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1 Einleitung

Die Schilddrise spielt eine wichtige Rolle im menschlichen Hormonhaushalt (1). Sie
produziert und speichert die Schilddrusenhormone, die fur die Regulierung von
Stoffwechselprozessen im Korper aber auch fur die frihkindliche Entwicklung
verantwortlich sind (2). Die haufigste Funktionsstérung ist die Unterfunktion der
Schilddrise  (Hypothyreose), bei der die Schilddrise zu  wenige
Schilddrisenhormone produziert (3, 4). Die erworbene Hypothyreose ist mit einer
Pravalenz von ca. 1 - 2 % in der erwachsenen Bevolkerung eine haufige Erkrankung
(4). Im Kindesalter kommt dagegen die angeborene Hypothyreose haufiger vor. Sie
hat eine Pravalenz von 0,025 % (4). Insgesamt sind Frauen haufiger betroffen als
Manner (4-6). Da die Symptome meist sehr allgemein sind, schleichend beginnen
oder sogar ganz fehlen kénnen, wird die Erkrankung oft erst spat oder gar nicht
entdeckt (1). Bei Verdacht auf eine Schilddrisenfehlfunktion ist die Messung der
Konzentration des Thyroidea-stimulierenden Hormons (TSH) der erste Schritt in der
Diagnostik (4, 7-13). Der TSH-Wert ist ein sensitiver und zuverlassiger Anhaltspunkt,
um die Funktionsfahigkeit der Schilddrise zu beurteilen und gegebenenfalls weitere
Diagnostik anzuschlieBen (9, 14). Liegt der gemessene TSH-Wert oberhalb des
Normbereichs, ist also erhdht, spricht dies fir eine Hypothyreose (13). Der TSH-Wert
kann auch unterhalb des Normbereiches liegen. In diesem Fall leidet der Patient an

einer Uberfunktion der Schilddriise, einer sogenannten Hyperthyreose (11, 13).

Das Augenmerk dieser Studie liegt auf der Diagnostik der Hypothyreose mit Hilfe der
Bestimmung des TSH-Wertes. Hierfir werden zwei neu entwickelte Messmethoden
getestet, die weniger Zeit und vor allem weniger Ausrustung bendtigen als die
herkdbmmlichen Methoden. Der Patient erfahrt noch am selben Tag sein Ergebnis, da
die Messung der Probe direkt vor Ort durchgefihrt werden kann und diese nicht in
ein Labor gesendet werden muss. Diese neuen Messmethoden sollen in Landern mit
einer schlechten Infrastruktur angewendet werden, in denen Patienten oft mehrere
Stunden bis Tage Weg zurlicklegen mussen, um arztliche Versorgung in Anspruch
nehmen zu koénnen. Mit Hilfe der neuen Messmethoden kénnen diese Patienten
innerhalb kurzer Zeit ein Ergebnis erhalten, um eine eventuell notwendige Therapie

unmittelbar beginnen zu kdnnen, sofern medizinisch impliziert.



Das Ziel dieser Dissertation besteht in der Evaluation dieser zwei neuen
Messmethoden hinsichtlich ihrer Prazision, Zuverlassigkeit und Sensitivitat im
Vergleich zu bereits etablierten Standardmethoden. Da in erster Linie bereits zur
Forschung eingefrorene Proben verwendet wurden, handelt es sich um ein
retrospektives Studiendesign. Kann mittels der vorliegenden Studie verifiziert
werden, dass die neuen Messmethoden in ihrer Qualitat vergleichbar mit den
etablierten Standardmethoden sind, kann das Vorhaben, die Gerate in Landern mit

schlechter Infrastruktur einzusetzen, weiterverfolgt werden.

Da zur Zeit nur eine Studie existiert, die eine der beiden neuen Messmethoden, den
TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab, verwendet, wobei das Augenmerk hierbei
eher auf Patienten liegt, die eine Anti-Tuberkulose-Therapie erhalten (15), sollte eine
Prifung der beiden neuen Messmethoden TSH-check-1 TSH-Ultra und TSH-check-1

TSH-adult durchgefiuhrt werden, bevor es zum klinischen Einsatz kommen kann.

In der ersten Halfte der Literaturdiskussion werden die Funktionsweise und die
verschiedenen Funktionsstorungen der Schilddrise auf Basis des gegenwartigen
Wissenschaftsstandes detailliert beschrieben. Aulderdem wird auf die Wirkung der
Schilddriisenhormone und die Atiologie einer Funktionsstérung eingegangen.
Aufgrund ihrer ~ Haufigkeit  und ihres  Stellenwertes  werden die
Autoimmunthyreopathien gesondert in einem eigenen Unterkapitel diskutiert. Die
zweite Halfte der Literaturdiskussion fokussiert das Konzept der TSH-Messung und
die verschiedenen hierflr eingesetzten Messmethoden. Im darauffolgenden Kapitel
zu Material und Methoden werden der Studienaufbau erortert, die beiden etablierten
Standardmethoden sowie die beiden neuen schnellen Messmethoden beschrieben
und die verwendeten statistischen Auswertungsverfahren dargestellt. Unter
Verwendung dieser Auswertungsverfahren werden die Ergebnisse im folgenden
Ergebnisteil prasentiert. In der Ergebnisdiskussion wird die Bedeutung der
Ergebnisse diskutiert und mit der bereits erwahnten Studie sowie den vom Hersteller

angegebenen Gltekriterien verglichen.



2 Literaturdiskussion

2.1 Thyreotroper Regelkreis

2.1.1 Physiologie

Die Bildung und Freisetzung der Schilddrisenhormone Trijodthyronin (T3) und
Tetrajodthyronin (T4) steht unter der Kontrolle des thyreotropen Regelkreises
(Astwood-Hoskins-Regelkreis), der aus Hypothalamus, Hypophyse und Schilddrise
besteht. Diese endokrine Achse halt die Konzentration der Schilddrisenhormone im
Plasma weitgehend konstant. Sie ist aulRerdem in der Lage, den
Schilddrisenhormonspiegel im Plasma an verschiedene Situationen und

Anforderungen, anzupassen. (8, 16).

[ Hypothalamus ] 3

‘TRH
[Hypohysenvorderlappen ] 2
1: ultra-short feedback loop (Brokken-Wiersinga-Prummel-Regelkreis)

l 2: short feedback loop
TSH—"!

3: long feedback loop (Fekete-Lechan-Regelkreis)
[ Schilddruse ]

‘Schilddmsenhormone

[ Korperzellen ]

Abbildung 1: Thyreotroper Regelkreis (7, 8, 16, 17)

Das Tripeptid thyrotropin releasing hormone (TRH) gibt den Sollwert des
thyreotropen Regelkreises vor (8). Es wird im Hypothalamus in Neuronen des
Nukleus paraventrikularis gebildet und besteht zunachst als Vorstufe (pre-pro TRH),
von dem das TRH abgespalten wird. Uber die media eminens wird es in das
Portalsystem der Hypophyse transportiert und dort sezerniert (16). Am TRH-Gen
befinden sich Bindungsstellen fur Schilddrisenhormone, die thyroid hormone
response elements (TRE). Bindet ein Schilddrisenhormon-Rezeptor-Komplex an die

3



TRE, wird die Transkription des TRH-Gens inhibiert (16). Daneben hemmen auch
Kortikosteroide und Zytokine die TRH-Freisetzung (8). Adrenalin hingegen stimuliert
uber Bindung an a2-Rezeptorendie TRH-Bildung. Auf diese Weise haben Stress und
Kalte einen Einfluss auf die Bildung und Sekretion von TRH (16).

Im Hypophysenvorderlappen stimuliert das TRH die Synthese und Sekretion von
TSH. AuBerdem stimuliert TRH die Sekretion von Prolaktin und Wachstumshormon.
Das TSH wirkt wiederum auf die Schilddrise und stimuliert dort unter anderem die

Bildung und Sekretion von Schilddriisenhormonen (16).

Es gibt mehrere negative Feedback-Mechanismen, die diesen Regelkreis steuern.
Der long feedback loop  (Fekete-Lechan-Regelkreis) verknlUpft die
Schilddrisenhormonkonzentration im Plasma und die TRH-Freisetzung im
Hypothalamus. T4 wirkt in diesem Falle hemmend auf die TRH-Freisetzung (8). T3
hemmt die TRH-Expression auf genetischer Ebene und stimuliert TRH-abbauende
Enzyme (16). Der short feedback loop wirkt Uber T4, das hemmend auf die TSH-
Freisetzung in der Hypophyse wirkt (7, 8). T3 hemmt die TSH-Freisetzung indirekt
Uber eine Senkung der Zahl der TRH-Rezeptoren an der Hypophysenzelle (16).
Beim ultra-short feedback loop (Brokken-Wiersinga-Prummel-Regelkreis) wirkt TSH
autokrin auf seine eigene Freisetzung Uber nicht-endokrine Zellen im
Hypophysenvorderlappen. Man vermutet, dass dieser Mechanismus extrem erhdhte
TSH-Werte verhindert und Einfluss auf die pulsatile Ausschittung von TSH hat (17).

Durch die dargestellten Feedback-Mechanismen wird der thyreotrope Regelkreis
also zu einem dynamischen, adaptiven System, das in der Lage ist, sich einer
Krankheits- oder Mangelsituation anzupassen (8). Pathologien im thyreotropen
Regelkreis sind meist durch unterbrochene feedback loops oder exogen zugefigte
bzw. endogen gebildete Signalsubstanzen bedingt. Eine Unterbrechung kann es an
jeder Stelle des Regelkreises geben. Man ist jedoch in der Lage Uber

charakteristische Muster auf den Ort der Storung zu schlie3en (17).

2.1.2 Funktionszustande der Schilddriise

2.1.2.1 Euthyreose
Funktioniert die Schilddrise normal, bezeichnet man diesen Zustand als Euthyreose
(9, 18).



2.1.2.2 Hypothyreose

Unter einer Hypothyreose versteht man einen Mangel an Schilddrisenhormonen
oder deren ungenugende Wirkung im Korper. Im Volksmund wird sie auch als
»Schilddrisenunterfunktion“ bezeichnet. Damit einher geht eine charakteristische
Symptomatik (siehe Kapitel 2.2.2) (19). Ein erhéhtes TSH und ein erniedrigtes T4
bilden die charakteristische Laborkonstellation. Sie sagt jedoch nichts Uber die

Atiologie aus. Hierfiir sind weitere Untersuchungen notwendig (13).

