml. Daten von Immulite
2000 aus der Dissertation von L. Schenk-Schlautmann.

4.12.2 Streudiagramm IDS iSYS - Immulite 2000

Da beide Assays dazu designt wurden, die TPO-Ak zu messen, gehen wir hier von

einem linearen Zusammenhang aus.

Im Streudiagramm aus Abbildung 22 erkennt man, dass sowohl im niedrigen als auch
im hohen Wertebereich die Abweichungen der Messergebnisse von Immulite 2000 und
IDS-iSYS grof} sind. Da nahezu alle Punkte unterhalb der Winkelhalbierenden liegen,
zeigt sich abermals, dass IDS-iSYS deutlich niedrigere Werte gemessen hat als
Immulite 2000.
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Streudiagramm IDS-iSYS - Immulite 2000
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Abbildung 22: Streudiagramm IDS-iSYS auf Immulite 2000 mit linearer Regressionsgrade und
Winkelhalbierender. Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.

Um die Abweichungen der Assays Uber den gesamten Messbereich auf einer relativen
Skala graphisch zu analysieren, wurde ein Streudiagramm mit logarithmierten Daten
angefertigt. (3.4.6) Um die Daten von IDS-iSYS logarithmieren zu kdnnen, wurden sie

wie in 3.4.6 beschrieben, umcodiert.
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Streudiagramm InIDSr - Inimmulite
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Abbildung 23: Streudiagramm In IDSr auf In Immulite 2000 mit linearer Regressionsgrade und
Winkelhalbierender. Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.

Man erkennt in Abbildung 23, dass die relative Abweichung im hohen Assay-Bereich

grofer ist als im niedrigen.

4.12.3 Spearman Korrelation

Der Korrelationskoeffizient nach Spearman (3.4.8) Dbestatigt mit 1, =
0,915[0,891;933] zu p=<0,001 eine nach Cohen stark positive Korrelation zwischen

den Messergebnissen von Immulite 2000 und IDS-iSYS.

IDS-ISYS Immulite 2000

Spearman-Rho IDS-ISYS Korrelationskoeffizient 1,000 ,915™
Sig. (2-seitig) . <,001
N 250 250

**. Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Tabelle 9: Spearman Korrelationskoeffizient, Immulite 2000 — IDS-iSYS.
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4 .12 .4 Variationskoeffizient IDS-iSYS — Immulite 2000

Da auch in diesem Datensatz keine Prazisionsmessungen vorliegen, konnte die Intra-
Methoden- Variabilitat nicht berechnet werden. (3.4.9)

Allerdings konnte die Inter-Methoden Variabilitat mittels des CV beschrieben werden.
(3.4.9) Zusatzlich zu den in 3.4.9 beschriebenen Methoden wurde hier der Median der
individuellen CVs berechnet.

Der durchschnittliche Variationskoeffizient zwischen IDS-iISYS und Immulite 2000
betrug CV=0,981 95%KI [0,938;1,023] = 98,1%, der CV- Median= 0,8819= 88,19%.

4 .12.5 Konkordanz- Korrelations- Koeffizient nach Lin IDS-iSYS — Immulite 2000

Der CCC (3.4.10) fur die betrachtete Stichprobe betragt p. = 0,447 95% Kl [0,54; 0,34]
was eine deutliche Ubereinstimmung der Wertepaare mit der Geraden der
vollstéandigen Ubereinstimmung attestiert.

Nach der Einschatzung von McBride et. al. (3.4.10) wirde der hier gefundene CCC mit
Deuntereoskr = 0,34 einer  schwachen  Ubereinstimmung der  Messverfahren

entsprechen.
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4.12.6 Bland Altman Plot - IDS-iSYS — Immulite 2000

Es ergibt sich mithilfe der Rucktransformation ein Bland Altman Plot (3.4.11), das Uber
den gesamten Wertebereich keine absoluten, sondern relative, fur jeden Wert

individuelle, Ubereinstimmungsgrenzen angibt.

Bland Altman Plot - Rlicktransfomiert - IDS-iSYS - Immulite 2000
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Abbildung 24: Konventionelles Bland Altman Plot mit riicktransformierten LoA und Gerade der mittleren
Differenzen. IDS-iSYS — Immulite 2000. Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk-
Schlautmann.

Dadurch, dass nahezu alle Punkte unterhalb y=0 liegen, erkennt man, dass ein von
IDS-iSYS hoher als von Immulite 2000 gemessener Wert sehr ungewohnlich ware.

Man erkennt aufRerdem, dass die Ubereinstimmung der Messergebnisse beider
Verfahren gering ist. Ware sie grof3, wirden sich die Punkte um y=0 gruppieren, womit
auch die Steigung der Gerade der mittleren Differenz naher an m=0 lage.

Die Steigung der Gerade der mittleren Differenz liegt, mit m= -1,51
95% KI [-1,39; -1,63], niedriger als beim Vergleich zwischen Cobas e411 und IDS-
iSYS (4.10) mit m= -1,16 95% KI [-1,04;-1,28] was zeigt, dass die Ubereinstimmung
der einzelnen Messergebnisse zwischen IDS-iSYS und Immulite 2000 geringer ist als
zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS.
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4.12.7 Bland Altman Plot unter Beriicksichtigung der vorgegebenen Cut-Offs,
IDS-iSYS und Immulite 2000

Dafur wurden, wie in 3.4.11 beschrieben, die Assay- Ergebnisse anhand ihrer Cut-Off
Werte angepasst. Die Messwerte von Immulite 2000 wurden mit dem Faktor 0,42
multipliziert (3.3.2, 3.3.3). Die Erstellung der Bland-Altman-Plots erfolgte nach oben
beschriebenem Schema. (3.4.11)

Bland Altman Plot - Rlicktransfomiert - IDS-iSYS - Immulite*0,42
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Abbildung 25: Konventionelles Bland Altman Plot unter Anpassung der Messwerte an die Cut-offs der Methoden
mit riicktransformierten LoA und Gerade der mittleren Differenzen. IDS-iSYS — Immulite*0,42. Daten von Immulite
2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.

Man erkennt in Abbildung 25, dass selbst nach Anpassung der Cut-Offs die Steigung
der Geraden der mittleren Differenzen mit m=-1,01 95%KI [-0,89; -1,13] stark von m=0
abweicht, was zeigt, dass die Werte selbst bei angepassten Cut-Offs nicht miteinander

Ubereinstimmen.
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4.12.8 Sensitivitat und Spezifitat

Sensitivitat und Spezifitat konnen in diesem Datensatz nur in Bezug auf Cobas e411
angegeben werden, da dieses als Referenzmethode diente. (3.4.12) Aus diesem
Grund wurde fur den Vergleich Immulite 2000- IDS- iSYS deren klinische

Ubereinstimmung/Abweichung betrachtet.

Immulite 2000 | Immulite 2000 | total
positiv negativ
IDS-iSYS 183 0 183
positiv
IDS-iSYS 63 4 67
negativ
246 4 250

Tabelle 10: 4 Felder Tafel, Immulite 2000 Cut Off 35IU/ml — IDS-iSYS Cut Off 15IU/ml. Daten von Immulite 2000
aus der Dissertation von L. Schenk-Schlautmann.

Die absolute Ubereinstimmung zwischen Immulite 2000 und IDS-iSYS betrug 187/250
(74,8%), die absolute Abweichung entsprechend 63/250 (25,2%).

Die klinische Abweichung zwischen IDS- iSYS und Immulite 2000 liegt mit 25,2%
3,7mal so hoch wie zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS. (4.11)

Um alle drei Methoden darstellen zu konnen, wurde fur die Veranschaulichung der

klinischen Interpretation der Assay-Ergebnisse folgende 6 Felder Tafel angelegt.

Cobas e411 IDS-iSYS Immulite 2000
(Cut-off 35IU/ml) | (Cut-off 151U/ml) | (Cut-off 351U/ml)
positiv 200 183 246
negativ 50 67 4
total 250 250 250

Tabelle 11: 6 Felder Tafel: Cobas e411, IDS-iSYS, Immulite 2000. Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation
von L. Schenk- Schlautmann.
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Aus Tabelle 7, Tabelle 10 und Tabelle 11 ergebenden sich die absolute
Ubereinstimmung, die Sensitivitat sowie die Spezifitat (3.4.12) der Methoden, welche

zusammenfassend in Tabelle 12 dargestellt sind.

Cobas e411 | Immulite 2000
IDS-iSYS 1: 93,2% 1:74,8%
(Cut-off 151U/ml) 2:91,5%
3: 100%
Immulite 2000 1: 81,6%
2: 100%
3: 8%

Tabelle 12: Klinischer Methodenvergleich. 1=absolute Ubereinstimmung, 2=Sensitivitét, 3=Spezifitit. Daten von
Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.
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4.12.9 ROC Analyse IDS-iSYS - Immulite 2000
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Abbildung 26: ROC-Kurven, IDS-iSYS rot, Immulite 2000 schwarz. Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation
von L. Schenk- Schlautmann.

Anhand der ROC-Kurve lasst sich sagen, dass sowohl IDS-iSYS als auch Immulite

2000 eine gute Diskrimination zwischen Gesunden und Erkrankten aufweisen. Die
rechnerische ROC-Analyse (Tabelle 13+Tabelle 14) findet dabei mit p=0,84 keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Methoden bezuglich deren Fahigkeit zur

Diskrimination zwischen Erkrankten und den Kontrollen.

AUC 95%KI
IDS-ISYS 0,983 0,969/-0,996
Immulite 2000 0,985 0,973/-0,996

Tabelle 13: AUC der ROC- Kurven von IDS-iSYS und Immulite 2000, AUC: Flache unter der Kurve. Daten von
Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.

AUC1 AUC2 Differenz | Untres Oberes p-Wert
95%KI 95%KI
Immulite 2000 | 0,985 0,983 0,002 -0,019 0,019 0,84
vs. IDS-iSYS

Tabelle 14: ROC-Analyse der AUC von IDS- iSYS und Immulite 2000. AUC: Fldche unter der Kurve. Daten von
Immulite 2000 aus der Dissertation von L. Schenk- Schlautmann.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

5.1.1 Cobas e411 - IDS-iSYS

Schon anhand der Histogramme zur Haufigkeitsverteilung (3.4.1) lasst sich erkennen,
dass IDS-iSYS niedrigere Werte gemessen hat als Cobas e411 (4.1.1). Dies wird
durch die Steigung der Regressionsgerade (3.4.6) (4.6), welche geringer ist als die der
Gerade der Ubereinstimmung und die Verteilung der Differenzen (3.4.4) (4.4) bestétigt.

Um diesen Unterschied zu quantifizieren, konnen nun die Mittelwerte (3.4.2) betrachtet
werden. Cobas e411 hat 2,26-mal so hoch gemessen wie IDS-iSYS. (4.2) Anders
ausgedruckt, sind die Messergebnisse von IDS-iSYS nur 44,22% so hoch wie die von
Cobas e411. (4.2) Betrachtet man nun die vom Hersteller angegebenen Cut-Off Werte
(3.3.1 + 3.3.2), misst IDS-iSYS 42,86% so hoch wie Cobas e411.

Zunachst scheinen die quantitativen Differenzen der Assays in dieser Arbeit gut mit
den Herstellerangaben Ubereinzustimmen. Allerdings kann daraus nicht
geschlussfolgert werden, dass die einzelnen Ergebnisse beider Methoden anhand des
durch die Division der Cut-offs erhaltenen Faktors ineinander umgerechnet werden
konnen. Dies wird durch die, nach Anpassung an die Cut-offs, immer noch deutlich
von m=0 abweichende Steigung der Gerade der mittleren Differenz im Bland Altman
Plot (3.4.11) in Abbildung 19 gezeigt.