Man kann die Hypothyreose nach verschiedenen Gesichtspunkten einteilen.
Unterteilt man nach dem Ort der Stérung, unterscheidet man die primare, sekundare
und tertiare Hypothyreose. Die haufigste Form ist die primare Hypothyreose (4). Der
Regelkreis ist an der Schilddruse teilweise oder vollstandig unterbrochen (17).
Ursachlich ist eine verminderte Bildung und Sekretion der Schilddrisenhormone. Es
ist also die Schilddrise selbst betroffen (4, 19). Die Ursache kann autoimmun (z. B.
Hashimoto-Thyreoiditis) oder iatrogen (z. B. Schilddrisenoperation) bedingt sein
(17). Die sekundare bzw. tertidare Funktionsstérung wird durch die Hypophyse bzw.
den Hypothalamus verursacht und hat eine mangelhafte Stimulierung durch TSH der
ansonsten gesunden Schilddrise zur Folge. Beide Formen sind nur durch

aufwendige Testverfahren zu unterscheiden und aulerst selten (4, 17, 19).

AuBerdem kann man die Hypothyreosen nach ihrer Symptomatik in latent und
manifest einteilen. Von einer latenten Hypothyreose spricht man, wenn das TSH im
Serum erhoht ist, das fT4 allerdings noch normal ist. Der Patient hat keine bis milde
Symptome. Dies ist die haufigere Variante (4, 19, 20). Ungefahr 5 % der latenten
Hypothyreosen entwickeln sich pro Jahr zu manifesten Hypothyreosen. Hier ist auch
das fT4 erniedrigt und der Patient hat eine deutliche Symptomatik (4). Vor allem
Patienten mit einem Serum-TSH von udber 6 mlU/I und hohen Antikérpern gegen die

Thyreozyten-spezifische Peroxidase (TPO) sind von dieser Entwicklung betroffen (5).

Eine weitere Moglichkeit der Einteilung ist die nach dem Zeitpunkt des Auftretens.
Angeborene Hypothyreosen kénnen durch Fehlanlage der Schilddrise, Aplasie,
Ektopie, genetische Defekte der Schilddrisenhormonbiosynthese,
Organifikationsdefekte, Entwicklungsstérungen der Hypophyse und intrauterinen
Jod- und Selenmangel bedingt sein (4, 19). Madchen sind haufiger betroffen als
Jungen (4). Ein niedriges Geburtsgewicht hat keinen Einfluss auf die
Schilddrusenfunktion (21). Erworbene Hypothyreosen sind deutlich haufiger (19) und
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entstehen durch die autoimmune, iatrogene oder entziindliche Destruktion von
Schilddrisengewebe, ausgepragten Jodmangel, diverse Medikamente und
Systemerkrankungen (4). Auch hier tritt die Erkrankung bei Frauen haufiger auf als

bei Mannern. Mit steigendem Lebensalter steigt die Inzidenz (4, 19).

Von einer passageren bzw. transienten Hypothyreose spricht man bei der
postpartalen Thyreoiditis, die etwa 7,5 % der Frauen im ersten Jahr nach der
Entbindung betrifft (22), oder bei einer medikamentos herbeigefuhrten Hypothyreose.
Verantwortlich hierfur ist vor allem Amiodaron (8, 23), aber auch Zytokine (24),
Perchlorat (8), polyhalogenierte aromatische Kohlenwasserstoffe (8), Bisphenol A
(8), Lithium (4, 8) oder ein Jodexzess (4). Auch die subakute Thyreoiditis de
Quervain zahlt zu den transienten Hypothyreosen. Sie geht einher mit einer
schmerzhaften, entziindlich bedingten Zerstérung des Schilddrisengewebes und
heilt meist spontan wieder aus. Das TSH kann zu Beginn der Erkrankung auch
erniedrigt sein (22, 25). Die Therapie der meisten Hypothyreosen besteht aus einer

Substitution mit Levothyroxin (naturliches T4) (3, 4, 26).

Eine Extremform der Hypothyreose ist das Myxédemkoma (3, 27). Es tritt meist bei
Patienten mit einer lange unerkannten Hypothyreose auf, nachdem ein zusatzlicher
Stressfaktor (z.B. Infektion, Trauma, Operation, emotionaler Stress) aufgetreten ist.
Neben den typischen Symptomen einer schweren Hypothyreose treten Hypothermie,

Bewusstlosigkeit und Bradykardie auf (27).

2.1.2.3 Hyperthyreose

Die Hyperthyreose geht mit einer gesteigerten Funktion der Schilddrise einher.
Schilddrisenhormone werden vermehrt produziert und synthetisiert. Im Volksmund
wird von einer ,Schilddrisenuberfunktion“ gesprochen (18).

Auch die Hyperthyreose kann man nach verschiedenen Gesichtspunkten einteilen.
Teilt man nach dem Ort der Stérung ein, unterscheidet man eine primare, sekundare
und tertiare Hyperthyreose. Die primare Hyperthyreose hat ihre Ursache in der
Schilddrise. Diese Hypersekretion der Thyreozyten kann autoimmun (z. B. Morbus
Basedow) oder durch uni- oder multifokale Autonomie bedingt sein (11). Die Ursache
einer solchen Autonomie liegt in einer somatischen Mutation im TSH-Rezeptor-Gen

oder im Gsq-Protein (28). Bei der sekundaren Hyperthyreose liegt die Storung in der
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Hypophyse. Ursachen koénnen ein TSH-produzierendes Adenom oder eine
hypophysare Hormonresistenz, aber auch ein sehr hoher Spiegel an humanem
Choriongonadotropin (HCG) in der Schwangerschaft (Gestationshyperthyreose) sein
(11). Letzteres findet seine Begriindung in der strukturellen Ahnlichkeit von HCG und
TSH (8). Ist die TRH-Sekretion im Hypothalamus gesteigert, wird dies als tertiare
Hyperthyreose bezeichnet (18).

Nach der Symptomatik teilt man in die latente und die manifeste Hyperthyreose. Bei
der latenten Hyperthyreose liegen die peripheren Schilddrisenhormone noch im
normalen Bereich, wahrend das TSH bereits supprimiert ist (11, 20, 28). Bei der
manifesten  Hyperthyreose ist zusatzlich die  Serumkonzentration an
Schilddrisenhormonen erhdht (13, 28). Der Patient hat Symptome. Es besteht
jedoch kein linearer Zusammenhang zwischen der peripheren
Schilddrisenhormonkonzentration und der Schwere der Symptome (28). In ca. 10 %
aller Falle ist nur das Tz erhdoht. Man spricht von einer sogenannten Ts-

Hyperthyreose (13).

Zuletzt besteht die Méglichkeit der Einteilung nach der Atiologie. Eine Ursache ist,
dass vermehrt Schilddrisenhormon aus zerstorten Thyreozyten freigesetzt wird.
Beispiele hierfur sind die subakute Thyreoiditis de Quervain, (22, 25, 29), die silent
thyreoiditis (28), die postpartale Thyreoiditis (11, 30), die bakterielle Thyreoiditis (28),
die Strahlenthyreoditis (11) und die Amiodaron-induzierte Hyperthyreose Typ 2 (23,
29). Auch eine Therapie mit den Zytokinen, Interferon-y, Interleukin-2 und
Tumornekrosefaktor-a 16st in manchen Fallen eine Hyperthyreose aus (24, 25). Eine
weitere Mdglichkeit ist, dass Schilddrisenhormone exogen bzw. iatrogen hinzugefugt
werden. Amiodaron kann durch den hohen Gehalt an Jod eine vermehrte
Schilddrisenhormonsekretion auslésen (Amiodaron-induzierte Hyperthyreose Typ 1)
(8, 11, 23). Weitere mogliche Ausléser sind schilddrisenhormonkontaminierte
Nahrungsmittel (11) oder jodhaltiges Kontrastmittel (8, 28). In beiden Fallen ist eine
vorgeschadigte Schilddrise Voraussetzung. Zuletzt kann es zu einer
extrathyroidalen  Produktion von  Schilddrisenhormonen  kommen  (z.B.
Karzinommetastasen) (11). Zur Therapie der Hyperthyreose gibt es verschiedene
Thyreostatika (26, 31).

Die Thyreotoxikose ist die Extremform der Hyperthyreose. Es handelt sich um eine
seltene akute, lebensbedrohliche Dekompensation bzw. Exazerbation einer
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vorbestehenden, langer nicht erkannten bzw. unbehandelten Hyperthyreose (32, 33).
Typisch sind Hyperthermie, ausgepragte zentralnervose Symptomatik, Tachykardie
und Multiorganversagen. Ausloser kdnnen ein Morbus Basedow, eine multifokale
Autonomie, ein solitares Adenom, Unterbrechung einer thyreostatischen Therapie
oder die Einnahme von Jod bzw. jodhaltigen Substanzen sein (32). Es ist jedoch
meist nicht allein die Wirkung der vermehrten Schilddrisenhormone ursachlich.
Zusatzliche Infektionen, emotionaler Stress, Unfalle, etc. kdnnen die Thyreotoxikose

auslosen (33).

2.2 Schilddriisenhormone

2.21TSH

TSH reguliert die Synthese der Schilddrisenhormone und deren Wachstum. Es wird
aus dem Hypophysenvorderlappen freigesetzt (34-36). Das Glykoproteinhormon
besteht aus einer a- und einer B-Untereinheit, die nicht-kovalent verbunden sind. Die
B-Untereinheit ist spezifisch fir den TSH-Rezeptor, wahrend die a-Untereinheit auch
im follikelstimulierenden Hormon (FSH), luteinisierenden Hormon (LH) und HCG
vorkommt (9, 16, 17, 34). Beide Einheiten zusammen wiegen ca. 28 kDa. Die a-
Untereinheit besteht aus 92 Aminosauren und besitzt zwei Oligosaccharid-
Seitenketten, wahrend die [(-Untereinheit aus 112 Aminosauren und einer
Oligosaccharid-Seitenkette besteht. Die Gene sind auf Chromosom 6 (a-
Untereinheit) und 1 (B-Untereinheit) lokalisiert (16, 17, 34).

Die Freisetzung und die Proteinbiosynthese der beiden Untereinheiten werden durch
TRH stimuliert (16, 17, 34). Durch Aktivierung der Proteinkinase A und C kommt es
zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors Pit-1. Auch Aktivator-Protein-1 und
andere Transkriptionsfaktoren werden bendtigt. Hierbei werden stets mehr a- als -
Untereinheiten gebildet (16).

Das fertige TSH bindet an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (17, 34-37), der an
der basolateralen Zytoplasmamembran sitzt (35, 36). Das intrazellulare heptahelikale
carboxyterminale Ende besteht aus 346 Aminosauren. Das extrazellulare 6-fach
glykosilierte aminoterminale Ende besteht aus 398 Aminosauren. Das Gen flr den

Rezeptor befindet sich auf Chromosom 14 (16, 36) und wird von insgesamt 10 Exons
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codiert. Auf einem Thyreozyt befinden sich etwa 1000 TSH-Rezeptoren (36).
Daneben wurden auch TSH-Rezeptoren auf Adipozyten, Lymphozyten,

Nebennierengewebe und Hodengewebe gefunden (34).