Dass ein Uber die Herstellerangaben hinaus bestehender Messunterschied besteht,
zeigten auch der hohe CV (3.4.9) von 87,5% (4.8) und der CCC (3.4.10) mit einem
Wert von 0,539 (4.9) Beide unterscheiden sich deutlich von dem durch die Division der
Cut-offs erhaltenen Faktor, was zeigt, dass es neben dem vom Hersteller
angegebenen systematischen Fehler noch mindestens einen weiteren systematischen

oder zufalligen Fehler geben muss.

Betrachtet man die Zusammenhangsanalyse (3.4.8), wird ein stark positiver
Zusammenhang zwischen den Messergebnissen beider Assays sichtbar. (4.7) Das
bedeutet, dass hohe Werte bei Cobas e411 auch hohe Werte bei IDS-iSYS ergeben
haben, und umgekehrt. Wichtig bei der Untersuchung der Ubereinstimmung zweier
Analyseverfahren ist, dass die Zusammenhangsanalyse nicht fur die Prufung der
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Ubereinstimmung der einzelnen Messergebnisse beider Gerate herangezogen
werden kann. (193)

Interpretiert man die Messergebnisse nun aber anhand ihrer klinischen Aussagen
(3.4.12), zeigt sich hier eine sehr gute Ubereinstimmung zwischen Cobas e411 und
IDS-iISYS. Dabei betrug die absolute Ubereinstimmung 93,2%, die Sensitivitat und
Spezifitat je 91,5% und 100%. (4.11) Dies bedeutet, dass in dieser Stichprobe bei etwa
jedem 15ten Patienten die Assays bezuglich der Beurteilung Antikorper negativ/positiv

zu unterschiedlichen Ergebnissen kamen.

Hier zeigt sich, dass, trotz der Unmoglichkeit einer zuverlassigen Umrechnung der
absoluten Messergebnisse ineinander, die Interpretation anhand der Cut-Offs
vergleichbare klinische Ergebnisse liefert.

Diese gute klinische Ubereinstimmung zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS in dieser
Analyse ist ein Zeichen, dass diese zwei Assays in ihrem klinischen Einsatz

austauschbar verwendet werden konnten.

Weitere Untersuchungen missen durchgefiihrt werden um die gute Ubereinstimmung
der klinischen Ergebnisse zwischen IDS-iSYS und Cobas e411 zu bestatigen.

5.1.2 IDS-iSYS - Immulite 2000

Vorab sei erneut erwahnt, dass alle Daten von Immulite 2000 aus der Dissertation von
L. Schenk- Schlautmann stammen und deren Auswertung hier der Vollstandigkeit
halber ebenfalls aufgefuhrt ist.

Auch bei dem Vergleich der Assays Immulite 2000 und IDS-iSYS liel3 sich anhand der
Haufigkeitsverteilung (3.4.1) (4.1.1 + 4.12.1), der HOhe der Mediane (3.4.2) sowie der
Verteilung der  Punktewolke im  Streudiagramm  mit  entsprechender
Regressionsgerade (3.4.6) (4.12.2) erkennen, dass IDS-iSYS deutlich niedrigere

Werte als Immulite 2000 gemessen hat.

Diese Unterschiede lassen sich, wie schon im obigen Vergleich (5.1.1), nicht rein durch
die unterschiedlichen Cut-offs (3.3.1 + 3.3.3) erklaren. Dies wird abermals durch das
Bland Altman Plot mit an die Cut Offs angepassten Werten (3.4.11) belegt. Dort ist
ersichtlich, dass selbst eine Umrechnung der Werte anhand des durch die Cut Offs
angegebenen Faktors nicht zu einer Ubereinstimmung der Wertepaare flhrt. (4.12.7)
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Um die Unterschiede der Assays vollstandig zu beschreiben, muss es folglich, neben
dem von den Herstellern angegebenen systematischen Fehler, noch mindestens einen

weiteren systematischen oder zufalligen Fehler geben.

Diese geringe Ubereinstimmung der Werte spiegelt sich auch in der klinischen
Interpretation (3.4.12) der Messergebnisse wider. Die absolute Ubereinstimmung
zwischen IDS-iSYS und Immulite 2000 betrug 74,8% (4.12.8), womit in diesem
Kollektiv bei etwa jeder 4ten Probe ein klinisch abweichendes Ergebnis zu erwarten

war.

Aufgrund dieser geringen klinischen Ubereinstimmung sind Immulite 2000 und IDS-
iISYS nicht in der Lage sich in der Diagnostikentscheidung zu erganzen. Die Methoden
sind also nicht austauschbar verwendbar. Allenfalls kann Immulite 2000 zu einer
Bestatigung hoher TPO-Ak Titer herangezogen werden und IDS-iSYS zu Bestatigung
niedriger TPO-AKk Titer.

5.1.3 Gemeinsamkeiten und Differenzen der Vergleiche

Die Korrelation zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS (4.7) ist genauso stark wie
zwischen IDS-iSYS und Immulite 2000 (4.7 + 4.12.3)

Auf quantitativer Ebene zeigen sowohl der CV (3.4.9), der CCC (3.4.10) sowie die an
die Cut-off Werte angepassten Bland Altman Plots (3.4.11) eine bessere
Ubereinstimmung zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS als zwischen Immulite 2000
und IDS-iSYS. (4.8 +4.12.4), (4.9 +4.12.5), (4.10.1 +4.12.7).

Diese bessere Ubereinstimmung zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS zeigt sich auch
im Vergleich der Sensitivitat und Spezifitat (3.4.12) der Methoden. Nur in diesem
Vergleich konnten akzeptable Werte erhalten werden, wohingegen zwischen Cobas
e411 und Immultite 2000 die hohen Messergebnisse von Letzterem zu einer sehr
geringen Spezifitat von 4% gefuhrt haben (4.11 + 4.12.8).

Die ROC-Analyse (3.4.13) zeigt allerdings keinen signifikanten Unterschied in der
Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen TPO-Ak positiven und negativen Proben flur
IDS-iSYS und Immulite 2000. (4.12.9) Dies bedeutet, dass Immulite 2000 prinzipiell in

der Lage ist, diese Diskriminierung zu leisten. Der vorgegebene Cut-Off von 351U/ml
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ist in dieser Untersuchungsreihe jedoch zu niedrig angesetzt, um diese gute
Differenzierung abzubilden.

Die Ergebnisse dieser statistischen Ausarbeitung der Methodenvergleiche gibt ein
erstes Anzeichen dafur, dass Cobas e411 und IDS-iSYS diagnostisch austauschbar
genutzt werden konnen. Weitere Untersuchungen sind notig, um diese gute
Ubereinstimmung zwischen den oben genannten Methoden zu bestatigen. Immulite
2000 konnte in dieser Dissertation aufgrund seiner geringer Spezifitat, jedoch in keiner
Kombination zeigen, dass es mit den anderen Methoden austauschbar verwendet

werden kann.

5.2 Einordnung der Ergebnisse anhand aktueller Literatur

Methoden zur Bestimmung der TPO-Ak Konzentration im Serum zeigen in ihrer
Gesamtheit auch heute noch, nachdem Anstrengungen zur Harmonisierung
unternommen wurden, eine hohe analytische Variabilitat. (15) (19) (22) (177) Dieser
Methodenvergleich soll dazu dienen, ein besseres Verstandnis fur diese Variabilitat zu
bekommen, die diagnostische Sicherheit zu erhdhen und langfristig zu einer
Harmonisierung der Assays beitragen. Daflr wurden in dieser Arbeit drei Methoden
hingehend ihrer quantitativen und qualitativen Ergebnisse miteinander verglichen.
Diese waren: Cobas e411 von Roche Diagnostics, IDS-iSYS von IDS und Immulite
2000 von Siemens Healthineers.

In der Literatur konnte kein Methodenvergleich gefunden werden, der das anti-TPO
Assay von IDS mit einbezieht, weswegen diese Vergleiche dazu beitragen konnten,
diese Methode zwischen Besserbekannten zu etablieren.

5.2.1 Technische Aspekte

Alle drei Methoden nutzten die Einheit IlU/ml zur Beschreibung der Messergebnisse.
Was die Messverfahren selbst angeht, so nutzt Cobas e411 ein elektronisches
Chemilumineszenz Assay, IDS-iSYS ein Chemilumineszenzassay und Immulite 2000
ein sequenzielles Festphasen chemilumineszenz- immunometrisches Assay. Die
Assays von Cobas e411 und Immulite 2000 wurden nach MRC66/387 standardisiert.
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Fur IDS-iSYS ist dies nicht im Method sheet vermerkt, somit , dass dieser Standard
nicht angewandt wurde. (181) (185) (187)

Es fallt auf, dass sowohl Cobas e411 als auch Immulite 2000 nach MRC66/387
standardisiert sind und denselben Cut-off aufweisen, jedoch trotzdem klinisch hohe
Diskrepanzen aufweisen. Es muss also weitere Faktoren geben, oder der Standard ist
unzureichend, weswegen beide Methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen
kommen. Diese konnten als technischer Fehler in dem Gerat, das die Messung
durchgefuhrt hat, an der Kalibration vor der Messung oder auch an der Durchfuhrung
der Messung selbst liegen. Als weitere mdgliche Fehlerquelle kommen eine, von den
anderen Methoden abweichende Reaktion auf Lagerungsprodukte der Proben (212)
sowie der Prozess der Antigen-Aufreinigung (2.6.4) in Betracht. Dieser wird von vielen
Autoren als hauptverantwortlich fur die hohe analytische Variabilitat der TPO-AK
Assays gesehen. (15) (18) (19) (20) (177) (180)

Da sich die Assays im Laufe der Zeit weiterentwickelt haben, schlagen Tozzilo et. al.,
wie oben erwahnt (2.6.1) eine Einteilung der Methoden in verschiedene Generationen
vor. (19) Demnach fallen Cobas e411 und Immulite 2000 eindeutig in die dritte
Generation. Bei IDS-iSYS ist die Einteilung nicht eindeutig, da der Cut-off bei 151U/ml,
exakt auf der Grenze zwischen dritter und vierter Generation, und das LoD mit 3,01U/ml
im Bereich der dritten Generation liegt. Ein Median der Referenzgruppe ist im Method
sheet nicht beschrieben. (185)

Es wurde beobachtet, dass, ohne erkennbaren Grund, Methoden der vierten
Generation deutlich niedrigere Werte messen als solche der dritten Generation. (18)
(177) Innerhalb der hier vorgestellten Methoden hat IDS-iSYS deutlich niedrigere
Werte gemessen als die beiden anderen Methoden (4.14.12.2), was zeigt, dass es
zumindest einige Eigenschaften einer Methode der vierten Generation aufweist.