Der Signaltransduktionsweg ist sowohl cAMP- (16, 34-36) als auch IP3-vermittelt (16,
34, 35). Die cAMP-Signalkaskade wird bei normalen TSH-Konzentrationen ausgeldst
und reguliert die Sekretion und Speicherung der Schilddrisenhormone. Die IPs-
Signalkaskade wird nur bei einer TSH-Konzentration ausgeldst, die funf bis zehn Mal
héher als die normale TSH-Konzentration ist. Sie aktiviert die Synthese und
Jodierung der Schilddrisenhormone (36). Dadurch wird aus dem Schilddrisenkolloid
jodiertes Thyreoglobulin Uber Pinozytose in die Thyreozyten aufgenommen. Es

kommt zur Freisetzung von Schilddrisenhormonen (35).

TSH wird pulsatil freigesetzt (17, 38, 39). Die Angaben zur Haufigkeit variieren
zwischen funf und zwanzig Mal innerhalb von 24 Stunden. Die mittlere Pulsamplitude
betragt 0,6 mlU/I (17, 38, 39). Uberlagert wird diese pulsatile Freisetzung von TSH
von einem zirkadianen Rhythmus, bei dem nachts am meisten (4, 12, 17, 38, 39) und
nachmittags am wenigsten TSH freigesetzt wird (4, 12). Innerhalb von 24 Stunden
werden ca. 80 - 150 mlU TSH mit einer Plasmahalbwertszeit von 50-60 Minuten
gebildet. Es gibt jedoch verschiedene Faktoren, die diese Menge beeinflussen
konnen (8). Neben TRH stimuliert auch Noradrenalin die TSH-Sekretion (16).
Somatostatin (2, 8, 16), Dopamin (8, 16, 39), Glukokortikoide (16), Tz und T4 (16, 34,
39) hemmen die Freisetzung. Es wurde auf3erdem beobachtet, dass das TSH nach

langem Fasten, bei Psychiatrie-Patienten und Alkoholikern erniedrigt ist (16).

2.22T3und Ty

Die beiden Schilddrisenhormone sind in jeder Lebensphase des Menschen
essenziell. In der Embryonalentwicklung und im Kindesalter sind sie wichtig fur das
Wachstum und die Entwicklung des Nervensystems. Beim Erwachsenen steuern sie

diverse Stoffwechsel, den Grundumsatz und die Kérpertemperatur (35).

Die Schilddrise sezerniert zu etwa 80 % T4 und nur zu etwa 20 % T3 (12, 40). Dies
entspricht ca. 100 yg T4 und ca. 30 pg Tz am Tag. Der Referenzbereich flur die
beiden Schilddrisenhormone variiert je nach Alter (12). Man misst hier meist das
freie T3 (fT3) und T4 (fT4), da die gebundene Form nicht metabolisch aktiv ist (12, 13).
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Das Verhaltnis von freiem zu gebundenem T3 bzw. T4 liegt bei etwa 1:100. Gesteuert
wird die Schilddrisenhormonsekretion durch TSH (14). Im Blut sind sowohl T3 als
auch T4 zu 99 % an Transportproteine wie Thyroxin-bindendes Globulin (TBG) (2, 8,
12, 14, 35, 41), Thyroxin-bindendes Praalbumin (TBPA) (8, 12, 14, 35, 41),
Apolipoprotein B100 (42) und Albumin (8, 14, 35, 41) gebunden. Etwa 1 % liegt in
freier Form vor (2). Vor allem dank der Bindung an Transportproteine haben
Schilddrusenhormone sehr lange Halbwertszeiten von etwa einem Tag (T3) bzw.
etwa einer Woche (T4) (8). Essenzielle Spurenelemente wie Eisen, Jod und Selen

sind wichtig fur die Wirkung der Schilddrisenhormone. (42).

Das stoffwechselinaktive Prohormon T4 wird in der Peripherie zum
stoffwechselaktiven T3 dejodiert (4, 12, 28, 40, 41, 43). Die Dejodierung erfolgt je
nach momentanem Bedarf (4). Sie reguliert so die Bereitstellung des aktiven

Schilddriisenhormons (35).

Schilddriisenhormonrezeptoren befinden sich in allen Zellen des Korpers. Uber sie
wird der Stoffwechsel der Zellen gesteuert (11). Sie binden T3 mit einer hohen und T4
mit einer deutlich geringeren Affinitat (41). Spezifische Transmembrantransporter
transportieren die Schilddriisenhormone in die Zelle hinein (2, 40-42). Dort passieren
sie die Kernmembran und gelangen in den Zellkern, wo sich die Rezeptoren befinden
(40, 44). Sie wirken entweder Uber genspezifische Hemmung, Uuber die
Aktivitatssteigerung von Transkriptionsfaktoren oder sie |6sen verschiedene
Signalkaskaden aus. Die ersten beiden Wirkungen sind sogenannte ,langsame

Effekte”, wahrend letztere Wirkung deutlich schneller von statten geht (42).

Im Herz-Kreislauf-System haben Schilddrisenhormone eine positiv chronotrope (8,
11, 19, 44), dromotrope (2, 44), lusitrope (44) und inotrope Wirkung (2, 28, 44).
AuRerdem steigern sie den Proteinstoffwechsel in den Kardiomyozyten und die
Freisetzung von atrialem natriuretischem Peptid (44). In der Niere steigern sie die
glomerulare Filtrationsrate und bewirken eine Vasodilatation. Es wird vermehrt
Natrium (Na®*) riickresorbiert und Kalium (K') ausgeschieden (28). Auch der
Metabolismus sowohl der peripheren als auch der zentralen Neuronen wird durch
Schilddrisenhormone gesteuert (11). Aufderdem sind sie wichtig fur die Entwicklung
des Gehirns (2). Im Gastrointestinaltrakt steuern sie die Peristaltik des Darms, die
enterale Resorption und den Leberstoffwechsel (11). Der Grundumsatz hangt von
ihnen ab (4). Knochenstoffwechsel (11), Liponeogenese und Lipolyse (42) und
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Hautdurchblutung (11) werden ebenfalls durch Schilddrisenhormone gesteuert. Sie
aktivieren die Osteoblasten (2) und die Osteoklasten (2, 28), beeinflussen das
Reproduktionssystem (11) und haben Einfluss auf das Sexualhormon-bindende-
Globulin (SHBG) (2). Im blutbildenden System beeinflussen sie die Aktivitat der
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase und die Erythropoese (2).

Aufgrund dieser Wirkungen kann man auf die Symptomatik einer Hypothyreose bzw.

Hyperthyreose schlielen, welche in Tabelle 1 zusammengefasst sind.

Hypothyreose Hyperthyreose

Gewichtszunahme (2, 4, 19, 45) Gewichtsabnahme, starker Appetit (2, 11)
Bradykardie (2, 4, 19, 44, 45), verlangerte | Tachykardie, Herzrhythmusstérungen (2, 11,
QT-Zeit (4, 19, 44) 28, 44)

Myokardinsuffizienz (2, 19) gesteigertes Durstgefiihl (2)

systolische Hypotonie und diastolische | systolische Hypertonie (2, 11, 28)
Hypertonie (4, 19)

Intoleranz gegenuber Kalte (4, 19, 45) Intoleranz gegenuber Hitze (11, 28)

Mudigkeit (4, 19, 45, 46), Lethargie (4) Schlafstérungen (11, 28)

Konzentrationsschwache und  gestortes | Nervositat, innere Unruhe (2, 11, 28)
Kurzzeitgedachtnis (2, 4)

Depression (2, 4, 8, 19, 45, 46) Haarausfall (2, 11, 28)

Muskelschwache (2, 4, 45), -krampfe (45) Muskelschwache (11, 28)

Obstipation (2, 4, 19, 45, 46) haufiger Stuhldrang bis Diarrhé (2, 11, 28)
trockene und schuppige Haut (4, 19, 45, 46) | warme und feuchte Haut (2, 11), brichige
und Haare (2, 19, 45) und stumpfe Haare (2, 11) und Nagel (11)
Dysphagie (2, 4), Heiserkeit (4, 45) Strumabildung bei 80% der Patienten (11)
Parasthesien und verlangerte | Tremor (2, 11), Hyperreflexie (11)

Relaxationszeit der Achillessehne (4, 19)

Anamie (2, 19), verlangerte Blutungszeit (2) | Osteoporose (2, 11)

Hypercholesterinamie (2, 19, 44) Pigmentstérungen (2)

Hypoventilation (4) Juckreiz (2)

Q: Zyklusstorungen, Libidoverlust (2, 4, 19) Q: Zyklusstérungen, Libidoverlust (2, 11),
herabgesetzte Konzeptionsfahigkeit (2)

d': Potenzstorungen, Libidoverlust (2, 4, 19) | &: Potenzstérungen, Libidoverlust (2, 11),
gelegentlich Gynakomastie (2)

Kinder: Kleinwuchs (2, 4) sehr selten Akropachie (2, 11)

Tabelle 1: Symptome der Hypo- und Hyperthyreose (Quelle jeweils hinter dem Symptom)
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2.3 Autoimmunthyreopathien

2.3.1 Hashimoto-Thyreoiditis

1912 beschrieb Dr. Hakaru Hashimoto in einer deutschen Fachzeitschrift zum ersten
Mal ,lymphomatése Veranderungen der Schilddrise” und bezeichnete sie als
,otruma lymphomatosa“ (47). Heute spricht man von der Hashimoto-Thyreoiditis oder
Autoimmunthyreoiditis (6, 45, 48). Es handelt sich hierbei um eine langsam
fortschreitende, chronische, schmerzlose Entzindung der Schilddrise ohne
systemische Entziindungszeichen (22). Durch Schilddrisenantikbrper kommt es zu
einer teilweisen oder kompletten Zerstérung des Schilddrisenparenchyms oder zu
einer Hemmung der Synthese der Schilddrusenhormone (49). Dadurch kommt es bei

Fortschreiten der Krankheit zu einer Hypothyreose (22).

Die Hashimoto-Thyreoiditis ist eine der haufigsten Autoimmunerkrankungen (45).
Etwa jeder zehnte Deutsche ist betroffen (6). In Regionen mit ausreichender
Jodversorgung ist sie mit ca. 20 % (50) die haufigste Ursache flr eine erworbene
primare Hypothyreose (3, 4, 45, 48). Die Pravalenz steigt mit dem Alter (45). Am
haufigsten tritt sie in der funften Lebensdekade auf (45, 50). Frauen sind funf- bis
zehnmal haufiger betroffen (6, 22, 45, 50, 51).

Die genaue Atiologie ist noch unklar. Eine familidre Haufung liegt vor (22). Es spielen
allerdings neben der genetischen Komponente auch Umweltfaktoren eine Rolle (52).
Die HLA-Subtypen DR3 (6, 22, 49-51), DR4 (49, 50) und DR5 (6, 22, 49-51) sind mit
einer erhdhten Inzidenz der Hashimoto-Thyreoiditis verbunden. Umweltfaktoren, die
zum Auftreten der Erkrankung beitragen kdnnten, sind virale Infektionen (6, 22, 51),
negativer Stress (6, 22, 51), Selenmangel (22), Jod in hohen Dosen (6, 22), Nikotin
(49), Sexualhormone (6, 22, 45, 51) und immunstimulierende Medikamente wie
Interleukin-2 und Interferon-a (6, 22). Sie alle aktivieren die zellulare und humorale
Immunantwort und tragen so zum Auslosen der Krankheit bei (49). Auch bei
Patienten mit Vitamin-D-Mangel oder Vitamin-D-Rezeptor-Polymorphismus (22),
polyzystischem Ovar-Syndrom, Turner-Syndrom und Down-Syndrom (22, 51) kommt

die Hashimoto-Thyreoiditis signifikant haufiger vor.

Zur Pathogenese ist bisher bekannt, dass es sich primar um eine T-Zell-vermittelte

Autoimmunreaktion handelt (6, 22), bei der es durch TPO-AntikOrper zu einer
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Bindung und Destruktion der Thyreozyten kommt (45). Hierbei sind sowohl zellulare
als auch humorale Mechanismen beteiligt (6). Aulerdem verstarken die Antikorper
sekundar die fortbestehende Autoimmunreaktion des Korpers (49) und konnen
Funktionsstorungen verursachen (22). Man hat eine Expression des Fas-Gens

entdeckt, das von gesunden Thyreozyten nicht exprimiert wird (49).

Man kann die Hashimoto-Thyreoiditis nach zwei Gesichtspunkten einteilen. Sie kann
nach dem Volumen der Schilddrise eingeteilt werden und entweder atroph oder
hypertroph sein (49, 51) und nach der Stoffwechsellage eingeteilt werden in
euthyreot und hypothyreot. Bei der hypothyreoten Hashimoto-Thyreoiditis kann man

weiter unterteilen in latent und manifest (6, 22, 49).

Zu Beginn ist die Hashimoto-Thyreoiditis meist asymptomatisch. Bei einem akuten
Beginn kann es allerdings zu einer passageren schmerzhaften Schwellung der
Schilddriise mit Hyperthyreose kommen, auf die eine kurz darauf einsetzende
Hypothyreose folgt. Man spricht von einer sogenannten Hashitoxikosis (22). Die
Symptome der Hypo- und Hyperthyreose sind sehr unspezifisch (siehe Kapitel 2.2.2)
(50). Manifestiert sich die Erkrankung im Kindesalter, kommt es anders als im
Erwachsenenalter zur Strumabildung (4, 43). Auch Wachstumsstérungen sind haufig
(43). Bei Kindern gibt es die Moglichkeit einer spontanen Normalisierung, an die vor
einem Therapiebeginn immer gedacht und die deshalb Uberpruft werden muss (43).
Im Erwachsenenalter ist die Schilddrise meist nur mafig vergrofiert (49). Sie ist derb

(47, 50) und atrophiert im Verlauf durch Fibrosierung des entziindeten Gewebes (4).

Zu den Komplikationen der Erkrankung gehort in erster Linie die seltene Hashimoto-
Enzephalitis, eine autoimmune Enzephalopathie, deren Pathogenese noch nicht
geklart ist. Da sie mit hohen Antikorper-Titern assoziiert ist, werden diese als
Ausléser  vermutet (53, 54).  Weitere Komplikationen sind eine
Mitralklappeninsuffizienz durch myxomatdse Degeneration (44), ein um den Faktor
2,3 erhohtes Risiko, einen Fruhabort zu erleiden (4, 55), und ein erhdhtes Risiko ein

Karzinom der Schilddrise zu entwickeln (48).

Die erste Diagnostik, die gemacht wird, um eine Hashimoto-Thyreoiditis zu
diagnostizieren, ist eine Blutanalyse. Hierbei zeigen sich ein erhdhter TSH-Wert und
ein erniedrigter fT4- bzw. T4-Wert oder bei einer latenten Hypothyreose ein
erniedrigter TSH-Wert und ein normaler fT4- bzw. T4-Wert (45, 50). 70 - 90 % (4, 49,
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50) der Patienten haben positive TPO-Antikorper (4, 45). 40 - 70 % (4, 49, 50) haben
positive  TG-Antikorper (4, 45). Eine sehr sensitive und fur die
differenzialdiagnostische Abklarung wichtige diagnostische Methode ist die
Sonographie (4, 19). Hierbei zeigt sich ein fir die Hashimoto-Thyreoiditis
charakteristisches Bild. Die Schilddrise ist diffus hypoechogen (4, 19, 49, 51),
inhomogen (49, 50) und normal grof3, atrophisch oder symmetrisch hypertroph (4,
19, 45). In der Duplex-Sonographie zeigt sich eine gesteigerte Perfusion der
Schilddrise (4, 19). In der Histologie sieht man eine lymphozytare (4, 6, 22, 45, 47,
48, 51) und plasmazellulare (4, 6, 22) Infiltration der Schilddrise, dendritische Zellen
(6, 22), diffus veranderte Schilddrisenfollikel (47), parenchymale Fibrosierungen (45,
47, 48, 50), eine meist intakte Kapsel und oft einen prominenten Pyramidallappen
(45).

Eine kausale Therapie der Hashimoto-Thyreoiditis ist zuweilen noch nicht moglich
(22, 49, 50). Das derzeitige Ziel ist es, das Defizit an Schilddrisenhormonen
auszugleichen und somit eine Euthyreose zu erreichen (45, 49, 50). Dies erreicht
man durch eine meist lebenslange orale Substitution mit L-Thyroxin (4, 45, 49, 50).
Die Prognose ist bei richtiger Therapie gunstig (47). Allerdings sind viele andere
Autoimmunerkrankungen mit der Hashimoto-Thyreoiditis assoziiert (siehe Kapitel
2.3.4) (50).

2.3.2 Morbus Basedow

Beschrieben wurde die Erkrankung zum ersten Mal im 1835 vom irischen Arzt Robert
James Graves (56). Die deutsche Erstbeschreibung erfolgte 1840 durch den Arzt
Carl Adolph von Basedow. Er stellte den Zusammenhang zwischen den
sogenannten Merseburger Trias Exophthalmus, Struma und Tachykardie fest (57).
Beim Morbus Basedow, auf Englisch auch Grave’s Disease, handelt es sich im eine
Autoimmunerkrankung (58, 59). l|hre Pravalenz ist je nach Jodversorgung
schwankend. In Gebieten mit ausreichender Versorgung liegt sie bei 0,5 - 2 % (11,
58-60). Sie ist flr 50 - 80 % aller primaren Hyperthyreosen verantwortlich (49, 59, 60)
und damit die haufigste Ursache fur eine primare Hyperthyreose (58). |hre Inzidenz
liegt bei 40 - 60/100.000 (11). Frauen sind funf- bis zehnmal haufiger betroffen als
Manner. Die Erkrankung bricht meist zwischen dem 20. und 60. Lebensjahr aus (49,
58, 60). Wie bei der Hashimoto-Thyreoiditis geht man beim Morbus Basedow auch
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von einer Kombination von genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren aus (58,
61). Diese Umweltfaktoren sind Rauchen (11), Strahlenexposition (58, 62), die
Aufnahme hoher Dosen an Jod (49), negativer Stress (58, 60, 62), Infektionen mit
Yersinia enterocolica und Hepatitis C (58), antiretrovirale Therapie bei HIV (58), die
Therapie mit dem humanen CD25-Antikérper Alemtuzumab (58) und Trisomie 21
(58). Auch postpartal ist die Pravalenz von Morbus Basedow erhoht (58, 60).

Epigenetische Modifikationen spielen eine Rolle (58).

Die Pathophysiologie ist sehr komplex und noch nicht vollstandig geklart (11). Es
kommt zu einer Bildung von im Blut zirkulierenden IgG-Antikérpern, die an den TSH-
Rezeptor binden. Durch diese Thyreotropin-Rezeptor-Autoantikorper (TRAK) werden
die Thyreozyten cAMP-vermittelt zur vermehrten Produktion von
Schilddriisenhormonen, zur Hypertrophie und zur Hyperplasie stimuliert (6, 11, 12,
17, 36, 58-60, 62).

Zu den Symptomen gehdren in erster Linie neben einer diffusen Struma die
klassischen Symptome einer Hyperthyreose (siehe Kapitel 2.2.2) (60, 61). Es kommt
aulRerdem zu extrathyroidalen Manifestationen (6). Die endokrine Orbitopathie ist die
haufigste und tritt fast ausschlielRlich beim Morbus Basedow auf (6, 11, 17, 49, 60,
61, 63, 64). Sie tritt je nach Quelle bei 30 - 70 % aller Basedow-Patienten auf (11, 60,
63). Es kommt zum charakteristischen Exophthalmus (49, 64) mit starrem Blick,
Lidretraktion (49, 64), Lidschwellung (49, 64), verminderter Augenbeweglichkeit (49,
64), konjunktivaler Reizung (49, 64), periorbitalem Lidodem (49, 64), Schmerzen und
Druckgefuhl (64), Lichtempfindlichkeit (64), Augentréanen (64) und evitl. Visus-
Verschlechterung (49, 64). In seltenen Fallen kann es zur Erblindung kommen (65).
Bei <1 - 4 % der Basedow-Patienten (11, 60) kommt es zum pratibialen Myxddem
(11, 60, 61). In den seltenen Fallen, dass die Erkrankung im Kindesalter auftritt, fehlt
die Augensymptomatik und auch die Struma ist weniger ausgepragt (43). Zu
Komplikationen kommt es vor allem in der Schwangerschaft. Unbehandelt kann es
zu Aborten, Tot- oder Frihgeburten, untergewichtigen Sauglingen, Herzfehlern,
anderen Missbildungen und zur thyreotoxischen Krise unter der Geburt kommen
(49). In 33 % der Falle (44) kommt es zu einer myxomatds degenerierten
Mitralklappe, die zu einem Mitralklappenprolaps fuhren kann (11). Auch die

Thyreotoxikose ist eine ernst zu nehmende Komplikation (59).
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Bei der korperlichen Untersuchung fallt neben der Struma und den anderen
Hyperthyreosesymptomen bei der Auskultation ein Rauschen Uber der Schilddruse
auf. Dieses Phanomen tritt nur beim Morbus Basedow auf (11). Im Labor fallen ein
erniedrigtes TSH, erhohte fT3- und fT4-Werte und bei 90 % (62) positive TRAK-Werte
auf (60). Im Ultraschall erkennt man eine fir Morbus Basedow spezifische diffuse
Hypoechogenitat (11, 49) und ein aufgelockertes Muster (49). In der
Duplexsonographie erkennt man eine vermehrte Perfusion (11, 60). Histologisch

sieht man eine follikulare Hypertrophie und Hyperplasie (60).