Was die Variabilitat zwischen den Methoden betrifft, so schien diese bei einer
Untersuchung von D Aurizio et. al. mit steigenden TPO-Ak Titern abzunehmen. (15)
Eine derart exakte Darstellung dieses Phanomens wie bei D Aurizio et. al. zu sehen,
findet sich in dieser Analyse nicht. Die logarithmierten Streudiagramme fur den
Vergleich zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS zeigen eine etwa ebenso grolde
Variabilitdat im hohen wie im niedrigen Assaysbereich. Die logarithmierten
Streudiagramme fur den Vergleich zwischen IDS-iSYS und Immulite 2000 zeigen
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anders als bei D"Aurizio et. al. im hohen Assaybereich eine grof3ere Variabilitat als im
niedrigen. (4.6 + 0)

5.2.2 Quantitative Aspekte

Da der CCC von Lin (3.4.10) dem CV in der Beurteilung der Ubereinstmmung zweier
Methoden Uberlegen sein soll (199) (202) (3.4.9), wurde er in dieser Arbeit berechnet.
Allerdings scheint der CCC fur den Methodenvergleich zur TPO-Ak Bestimmung nicht
verbreitet zu sein, so dass keine Studie gefunden werden konnte, die auf ihn
zurlckgegriffen hat.

Der CV (3.4.9) hingegen wird in der Literatur genutzt, um die analytische Variabilitat
zwischen zwei Methoden zur TPO-Ak Messung zu beschreiben. Er wird dabei sowohl
zur Quantifizierung der Prazision, also der Intra-Assay-Variabilitat, als auch zur
Beschreibung der Ubereinstimmung zweier Methoden, der Inter-Assay Variabilitat
genutzt. (15) (20) (177)

Da in diesem Datensatz keine Prazisionsmessungen vorliegen, wurde sich auf die
Beschreibung der Inter-Assay- Variabilitat beschrankt. Dabei betrug der CV fur Cobas
e411 - IDS-iSYS (4.8) 87,5% und fur IDS-iSYS - Immulite 2000 (4.12.4) 98,1%.

La'ulu et. al. benutzten in ihrem Methodenvergleich den CV nur zur Messung der
Prazision, weswegen ein Vergleich mit ihrer Publikation nicht mdglich ist. (20)
D"Aurizio et. al. konnten bei einem Methodenvergleich zwischen funf handelsublichen
Assays Inter-Method-CVs zwischen 48,6% und 126,3% erzielen. (177) In einer
weiteren Studie die 2015 publiziert wurde, wurden 8 Methoden miteinander verglichen.
Dort konnten Inter-Method-CVs zwischen 23,1% - 104,5% beobachtet werden. (15)

Obwohl weder ein CV von 87,5% (4.8) noch von 98,1% (4.12.4) eine gute Variabilitat
zwischen Assays darstellt, die beide dieselben tatsachlich vorhandenen TPO-Ak
messen sollten, scheinen diese Groflenordnungen mit denen aus der Literatur
Ubereinzustimmen. Diese Variabilitat wird zum einen auf die unterschiedlichen LoD
und Cut-Off Werte der einzelnen Methoden zuruckgefuhrt, allerdings jedoch
hauptsachlich auf die verschiedenen Prozesse der Antigen-Aufreinigung. Hier geht
man davon aus, dass durch ebendiese Prozesse Epitope der aufgereinigten TPO
unterschiedlich exponiert sind und die polyklonalen TPO-Ak des Patienten diese
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unterschiedlich gut erreichen, was zur analytischen Variabilitat der Assays fuhrt. (15)
(18) (19) (20) (177) (180)

5.2.3 Qualitative Aspekte

Es gibt eine Reihe von Studien, die sich mit der klinischen Genauigkeit verschiedener
TPO-Ak Assays beschaftigt haben.

Amouzegar et. al. haben dafur in der Teheran Thyroid Study Uber 4000 Proben
untersucht und eigene TPO-Ak Cut-offs errechnet, um Studienteilnehmer mit klinischer
Hypothyreose anhand der TPO-Ak Konzentration zu erkennen. Dabei konnte eine
Sensitivitat von 86% und eine Spezifitat von 83% erreicht werden. (21)

D’Aurizio et. al. haben die diagnostische Leistung von Assays der dritten Generation
untersucht und konnten eine absolute klinische Ubereinstimmung von 95,3%
feststellen. Darunter fanden sich das Cobas 8000 und das Immulite 2000 xpi. (15)
Allerdings zeigt sich hier sogar eine leichte Verschlechterung im Vergleich zu einer
Studie von 2002, in welcher Tozzilo et. al. Methoden der zweiten Generation
miteinander verglichen und eine absolute Ubereinstimmung von 96,5% fanden. (174)

Innerhalb eines Vergleichs von funf automatisierten Assays zur Bestimmung der TPO-
Ak konnten La’ulu et. al. selbst mit neu festgelegten Cut-Off Werten nur eine absolute
Ubereinstimmung von 77,5% - 84,7% feststellen. Nutzten sie die vom Hersteller
angegebenen Cut-Off Werte, fiel die absolute Ubereinstimmung mit 62,7% - 84,7%
noch geringer aus. Dabei wurde unter anderem Immulite 2000 mit Advantage (dort
Standard) vergleichen, wobei Immulite 2000 unter seinen vier Konkurrenten die
geringste absolute Ubereinstimmung aufwies. Das innerhalb der Studie errechnete
URL fur Immulite 2000 lag mit 30,8IU/ml niedriger als vom Hersteller angegeben. Dies
stimmt nicht mit den Beobachtungen in dieser Arbeit Uberein, nach welchen das URL
von Immulite 2000 hoher anzusetzen ware als vom Hersteller angegeben. (vgl. 4.12.8)
Insgesamt kommen La’ulu et. al. zu der Einschatzung, dass die Assays nicht
austauschbar verwendet werden konnen. (20)