Es gibt mehrere Moglichkeiten, den Morbus Basedow zu therapieren. Einen
wissenschaftlichen Konsens dazu gibt es noch nicht (66). Meist wird zunachst
konservativ mit einem Thyreostatikum therapiert (11, 49, 60, 66). Das Ziel ist es die
Serumkonzentration der Schilddriisenhormone und des TSH zu normalisieren (60).
Ist eine euthyreote Stoffwechsellage erreicht fihrt man entweder die medikamentdse

Therapie fort oder fuhrt eine Radiojodtherapie oder Operation durch (11, 49, 66).

2.3.3 Sonstige autoimmun bedingte Formen der Thyreoiditis

Neben den beiden bekannten Autoimmunthyreopathien gibt es noch weitere, meist

seltener vorkommende, autoimmun bedingte Thyreoiditiden.

Die Riedel-Thyreoiditis wurde 1896 das erste Mal von dem Chirurg Bernhard Riedel
beschrieben (6, 67). Sie ist auch bekannt unter dem Namen invasive sklerosierende
Thyreoiditis (22, 68). Es handelt sich hierbei um einen chronischen sklerosierenden
Prozess, der die komplette Schilddrise und deren Nachbarorgane betreffen kann (6,
22, 67, 68). Die Erkrankung ist selten und die Atiologie ist nicht abschlieBend geklart
(6, 22, 24, 67-69). Es wird jedoch davon ausgegangen, dass es sich um eine 1gG4-
assoziierte Autoimmunerkrankung handelt (22, 67, 69, 70).

Die postpartale Thyreoiditis (PTT) ist eine transiente Sonderform der
Autoimmunthyreoiditis (49). Ihre Pravalenz liegt bei 1,1 - 16,7 % (6, 22, 30, 71, 72).
Typischerweise bricht sie im ersten Jahr nach der Entbindung aus (22, 30, 49, 71,
73). Zunachst kommt es zu einer Hyperthyreose, die mit einer Struma einhergehen
kann. Es folgt eine Hypothyreose, die schliel3lich wieder in eine Euthyreose Ubergeht
(22). Eine Assoziation mit den HLA-DR3- (71), -DR4- (49, 71) und -DR5-Antigenen
liegt vor (71). Auch bei Frauen mit familiarer Disposition fur Autoimmunthyreopathien
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und bei Frauen mit polygladularer Autoimmunitat kommt die PTT gehauft vor (49).
Des Weiteren wurde eine Verbindung zwischen erhdhten TPO-Antikorpern im ersten
Trimenon der Schwangerschaft und dem Auftreten der PTT festgestellt (49, 71).
Pathophysiologisch erklart man die Erkrankung mit einem Rebound-Phanomen, nach
der Immunsuppression wahrend der Schwangerschaft (6, 22, 30, 71). Es kommt zu
einer Zerstorung des Schilddriusenparenchyms und zu einer passiven Freisetzung
von Schilddrisenhormonen (6, 22, 30, 49, 73). Viele Frauen sind asymptomatisch
(71). Eine kausale Therapie ist nicht nétig, da die Erkrankung selbstlimitierend ist (6,
22, 30). Die Therapie erfolgt rein symptomatisch (22, 49, 71, 73, 74).

Die ,silent thyreoiditis® bzw. auf Deutsch stumme Thyreoiditis ist von der PTT
pathophysiologisch nicht zu unterscheiden. Lediglich die Atiologie ist unterschiedlich,

da sie ohne Zusammenhang mit einer Schwangerschaft auftritt (6, 24, 30).

2.3.4 Mono- und polyglandulare Autoimmunitat

Schilddrisenerkrankungen treten isoliert oder im Zusammenhang mit anderen
autoimmunen Erkrankungen auf. Von einer monoglandularen Autoimmunitat (MGA)
spricht man, wenn ein Patient an nur einer endokrinen Autoimmunerkrankung leidet
(75). Von einer polyglandularen Autoimmunitat (PGA) spricht man, wenn mindestens
zwei endokrine Organe von Autoimmunerkrankungen betroffen sind. Zwischen dem
Ausbrechen der einzelnen Autoimmunerkrankungen konnen mehrere Jahre liegen
(49, 75). Die Erstbeschreibung der PGA erfolgte 1926 (76). Seitdem wurden

verschiedene Formen beschrieben, die in Tabelle 2 zusammengefasst wurden.

MGA | Autoimmunerkrankung, die nur ein endokrines Organ betrifft

MGA Il MGA | + weitere nicht-endokrine Autoimmunerkrankung

PGA | M. Addison, Hypoparathyreoidismus + Candidiasis, juvenil

PGA Il M. Addison + mind. eine weitere Endokrinopathie

PGA Il | Autoimmunthyreopathie + mind. eine weitere Endokrinopathie (auf3er M.Addison)

PGA IV | alle noch nicht genannten Kombinationen aus Endokrinopathien

IPEX Polyendokrinopathie (Diabetes mellitus Typ 1, Autoimmunthyreopathie) +
Enteropathie

NGA nicht-endokrine Autoimmunerkrankung (nicht-glandulare Autoimmunitat)

Tabelle 2: Ubersicht autoimmune mono- und polyglandulire Syndrome (6, 49, 75-79)
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2.4 TSH-Messung

2.4.1 Praanalvtik: Einfluss- bzw. Storgrof3en

Um die TSH-Konzentration bei einem Patienten bestimmen zu kdnnen, bendtigt man
eine Blutprobe von ihm. Die meisten TSH-Assays bendtigen entweder Serum oder
Plasma. Ein Sonderfall ist das Neugeborenenscreening auf kongenitale
Hypothyreose. Hier wird ein Bluttropfen verwendet, der auf ein absorbierendes

Filterpapier getropft wird (9).

Als Praanalytik bezeichnet man alle Schritte, die stattfinden, bevor eine Probe im
Labor von einem Gerat gemessen wird. Hierzu zahlen die Bedingungen wahrend der
Blutabnahme, die Gewinnung sowie die Beurteilung des Untersuchungsmaterials,
der Transport der Blutprobe ins Labor, die Lagerungsbedingungen und eventuell
notwendige Vorbereitungen der Probe. Fehler in dieser Phase sind die haufigste
Ursache fur zweifelhafte Ergebnisse. Es ist daher sehr wichtig, diese Phase zu
standardisieren. Auch wenn die anschlieBende Analytik noch so gut ist, kdnnen in

der Praanalytik gemachte Fehler nicht wieder gut gemacht werden (80).

Man unterscheidet Einfluss- und StérgroRen. lhre Kenntnis ist unverzichtbar, um die
Messergebnisse diagnostisch verwerten zu kénnen (14, 80). Einflussgroflen sind
Variablen, die vom Patienten abhangig sind und bereits zum Zeitpunkt der
Blutentnahme (in vivo) feststehen. Sie sind oft gar nicht oder nur sehr schwer
anderbar. Beispiele sind Gewicht, Alter, Geschlecht, ethnische Zugehodrigkeit, eine
bestehende Schwangerschaft, genetische Merkmale, die Kdrperzusammensetzung
und die Jahreszeit. Diese Einflussgrofen mussen bei der spateren Beurteilung der
Messergebnisse unbedingt bedacht werden (80). Es wurde zum Beispiel
nachgewiesen, dass eine Gewichtszunahme bei Kindern zu einem Anstieg der TSH-
Konzentration im Blut fuhrt. Bei einer Gewichtsabnahme sinkt die Konzentration
wieder (12, 81). Auch die ethnische Zugehorigkeit spielt bei der TSH-Konzentration
eine Rolle. Bei Menschen mit dunkler Hautfarbe ist der TSH-Wert niedriger als bei
Menschen mit heller Hautfarbe (12). In der Schwangerschaft ist der TSH-Wert im
ersten und dritten Trimenon supprimiert (9). Beeinflussbare Einflussgrofden sind der
Erndhrungsstatus bzw. die Nahrungskarenz oder -aufnahme, der Abnahmezeitpunkt,
die Korperlage, die Umgebungstemperatur, korperliche oder psychische Belastung,
der Gesundheitszustand und der Abstand zu Medikamenteneinnahmen. An sie sollte
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unbedingt bei der Planung der Blutentnahme gedacht werden (80). Bei Anorexie und
langem Hungern kommt es zum Beispiel zu einer Abnahme des TSH-Wertes (9, 12).
Aulerdem konnen Ernahrungsgewohnheiten des Patienten die Zusammensetzung
und Viskositat der Probe verandern und so zu Fehlern bei der Messung fuhren (82).
Auch der Abnahmezeitpunkt ist von groRer Bedeutung, da die TSH-Freisetzung einer
zirkadianen Rhythmik unterliegt. Den niedrigsten Wert erreicht man zwischen 10:00
Uhr und 16:00 Uhr. Er betragt etwa 50 % des Maximalwertes, den man wahrend der
Nacht zwischen 23:00 Uhr und 04:00 Uhr erreicht. Leidet der Patient unter einer
schweren Allgemeinerkrankung, so ist die TSH-Konzentration im Blut erniedrigt.
Erholt sich der Patient, erholt sich auch der TSH-Wert wieder (12). Bei einer
depressiven Storung sinkt die TSH-Konzentration auch (9, 12). Zudem spielen auch
Hormone und Pharmaka eine wichtige Rolle. Bei einem Uberschuss an
Glukokortikoiden, egal ob endogen (z.B. beim Morbus Cushing) oder exogen
herbeigefuhrt, sinkt der TSH-Wert (12, 14). Bei einem Mangel an Glukokortikoiden,
steigt der TSH-Wert an (12). Dopamin (9, 12, 14), Dopaminagonisten (12),
Somatostatin (12, 14), Morphin bzw. Opioide, Octreotid und viele weitere
Medikamente fihren zu einem Absinken des TSH-Wertes. Dopaminantagonisten,
hohe Dosen an Jod (,Plummer-Effekt), Valproat, Lithium, Clomifen, Carbamazepin
und weitere Medikamente lassen den TSH-Wert ansteigen. Auch nach einer
Operation, einer Radiojodtherapie oder einer Anderung der Dosis an
Schilddrisenhormonen muss ein zeitlicher Abstand von vier bis sechs Wochen
eingehalten werden. Es ist namlich aullerst wichtig, dass sich die Stoffwechsellage
im Equilibrium befindet (12).