Bohuslavizki et. al. haben speziell das Anti-TPO Assay fur Immulite 2000 untersucht
und konnten zeigen, dass Immulite 2000 eine absolute klinische Ubereinstimmung mit
mehreren anderen Assays von 87%-97% aufwies. (213)
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In dieser Arbeit hat Immulite 2000 im Vergleich mit Cobas e411 eine absolute
Ubereinstimmung der klinischen Ergebnisse von 81,6%, im Vergleich mit IDS-iSYS
von 74,2% erreicht. (4.12.8) Damit konnte die 95% absolute Ubereinstimmung von
Tozzilo et. al. (15) nicht erreicht werden. Ebenso konnten die guten Ergebnisse von
Bohuslavizki et. al. (213) nicht repliziert werden. Im Vergleich mit den Ergebnissen aus
der Studie von La’ulu et. al. (20) fallen die Ergebnisse dieser Arbeit fur Immulite 2000
mit den vom Hersteller angegebenen Cut-Offs fur beide Vergleiche besser als 62,7%
aus. (4.12.8) Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse lassen aufgrund der
geringen klinischen Ubereinstimmung und der damit verbundenen diagnostischen
Unsicherheit nicht zu, dass Immulite 2000 mit den anderen Methoden austauschbar

verwendet werden kann.

Die absolute Ubereinstimmung zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS liegt mit 93,2%
(4.12.8) nahe den von Tozzilo et. al. (15) erreichten 95% und ubertrifft die Ergebnisse
von La’ulu (20) deutlich. Innerhalb des Method-Sheets fur das Anti-TPO Assay wird
fur IDS-iISYS im Vergleich mit einer handelsublichen Methode eine absolute
Ubereinstimmung von 95,7% angegeben. (185) Dieses Ergebnis wird auch in dieser
Studie nahezu erreicht. Dies deutet auf die Moglichkeit hin, dass IDS-iSYS und Cobas
e411 diagnostisch austauschbar verwendet werden konnten. Weitere Untersuchungen
werden benotigt um diese Annahme zu bestatigen.

Auffallig ist, dass nach der ROC-Analyse (3.4.13) sowohl IDS-iSYS als auch Immulite
2000 sehr gut TPO-Ak positive von TPO-Ak negativen Proben unterscheiden konnten,
und dass es keinen signifikanten Unterschied diesbezuglich zwischen den beiden
Methoden gab. (4.12.9) Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass Immulite 2000 mit
einem angepassten Cut-Off ebenfalls eine hohe diagnostische Sicherheit aufweisen
sollte. Allerdings muss nach den Kriterien der NACB eine Referenz-Gruppe von 120
schilddrusengesunden mannlichen Probanden unter 30 Jahren, mit niedrigem TSH
und unauffalligem Schilddrisenultraschall, auf TPO-AK untersucht werden, um ein
URL (Cut-Off) festzulegen. (178) Diese Kriterien werden schon durch die
Zusammensetzung des Gesamtkollektivs gebrochen, in welchem sich 200
Schilddrusenerkrankte wiederfinden (3.1.1). Innerhalb dieser Arbeit kann
dementsprechend kein angepasster Cut-Off fur die verschiedenen Methoden
berechnet werden.
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5.3 Limitationen der Studie

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine statistische Analyse von Messergebnissen
mehrerer TPO-Ak Assays. Als Folge dieses Studiendesigns konnte auf praanalytische
EinflussgrofRen wie zum Beispiel die Kalibration der Messgerate und die Vorbereitung
der Proben kein Einfluss genommen werden. Da allerdings die Messungen von
professionellen, langjahrigen Mitarbeitern der jeweiligen Labore durchgefuhrt wurden,
ist eine Messungenauigkeit aufgrund dieser Faktoren als gering einzuschatzen.

Auch durch das Studiendesign bedingt war es nicht moglich, einen ,eigenen® Cut-Off
fur die jeweiligen Methoden zu bestimmen, da dies laut den Kriterien der NACB (178)
anhand einer definierten Referenzpopulation erfolgen sollte. (2.6.3) Somit konnte der
guten Trennscharfe von Immulite 2000 zwischen positiven und negativen Seren in der

ROC-Analyse (3.4.13) keine Rechnung getragen werden.

Weitere potenzielle praanalytische Fehlerquellen betreffen unter anderem das Alter
der Proben und die Ungewissheit, ob einzelne Proben im Laufe der Zeit mehrere
Auftau-Gefrier-Zyklen durchlaufen haben.

Die Empfehlung von Roche Diagnostics bezuglich der Probenlagerung fur das Anti-
TPO-Assay fur Cobas e411 sieht eine Lagerung bei -20°C fur maximal einen Monat
vor, bevor die einmalig eingefrorene Probe spatestens analysiert werden sollte. (181)
Far IDS-iSYS als auch fur Immulite 2000 wird keine Maximaldauer der Lagerung
angegeben, allerdings sollte diese bei -20°C erfolgen. (185) (187) IDS weist ebenfalls
darauf hin, dass keine mehrfachen Gefrier-Auftau-Zyklen erfolgen sollten. (185)

Im Rahmen einer Untersuchung zu den Eigenschaften der Anti-TPO Assays fur Cobas
e411 konnte gezeigt werden, dass schon nach kurzer Lagerung von nur 12 Tagen bei
-20°C die TPO-Ak Konzentration signifikant steigt. Aus diesem Grund empfehlen
Samsudin et. al. die Verarbeitung der Proben wie vom Hersteller vorgeschlagen
durchzufuhren. (214) Fir Immulite 2000 und IDS-iSYS gibt es keine vergleichbaren
Daten, weswegen nicht mit Sicherheit vorhersagbar ist, ob und in welchem Malie
ahnliche Effekte zu erwarten sind. Somit konnten sich die Messergebnisse schon
aufgrund unterschiedlicher Sensitivitat der Methoden auf Effekte der Probenlagerung

unterscheiden.
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Mannisto et. al. konnten 2007 zeigen, dass innerhalb der ersten 12 Jahre der Lagerung
die TPO-Ak Konzentration stetig steigt, spater der Konzentrationsanstieg jedoch
deutlich steiler wird, weswegen sie empfehlen, TPO-Ak nur aus Proben zu bestimmen,
welche nicht alter als 14 Jahre sind. AuRerdem sprechen sie sich dafur aus, Vergleiche
zwischen Proben unterschiedlichen Alters, bei denen eine Probe alter als 14 Jahre ist,
mit Vorsicht auszufuhren. (212)

Die Proben in dieser Arbeit waren zum Messzeitpunkt im Median 13 Jahre alt, wobei
das maximale Alter einer Probe 18 Jahre betrug. Auch unterschied sich das
Probenalter der Kollektive. Dabei waren die Proben des Basedow— Kollektivs mit im
Median 11 Jahren die junger als die des Hashimoto- und des Kontroll-Kollektivs mit im
Median 14 Jahren. (3.1.1) Ob aufgrund des Alters der Proben ein systematischer
Fehler zwischen den Assays entstand, ist unklar. Nach Mannisto et. al. ist das Alter
der Proben zudem als grenzwertig alt zu bewerten. (212)

AuBerdem kann aufgrund des hier beschriebenen Alters der Proben nicht
ausgeschlossen werden, dass einzelne Proben schon ein oder mehrere Auftau-
Gefrier- Zyklen durchlaufen haben, was die TPO-Ak Messung dieser Proben verfalscht
haben konnte.

Von den Herstellern sind fur die verschiedenen Assays Stoffe wie zum Beispiel Biotin
oder Rheumafaktoren angegeben, welche zu Assay-Interferenzen fuhren konnten.
(181) (185) (187) Die verwendeten Proben wurden nicht auf das Vorhandensein dieser
Stoffe hin untersucht, weswegen nicht ausgeschlossen werden kann, dass diese in
einzelnen Proben die Messergebnisse beeinflussen. Auch eine unterschiedliche
Reaktion auf diese Stoffe zwischen den verschiedenen Methoden konnte eine
mogliche Fehlerquelle darstellen.

Zudem sind die Messverfahren der Assays selbst heterogen. CLIA fur IDS-iSYS,
ECLIA far Cobas e411 und ein sequenzielles Festphasen chemilumineszenz-
immunometrisches Assay fur Immulite 2000. Auch unterscheiden sich die Methoden
durch die verwendeten Antigene und Antikorper. (3.3.1, 3.3.2, 3.3.3) Gerade die von
Methode zu Methode nicht standardisierte TPO-Antigen Aufreinigung wird von vielen
Autoren als Hauptgrund fur die hohe analytische Variabilitat zwischen den Methoden
gesehen. Da durch die unterschiedlichen Aufreinigungsprozesse die Epitope der TPO
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nicht auf die exakt selbe Weise prasentiert werden, kann es dabei durch die
Poliklonalitat der TPO-AK des Patienten und die dabei vorliegende individuelle
genetische Verteilung der TPO-AK in Bezug auf deren Zielepitope (2.3.2) zu
unterschiedlichen Messergebnissen bei unterschiedlichen Methoden kommen. (15)
(18) (19) (20) (21) (177) (180)

5.4 Fazit

Die quantitative Bestimmung der TPO-AK ist im Rahmen der Diagnostik bei Verdacht
auf AITD ein wichtiger Bestandteil. (69) (167) Allerdings ist die analytische Variabilitat
der Methoden trotz Anstrengungen zu deren Harmonisierung immer noch hoch. (15)
(19) (20) (177) (180) Auch die Methoden, die in dieser Arbeit miteinander verglichen
wurden, weisen mit einen CV von 75,75% und 90,78% eine hohe analytische
Variabilitat auf. (4.8, 4.12.4) Aus diesem Grund ist die Kenntnis der Cut-Off Werte der
einzelnen Methoden fur die diagnostische Einordnung der Messwerte essenziell. Eine
Umrechnung der Messergebnisse anhand des sich durch die unterschiedlichen Cut-

Offs ergebenden Faktors ist allerdings nicht moglich. (4.10.1, 4.12.7)

AuRerdem muss beachtet werden, dass die Methoden aufgrund dieser hohen
analytischen Variabilitat haufig nicht diagnostisch austauschbar sind. (15) (20) (22) Als
diagnostisch austauschbar haben sich in dieser Arbeit Cobas e411 und IDS-iSYS
gezeigt. Immulite 2000 kann jedoch nicht diagnostisch austauschbar mit den anderen
Methoden verwendet werden. (4.12.8)

Auffallig ist, dass nach der ROC-Analyse (3.4.13) sowohl IDS-iSYS als auch Immulite
2000 sehr gut positive von negativen Proben unterscheiden konnten, und dass es
keinen signifikanten Unterschied diesbezulglich zwischen den beiden Methoden gab.
(4.12.9) Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass Immulite 2000 mit einem
angepassten Cut-Off eine hohere diagnostische Sicherheit aufweisen sollte. Um dieser
Moglichkeit nachzugehen, sollten Folgeuntersuchungen mdoglichst mit einer
Referenzpopulation nach den Kriterien der NACB (178) erfolgen um
herstellerunabhangige Cut-Off Werte zu ermitteln und damit die diagnostische
Sicherheit zu erhohen.
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Zudem ware es wunschenswert, wenn weitere Studien mit jungeren Proben
durchgefuhrt wurden, um Effekte der Lagerung sowie damit einhergehende, mogliche

systematische Verzerrungen zwischen den Assays zu minimieren.

Da ein wichtiger Grund fur die analytische Variabilitat vermutlich im technischen
Prozess der Autoantigenaufreinigung liegt, ware es zudem wunschenswert, wenn die
biochemische Industrie Anstrengungen in Richtung einer Standardisierung dieses

Prozesses unternehmen wirde.