Als StorgroRen bezeichnet man Faktoren, die in vitro, also nach der Abnahme, die
Probe verandern oder die Messung storen. Beispiele sind die Blutenthahmetechnik
(z.B. zu langes Stauen, falsche Reihenfolge der Rohrchen), der Ort, an dem das Blut
entnommen wird (z.B. Abnahme direkt hinter einer laufenden Infusion),
Antikoagulantienzusatze (z.B. Verwendung des falschen Rd&hrchens) und
Verunreinigungen der Probe. Auch beim Transport und bei der Lagerung kdénnen
Fehler entstehen. Die Temperatur und die Zeit zwischen der Blutabnahme und der
Verarbeitung bzw. Messung der Probe spielen hier eine gro3e Rolle. Auch bei der
Verarbeitung der Probe vor der eigentlichen Messung kdonnen Fehler entstehen.
Haufige Fehlerquellen sind das Einfrieren, die Zentrifugation, die Einhaltung der

Kihl- oder Gefrierkette und das eventuell notwendige Hinzufligen von Zusatzen.
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Zuletzt kdnnen auch anormale Probeneigenschaften wie Hamolyse, lkterus, Lipamie,

in-vitro-Abbau des Analyten oder interferierende Antikorper die Messung storen (80).

2.4.2 Analytik: Messverfahren

Wie in Kapitel 2.2.1 beschrieben, handelt es sich beim TSH um ein Glykoprotein
(12). Die Standardmethoden zur Messung seiner Konzentration sind immunologische
Methoden (9, 13, 83). Es wird die Immunreaktivitat gemessen, die nicht von der
Stoffmenge oder der biologischen Aktivitat, sondern von der Glykosylierungabhangt
(12). Es gibt vier Generationen an TSH-Assays. Sie unterscheiden sich anhand ihrer
Sensibilitat (siehe Tabelle 3).

Generation Sensibilitat

I. Generation 1-2mlu/l

Il. Generation 0,1-0,2 mlU/l
I1l. Generation 0,01 - 0,02 mlU/l
IV. Generation < 0,01 mlU/

Tabelle 3: Sensibilitat der Assay-Generationen (10, 14)

Es wird empfohlen, nur Testverfahren ab der dritten Generation anzuwenden (9, 14).

2.4.2.1 Grundlagen

Das Grundprinzip der Immunoassays ist die Antigen-Antikorper-Reaktion (80, 83-85).
Ein spezifischer Antikdrper bindet mit seinem Paratop selektiv an das passende
Epitop des zu bestimmenden Antigens (83, 85, 86). Dieser Antikbrper muss mit einer
signalgebenden Substanz, einem Marker, konjugiert sein (80, 83-85). Das Signal des
Markers kann man messen und das Antigen so quantifizieren (83, 85). Haufig
verwendete Marker sind Radionuklide, Enzyme, Fluoreszenzfarbstoffe/Fluorophore
und Luminophore (80, 83). Je hdher die Affinitat eines Paratops zu seinem Epitop,
desto stabiler ist die Antigen-Antikorper-Bindung. Handelt es sich jedoch um eine
multivalente Bindung, das heil3t, dass es nicht eine sondern mehrere Paratop-Epitop-
Bindungen zwischen Antigen und Antikorper gibt, ist die Stabilitdt von der Aviditat
und nicht von der Affinitat abhangig. Je hoher die Inkubationstemperatur, desto
schneller bilden sich Antigen-Antikdrper-Komplexe aus (83). Die Antikorper kdnnen
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hierbei entweder fixiert, z.B. an einer Mikrotiterplatte oder Beads, oder nicht-fixiert in
der Losung vorliegen (85). Des Weiteren unterscheidet man in kompetitive und nicht
kompetitive Immunoassays. Wichtige Qualitatsmerkmale (siehe Kapitel 2.4.4) wie die
Sensibilitat und die Spezifitat sind stark von den Eigenschaften der verwendeten
Antikdrper abhangig. Bei der Bestimmung von Hormonen wird immer ofter die
Chemilumineszenz eingesetzt. Argumente hierfur sind eine hohe Sensitivitat und ein
groRer Messbereich. Aulierdem kann man sie sehr gut in automatisierten Systemen

verwenden (80).

2.4.2.2 Kompetitive Immunoassays

Bei den kompetitiven Immunoassays konkurrieren das unmarkierte, zu messende
Antigen und ein markiertes Antigen um dasselbe Paratop eines Antikorpers (80, 83,
87). Das Ldsungsvolumen mit den Antikdrpern muss hierbei konstant sein, da die
freien Paratope des Antikdrpers der limitierende Faktor sind (83, 85). In der Regel ist
die Losung so zusammengesetzt, dass 50 % des markierten Antigens gentgen, um
alle Paratope der Antikorper zu besetzen (83). Hat man eine hohe Konzentration des
zu messenden, unmarkierten Antigens vorliegen, wird mehr markiertes Antigen aus
den Paratopen des Antikorpers verdrangt. Das Signal des Markers wird schwacher
(80, 83). Das Messsignal ist also umgekehrt proportional zur vorhandenen
Hormonmenge in der Probe (80, 85-87). Kompetitive Immunoassays sind vor allem
fur die Bestimmung kleiner Molekile geeignet, die in hoher Konzentration vorliegen
(83, 86). In den folgenden Absatzen werden die verschiedenen kompetitiven

Immunoassays beschrieben.

Signal des Markers

Antigenkonzentration

1: Marker
2: Antigen
3: Antikarper

Abbildung 2: Darstellung eines kompetitiven Inmunoassays und typische Standardkurve (83)
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Der Radioimmunoassay (RIA) ist der alteste Immunoassay (80, 83). Das zugrunde
liegende Prinzip wurde in den 1950er und 1960er Jahren von R. S. Yalow und S. A.
Berson zufallig entdeckt (83, 88, 89). Heute findet er in der Routine-Analytik nur noch
selten Anwendung (80, 83). Das Antigen, das mit dem zu messenden Antigen
konkurriert, ist bei dieser Methode mit einem radioaktiven Tracer markiert. Meist
werden die y-Strahler '#°| (80, 83, 84) oder Tritium (*H) verwendet (83). Eher selten
zum Einsatz kommen die y-Strahler "I, *’Co, *°Fe und "°Se und die B-Strahler *°P,
“C und **S. In der Regel betragt die Markierungsdichte ein Radionuklid pro
Antigenmolekul. Diese Dichte ist ausreichend hoch, sodass der Tracer nicht durch
Radiolyse vernichtet wird (83). Als nachstes muissen die gebildeten Antigen-
Antikdrper-Komplexe von den freien markierten und unmarkierten Antigenen getrennt
werden. Hierfur gibt es mehrere Methoden. Freie Molekile kénnen durch Absorption
entfernt werden. Dies funktioniert mit Dextran-umhdallter Aktivkohle, Talkumpulver
oder gleichartigen Silikaten und lonenaustauschergel. Fur Peptidhormone wie TSH
verwendet man in der Regel Silikate. Eine weitere Methode ist die
Festphasentrennung. Die Antikorper sind adsorptiv oder kovalent an einer festen
Phase wie dem Reaktionsgefall oder einem magnetischen Gel fixiert. Nach der
Antigen-Antikdrper-Reaktion bleiben die freien Antigene im Uberstand, wahrend die
Antigen-Antikorper-Komplexe am Reaktionsgefald bleiben. Beim magnetischen Gel
stellt man das ReaktionsgefaR auf einen Magnetstander und saugt den Uberstand
ab. Die Antigen-Antikérper-Komplexe bleiben mit dem magnetischen Gel am Boden
des Reaktionsgefalies. Auch eine Trennung uber Elektrophorese oder Gelfiltration ist
moglich, allerdings haufig zu aufwendig (83). Nun muss die Radioaktivitat gemessen
werden. Hierflir bendtigt man einen Szintillationszahler. Wenn radioaktive Energie
frei wird, wird diese in Photonen umgewandelt. Ein Fotomultiplier erkennt die Signale
der Photonen und verstarkt diese zusatzlich. Je hdher die bei dem nuklearen Verfall
frei werdende Energie, desto hdher ist die gemessene Lichtintensitat bzw. je mehr
nukleare Zerfalle stattfinden, desto hoéher ist die Anzahl der Photonen. Das
gemessene Signal ist also proportional zur Radioaktivitat. Hat man einen y-Strahler
als Tracer verwendet, bendtigt man einen festen Natriumiodid-Kristall als Szintillator.
Hat man einen B-Strahler als Tracer verwendet, bendtigt man ein FlUssigkeits-
Szintillationsmessgerat. Es enthalt eine Mischung aus organischen Lésungsmitteln,
einem Emulgator und einem Fluorophor (83). Mit Hilfe einer Kalibrierkurve kann nun

bestimmt werden, wie viel zu messendes, unmarkiertes Antigen in der Probe
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vorhanden ist. Die gemessene Radioaktivitat ist antiproportional zur gesuchten

Antigenkonzentration (80).

Der Enzymimmunoassay (EIA) verwendet als Marker keinen radioaktiven Tracer,
sondern ein Enzym (80, 83). Zunachst wird ein flir das zu messende Antigen
spezifischer Antikdrper adsorptiv an eine Mikrotiterplatte gebunden, der Messansatz
wird gewaschen und freie Proteinbindungsstellen werden abgeblockt (83). Ein
genauerer Ablauf dieses Prozederes ist im Kapitel 2.4.2.3 bei der Beschreibung des
ELISAs zu finden. Dann werden die Proben mit den zu messenden, unmarkierten
Antigenen und die mit einem Enzym markierten Konkurrenz-Antigene hinzugeftigt.
Die bei dieser Methode am haufigsten verwendeten Enzyme sind die Meerrettich-
Peroxidase (HRP), die Alkalische Phosphatase, die B-Galaktosidase oder die
Glucoseoxidase (83). Es wird ein Chromogen hinzugefiigt, das von dem Enzym
umgesetzt wird. Dabei entsteht ein Farbumschlag, den man fotometrisch bei der
entsprechenden Wellenlange messen kann (80, 83). Um den gemessenen
Farbumschlag zu quantifizieren, wird eine Kalibration mit einer bekannten
Antigenkonzentration vorgenommen. Da es sich um einen kompetitiven Assay
handelt, ist der gemessene Farbumschlag antiproportional zur gesuchten Antigen-

Konzentration (80).