In der Literatur war das Anti-TPO Assay von IDS-iSYS nicht vorbeschrieben zu finden.
Daher konnte diese Untersuchung zu dessen Etablierung beitragen, indem sie zeigt,
dass es mit bekannten Methoden wie Cobas e411 in der Diagnostik von AITDs
austauschbar verwendet werden kann. (4.12.8)
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6 Zusammenfassung

Die Schilddruse (SD) spielt als grote rein endokrine Drise des Menschen eine
wichtige Rolle im Hormonhaushalt. Dabei sind Storungen der Schilddriusenfunktion
neben lodmangel haufig autoimmunen Ursprungs. Sie ist das am haufigsten von
autoimmunen Erkrankungen betroffene Organ des Menschen, wobei die
Hauptvertreter der autoimmunen Schilddrisenerkrankungen (AITDs) die Hashimoto
Thyreoiditis (HT) und der Morbus Basedow (englisch: Graves Disease) (GD) sind.

Thyreoperoxidase-Antikorper (TPO-AK) lassen sich bei uber 90% der HT-Patienten
und bei 75% der GD- Patienten nachweisen. Sie richten sich gegen die
Thyreoperoxidase (TPO), ein entscheidendes Enzym im Syntheseprozess der
Schilddrusenhormone (SDH), welches die Organifikation des lodids katalysiert.
Aufgrund ihres haufigen Vorkommens in erhohten Konzentrationen bei Patienten mit
AITD ist die Messung der TPO-Ak ein integraler Bestandteil deren Diagnostik und
Verlaufskontrolle.

Die Methoden zur Bestimmung der TPO-Ak haben sich uber die Jahrzehnte
weiterentwickelt, weisen allerdings auch heute noch eine hohe analytische Variabilitat
auf, was ihre gegenseitige Austauschbarkeit teilweise verhindert und ihren
diagnostischen Gebrauch somit erschwert. Mehrere Arbeitsgruppen weltweit arbeiten
daran, diese Variabilitdt zu quantifizieren, mogliche Ursachen zu finden und

Losungsvorschlage anzubringen.

Diese Dissertation beinhaltet den Vergleich dreier Methoden zur Bestimmung der
TPO-AK. Im Rahmen der Hauptfragestellung wurden die Messergebnisse von Cobas
e411 und IDS-ISYS auf ihre quantitative sowie qualitative Ubereinstimmung hin
untersucht. Alle Daten von Immulite 2000 sind der Dissertation von L. Schenk-
Schlautmann entnommen und die sich daraus ergebenden Ergebnisse hier mit dem

Schwerpunkt auf den qualitativen Merkmalen der Vollstandigkeit wegen aufgefuhrt.

Die Bestimmung der TPO-AKk erfolgte an jeweils 250 Proben, wobei 100 Proben jeweils
aus einem Kollektiv von an HT und GD- Erkrankten entstammen. 50 Proben gehoren
einem schilddrisengesunden Kontrollkollektiv an. Diese Arbeit stellt eine statistische
Auswertung, Interpretation und anschlieRende Einordnung der Messergebnisse dar.

Fir den quantitativen Vergleich wurde statistisch hauptsachlich  der
Variationskoeffizient (CV) sowie das Bland Altman Plot herangezogen. Um die Assays
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qualitativ zu vergleichen, wurden die absolute klinische Ubereinstimmung, Sensitivitat

und Spezifitat errechnet sowie eine ROC-Analyse erstellt.

Quantitativ zeigte sich zwischen Cobas e411 und IDS-iSYS ein CV von 87,5%, was
zwar keiner guten Ubereinstimmung entspricht, innerhalb der Literatur jedoch nicht
ungewoOhnlich zu sein scheint. Klinisch zeigte sich dieser Methodenvergleich mit einer
absoluten Ubereinstimmung von 93,2%, was auch verglichen mit Ergebnissen aus der
Literatur einen guten Wert darstellt. Daraus folgt, dass Cobas e411 und IDS-iSYS
- innerhalb dieser Studie - zur TPO-Ak Bestimmung austauschbar verwendet werden
konnten. Um die Allgemeingultigkeit dieser Beobachtung zu bestatigen sind weitere

Untersuchungen notwendig.

In der quantitativen Analyse zwischen IDS-iSYS und Immulite 2000 zeigte sich der CV
mit 98,1% deutlich hoher als im oben beschriebenen Vergleich, jedoch ebenfalls in
Einklang mit Werten aus der Literatur. Jedoch lag die absolute Ubereinstimmung mit
74.8% nicht ausreichend hoch, als dass die Methoden klinisch austauschbar
einsetzbar waren. Dasselbe gilt fir den klinischen Vergleich der Ergebnisse von Cobas

e411 und Immulite 2000, welcher eine absolute Ubereinstimmung von 81,6% zeigte.

Auffallig war, dass nach der ROC-Analyse sowohl IDS-iSYS als auch Immulite 2000
sehr gut TPO-Ak positive von TPO-Ak negativen Proben unterscheiden konnten, und
dass es keinen signifikanten Unterschied diesbezlglich zwischen den beiden
Methoden gab. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass Immulite 2000 mit einem
angepassten Cut-Off eine hohere diagnostische Sicherheit im Vergleich mit den
beiden anderen Methoden aufweisen sollte als hier gezeigt werden konnte. Um dieser
Moglichkeit nachzugehen, sollten Folgeuntersuchungen moglichst mit einer
Referenzpopulation nach den Kriterien der NACB erfolgen, um herstellerunabhangige
Cut-Off Werte zu ermitteln und damit die diagnostische Sicherheit zu erhohen.

Zudem wurde es die analytische Sicherheit erhohen, wenn bei zukunftigen
Untersuchungen Proben mit kirzerer Lagerungsdauer genutzt wirden, um potenzielle
Lagerungseffekte sowie damit eventuell einhergehende systematische Verzerrungen

zwischen den Methoden zu verhindern.
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