Das Prinzip des Chemilumineszenzimmunoassays (CLIA) ist das Gleiche wie beim
RIA und beim EIA. Der verwendete Marker flr den Antikdrper ist in diesem Fall ein
Luminophor. Es findet eine chemische Reaktion statt, bei der ein Molekul angeregt
wird. Kehrt es in seinen Grundzustand zurtick wird Energie als Licht emittiert. Dieses
Licht wird gemessen. Bei einer abgewandelten Variante, ist ein Enzym an den
Antikérper gebunden, das eine Substanz in eine chemilumineszierende Substanz
umwandelt. Meist wird Luminol verwendet, das durch die HRP zu Aminophthalat
umgesetzt wird. Weitere verwendete Substanzen sind Acridiumester und Dioxethane
(80).

Auch der Fluoreszenzimmunoassay (FIA) funktioniert nach dem gleichen Prinzip wie
die drei schon genannten Verfahren. Der Marker ist ein Fluoreszenzfarbstoff. Die am
haufigsten verwendeten Substanzen sind Fluoresceinisothiocyanat, Allophycocyanin,
Phycoerythrin und Cyan-Farbstoffe (83). Nachdem der Fluorophor durch Licht einer
spezifischen Wellenlange angeregt wurde, setzt es Fluoreszenzlicht frei, das eine fur
den Fluorophor spezifische Wellenlange hat (83, 87). Mit Hilfe von Filtern und
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Photodetektoren kann man dieses Fluoreszenzlicht messen (83). Dieser Assay hat
gleich zwei Vorteile. Es ist einfacher, einen Antikdrper mit einem Fluoreszenzfarbstoff
zu konjugieren als mit einem Enzym (87). AulRerdem hat diese Methode eine sehr
hohe Sensitivitdt. Dies ist darin begrindet, dass von Lanthaniden emittierte
Fluoreszenzsignale langer anhalten als das Hintergrundfluoreszenzsignal der
Rohrchen oder der Probenmatrix. Misst man das Fluoreszenzsignal also zeitlich
verzogert, blendet man so das Hintergrundfluoreszenzsignal aus. Man bezeichnet
dieses Prinzip als zeitaufgeldste Fluoreszenz bzw. time resolved fluorescence (80).
Der Nachteil dieses Assays, sind die hohen Anschaffungskosten des Photodetektors
(87).

2.4.2.3 Nicht-kompetitive Immunoassays/Sandwich-Assays

Beim Sandwich-Assay hat man einen an einer Mikrotiterplatte oder an Beads
fixierten Antikorper, der moglichst spezifisch das zu messende Antigen bindet und im
Uberschuss vorhanden ist. Er wird auch als Fang-Antikérper bezeichnet (80, 83, 87).
Im nachsten Schritt wird die Lésung gewaschen. Nicht an den Fang-Antikoérper
gebundene Substanzen werden entfernt (83). Als nachstes wird ein markierter
Antikoper zur Losung hinzugegeben. Auch dieser sogenannte Detektions-Antikorper
bindet spezifisch an das zu messende Antigen (80, 83, 87). Hierbei ist wichtig, dass
der Detektions-Antikdrper an ein anderes Epitop des Antigens als der Fang-
Antikérper bindet (83). Dieses Mal ist das gemessene Signal proportional zur
Hormonmenge in der Probe (80, 87). Ist wenig Hormon in der Probe, ist das Signal
schwach, ist viel Hormon in der Probe, ist es stark (80, 83, 87). Sandwich-Assays
sind vor allem fur groRere Molekule geeignet. Kleine Molekile sind meist nicht
messbar, da fur den Sandwich-Assay zwei Epitope bendtigt werden, die weit genug
voneinander entfernt liegen muissen, dass sowohl Fang- als auch Detektions-
Antikorper binden kdnnen, ohne sich gegenseitig zu behindern (83, 86). Der Vorteil
der Sandwich-Assays liegt vor allem in der hohen Sensitivitat. Auch sehr niedrige
Antigenkonzentrationen kénnen gemessen werden (83). In den folgenden Absatzen

werden die verschiedenen Sandwich-Assays genauer beschrieben.
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Signal des Markers

A4

Antigenkonzentration

1: Marker
2: Antigen
3. Antikérper

Abbildung 3: Darstellung eines Sandwich-Assays und typische Standardkurve (83)

Beim immunradiometrischen Assay (IRMA) ist der Detektions-Antikorper wie beim
RIA mit einem radioaktiven Tracer markiert. Es wird also auch hier nach Ablauf der
Reaktionsschritte, die beim ELISA naher beschrieben werden, die Radioaktivitat

gemessen. Sie ist proportional zur Konzentration des gesuchten Antigens (80).

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist der am haufigsten verwendete
quantitative Immunoassay (83). Er wurde zum ersten Mal 1971 parallel von den
Franzosen Avrameas und Guilbert (90) und den Schweden Engvall und Perimann
(91) beschrieben (83). Hier wird ein Enzym als Marker verwendet und anschliel3end
der Substratumsatz gemessen (83-87). Der erste Schritt ist das sogenannte Coaten.
So wird das Binden des fiur das zu messende Antigen spezifischen Antikdrpers an
eine feste Phase, meist eine 96-Well-Mikrotiterplatte, bezeichnet (80, 83, 86, 87).
Diese besteht in der Regel aus Polystyrol (83, 87), sodass der Antikdrper Uber
Adsorption an die Platte bindet (83). Da diese Bindung relativ pH-unabhangig ist, ist
es gleich, ob man das Coaten in Natriumcarbonat-Puffer (pH = 9,6) oder in
phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) (pH = 7,4) durchflhrt. In der Regel gibt man je
50-200 pl Puffer mit Antikorper in eine Auslassung der 96-Well-Mikrotiterplatte und
lasst das Ganze 10 - 18 Stunden bei 2 - 8 °C inkubieren (83). Eine weitere Methode
des Coatens ist die Aktivierung der Mikrotiterplattenoberflache durch eine
photochemische Reaktion. Dadurch erhalt man eine kovalente Bindung der
Antikorper an die Platte (83, 92). Bevor man zum nachsten Schritt Ubergeht, muss
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der Messansatz mit PBS, PBS plus Detergenz, Saline oder Leitungswasser
gewaschen werden (83). Als nachstes mussen freie Proteinbindestellen abgeblockt
werden, um das Hintergrundsignal zu minimieren (83, 87). Hierfur kann man Casein
(82, 83, 87), fetales Kalberserum (82, 83), Rinderserumalbumin (82, 83, 87) oder
Gelatine verwenden (83, 87). Nun kann die Probe mit dem zu messenden Antigen
hinzugegeben werden. Die Antigene binden an die Fang-Antikorper, der Messansatz
wird erneut inkubiert und gewaschen und die mit Enzym markierten Detektions-
Antikérper werden hinzugefigt und es wird wieder inkubiert und gewaschen (80, 87).
Das Enzym kann zum Beispiel uber Biotin und Avidin an den Detektions-Antikorper
gebunden werden. Der Detektions-Antikorper wird biotinyliert, wahrend das Enzym
an Avidin gebunden ist. Avidin und Biotin binden aneinander (87). Bei dem
verwendeten Enzym handelt es sich wie beim EIA um die HRP, die Alkalische
Phosphatase, die B-Galaktosidase oder die Glucoseoxidase (83). Auch hier wird ein
Chromogen hinzugefuigt, das vom Enzym umgesetzt wird. Dabei kommt es zu einem
Farbumschlag, den man photometrisch messen kann und mit Hilfe einer
Kalibrierkurve quantifiziert (80, 86). Der gemessene Substratumsatz ist proportional
zur gesuchten Antigenkonzentration (84, 86). Will man einen Antikérper bestimmen,
setzt man das indirekte ELISA ein, bei dem nicht der AntikGrper, sondern das
Antigen an der Mikrotiterplatte fixiert ist (80). Eine leicht abgewandelte Form des
ELISA ist der Enzyme-linked Immunospot-Assay (ELISPOT-Assay). Er wird
verwendet, um einzelne Zellen in einer Zellpopulation zu ausfindig zu machen, die
ein bestimmtes Antigen oder einen bestimmten Antikorper freisetzten (83). Auf die
Funktionsweise wird nicht ndher eingegangen, da es sich hierbei um keine Methode
zur TSH-Messung handelt. Die Methode soll nur der Vollstandigkeit halber erwahnt

werden.

Wie beim CLIA ist auch beim immunchemiluminometrischen Assay (ICMA) die
Chemilumineszenz die zugrunde liegende Funktionsweise dieses Sandwich-Assays.
Auch hier ist der Detektions-Antikorper entweder mit einem Luminophor oder mit
einem Enzym, das eine Substanz in eine chemilumineszierende Substanz
umwandelt, verbunden (80). Der immunfluorometrische Assay (IFMA) funktioniert wie
der FIA als Sandwich-Assay. Die zugrunde liegenden Prinzipien sind die gleichen.
Der Detektions-Antikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert (80). Auch
chromatographische Methoden kommen zum Einsatz. Sie sind allerdings deutlich
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komplizierter und aufwendiger, weshalb sie nur bei speziellen Fragestellungen

angewandt werden (80).

Die heutzutage am haufigsten verwendeten Immunoassays zur Hormonbestimmung
basieren auf dem Sandwich-Prinzip (14). Die Chemilumineszenz ist hierbei das
fuhrende Verfahren (80).

2.4.3 Postanalytik: Befundung und Beurteilung

Laborergebnisse konnen nur im Zusammenhang mit der Klinik des Patienten und
dessen Krankheitsgeschichte interpretiert werden (8, 9). Um die Laborwerte
evaluieren zu kénnen, braucht man Vergleichswerte, an denen man sich orientieren
kann. Der Zielwert eines Laborparameters ist der therapeutische Idealwert. Bei
diesem Wert ist kein Risiko fur den Patienten zu erwarten. Wirde man nur diesen
einen Wert als ,gesund® gelten lassen, ware jedoch der Groliteil der Patienten per
Definition ,krank®. Deshalb gibt es den Referenzbereich. Um ihn zu bestimmen, hat
man den Mittelwert des labormedizinischen Parameters einer Referenzpopulation
ermittelt. Addiert bzw. subtrahiert man zwei Standardabweichungen, erhalt man den

Referenzbereich (18).

Typischerweise liegt der Referenzbereich fur TSH zwischen 0,3 - 0,4 und 4 - 4,5
mlU/l (7, 12, 13). Ein echter Gaul3-verteilter Normbereich wurde jedoch bei 0,4 - 2,5
mlU/I liegen (13). Viele Experten fordern, den oberen Grenzwert auf 2,5 miUl
herabzusetzen, da man mit einem TSH-Wert in dem Bereich von 2,5 - 4,5 mlU/| ein
erhohtes Risiko hat, eine manifeste Hypothyreose zu entwickeln (7, 17). Allerdings
gibt es in diesem oberen Referenzbereich eine starke Uberlappung von
Schilddrisengesunden und -kranken (12). Fihrte man einen oberen Grenzwert von
2,5 mlU/I ein, wirde dies zu einer grofReren Anzahl an falsch positiven Ergebnissen

und damit zu einer Erhéhung der Gesundheitsausgaben fuhren (7, 17).

Auch fur Referenzbereiche gibt es Qualitatsmerkmale. Ein Referenzbereich sollte in
groRen bevdlkerungsbasierten Studien an einer grofen Anzahl von gesunden
Probanden bestimmt worden sein (80). Diese Probanden dirfen keine
nachweisbaren Schilddrisenautoantikdrper haben, in der Familie darf es keine
Thyreopathien geben, sie dirfen keine Struma haben und keine Medikamente
einnehmen (9). Aul3erdem ist wichtig zu wissen, dass es fur jeden TSH-Assay einen
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eigens bestimmten Assay-spezifischen Referenzbereich gibt (14, 80). Der
gemessene Unterschied im TSH-Wert zwischen zwei verschiedenen Assays kann bis
zu 1 mlU/l betragen (9). Desweiteren besitzt jeder Patient einen individuellen
Normwert (12). Deshalb sollte man die oberen und unteren Grenzwerte des
Referenzbereichs nicht mit Ziel- oder Cut-off-Werten flr Therapieentscheidungen
gleichsetzen. Grenzbefunde sollten immer durch wiederholte Messungen Uberpruft
werden (14).

2.4.4 Qualitatsmerkmale

Medizinische Labore sind dazu verpflichtet, eine Qualitatssicherung durchzuflhren
(80). Die Qualitatssicherung wird durchgefuhrt, um sicher zu gehen, dass fachliche
Standards bekannt sind und eingehalten werden. Man fihrt Qualitatskontrollen
durch, bei denen man die Qualitdtsmerkmale eines Messverfahrens kontrolliert (18).
Zu den Qualitatsmerkmalen zahlen die Sensibilitat und die Spezifitdt, die Validitat,
die Prazision, die Linearitat, die untere Nachweisgrenze, der Messbereich und die

Robustheit eines Messverfahrens (93).

Unter der Sensibilitat (Sensitivitat) versteht man die Eignung eines Messverfahrens
eng beieinander liegende Messwerte voneinander zu differenzieren (93). Davon zu
unterscheiden ist die diagnostische Sensibilitat. Diese bezeichnet die Kompetenz
eines Messverfahrens, ein vorher bestimmtes Merkmal als richtig-positiv zu erkennen
(18, 93, 94). In der Medizin bedeutet dies, dass ein diagnostisches Messverfahren in
der Lage ist, zuverlassig an einer bestimmten Krankheit leidende Patienten als krank
zu erkennen (18, 94). In der TSH-Messung gibt die Sensitivitat nur an, wie gut eine
TSH-Messmethode in der Lage ist, hyperthyreote Patienten von euthyreoten
Patienten zu unterscheiden (9). Die Spezifitat ist die Fahigkeit eines Messverfahrens,
nur das gefragte Antigen zu erkennen (93, 95). Davon abzugrenzen ist die
diagnostische Spezifitat. Hierbei handelt es sich um die Fahigkeit, ein vorher
bestimmtes Merkmal als richtig-negativ zu erkennen (18, 94). Medizinisch
ausgedruckt ist die diagnostische Spezifitat also die Fahigkeit eines Messverfahrens,
nicht an einer bestimmten Krankheit leidende Patienten als gesund zu erkennen. Die
Validitat bzw. Richtigkeit eines Messverfahrens ist davon abhangig, wie nah die
Ergebnisse des Messverfahrens dem ,wahren Wert sind. Je valider ein
Messverfahren ist, desto groRer ist die Kongruenz zwischen dem erwarteten,
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,wahren“ Wert einer Messung und dem Messergebnis des zu testenden Verfahrens
(80, 93, 94). Die Prazision beschreibt die Genauigkeit bzw. Zuverlassigkeit eines
Messverfahrens. Man bestimmt die Intra-Assay- und die Inter-Assay-Varianz. Die
Intra-Assay-Varianz beschreibt die Volatilitat eines Messwertes innerhalb einer
Messserie. Die Inter-Assay-Varianz beschreibt die Volatilitat eines Messwertes von
Messserie zu Messserie (80, 93, 95). Aullerdem existiert die Vergleichsprazision, das
hei3t die Varianz von Labor zu Labor (93). Grob gesagt handelt es sich also um die
Kongruenz zwischen wiederholten Messungen (80, 93, 94). Mit Linearitat ist gemeint,
dass es eine lineare Beziehung zwischen dem Messsignal und der TSH-
Konzentration in einem bestimmten Konzentrationsbereich gibt (9, 93). Bei der
unteren Nachweisgrenze unterscheidet man in ,limit of detection“ (LoD) und ,limit of
quantitation“ (LoQ) (80). Das LoD beschreibt den ersten statistischen Wert, den man
sicher vom Hintergrundrauschen, also dem Signal des Nullwertes, differenzieren
kann (80, 83, 93). Dieser Wert muss nicht quantifizierbar sein (93). Das LoQ
beschreibt den niedrigsten mit einer sinnvollen Genauigkeit noch quantifizierbaren
Wert (80, 93). Der Messbereich ist der Bereich zwischen dem kleinsten und gréf3ten
Messwert, der mit einer hohen Validitat und Prazision gemessen wurde (93). Mit der
Robustheit eines Assays ist die Toleranz gegenuber Abweichungen im Testablauf
bzw. in den Testbedingungen gemeint. Wird das Messergebnis nicht oder nur
geringfligig verfalscht, wenn man zum Beispiel die Temperatur andert, ist die
Messmethode robust (93).

Der oben erwahnte sogenannte ,wahre Wert wird in der Regel mit einer
Referenzmethode bestimmt. Hierbei handelt es sich um Messverfahren, die genau
Uberpruft wurden. Aufgrund ihrer Validitat und ihrer Prazision wurden sie als geeignet
befunden, um als Referenz fir andere Messverfahren zu dienen. Im Fall der TSH-
Messung hat man eine sogenannte ,Standardpraparation®, deren Hormongehalt man
mit der zu untersuchenden Messmethode bestimmt. Solche Referenzpraparate sind
ausgesprochen wichtig, werden jedoch meist nur in wenigen einzelnen

Kompetenzzentren vorgehalten (80).

Speziell fur TSH-Assays sind aullerdem die in Tabelle 4 aufgezahlten

Qualitatskriterien festgelegt.
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1. Die niedrigste TSH-Konzentration sollte bei einem Variabilitadtskoeffizienten von < 20%
bei 0,1 mlU/I liegen. Bei einer Messung der von der WHO oder vom Medical Research
Council festgelegten Standards, darf die Abweichung vom erwarteten Wert nicht mehr als
5% betragen.

2. Bis zu einer TSH-Konzentration von 300 mlU/I darf es nicht zum sogenannten High-Dose-
Hook-Effekt kommen.

3. Die Standardkurve und eine Verdiunnungskurve der Patientenseren muissen parallel
zueinander verlaufen. Eine Abweichung von + 10% ist erlaubt.

4. Eine Kreuzreaktion mit den anderen Glykoproteinen wie zum Beispiel HCG, FSH und LH
sollte unter 0,01 % liegen.

5. Auch im Bereich von niedrigen TSH-Konzentrationen sollte der TSH-Assay zuverlassige
Ergebnisse liefern, sodass euthyreote und hyperthyreote Patienten voneinander
unterschieden werden kénnen. Die Uberlappung sollte unter 1 % liegen.

Tabelle 4: Qualitatskriterien fiir TSH-Assays (13)
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

230 Proben von Patienten mit Schilddrisenerkrankungen und 91 Proben von
gesunden Probanden wurden mit den zwei Schnelltests TSH-check-1 TSH-Ultra und
TSH-check-1 TSH-adult der franzdsischen Firma Veda.Lab gemessen. Aulierdem
wurden die Proben mit zwei etablierten Standardmethoden, dem Architect TSH
assay i 2000SR der Firma Abbott und dem Cobas e411 der Firma Roche, gemessen.
Da die Proben hierflir von Patienten aus den Jahren 2002 bis 2016 stammen,

handelt es sich um eine retrospektive Studie.

Zusatzlich wurde die Prazision der Gerate ermittelt. Dies geschah mit Hilfe von Intra-
und Inter-Assay-Variabilitatsbestimmungen. Hierfir wurden neben funf der schon in
der Studie eingeschlossenen retrospektiven Proben auch sechs frische Proben
verwendet. Alle Messungen wurden standardmafig mit Serum-Proben durchgefihrt.
Da die Gerate mit verschiedenen Probenarten (Serum, Plasma, Vollblut) verwendet
werden koénnen, wurde zusatzlich verglichen, ob die Qualitat der Ergebnisse mit
unterschiedlichen Probenarten Ubereinstimmt. Hierfir wurden die sechs frischen

Proben der Variabilitatsbestimmungen und funf weitere frische Proben verwendet.

3.2 Untersuchungskollektiv

3.2.1 Gesamtkollektiv TSH-Messung

Das untersuchte Probenkollektiv umfasst 321 Proben. Das mediane Alter bei der
Probenentnahme lag bei 37,17 Jahren mit einer 25. Perzentile von 23,89 Jahren und
einer 75. Perzentile von 51,75 Jahren. Die Proben stammen teilweise von denselben
Patienten. 231 Proben (71,96 %) stammen von Frauen und 90 Proben (28,04 %)

stammen von Mannern.
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Abbildung 4: Geschlechts- und Altersverteilung Gesamtkollektiv

Die Proben stammen von Patienten der |. Medizinischen Klinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz. Aufgrund der anonymen Analyse der Daten und dem
Gebrauch von Uberschussmaterial von Blutproben der Routinediagnostik war keine
weitere Genehmigung des medizinischen Ethik-Komitees erforderlich. Die Patienten,
im Falle Minderjahriger deren Erziehungsberechtigte, hatten zuvor in
Ubereinstimmung mit dem Ethik-Komitee Rheinland-Pfalz der wissenschaftlichen

Verwendung des Uberschussmaterials zugestimmt.

3.2.1.1 Gesundes Kontrollkollektiv

Es wurden 91 Proben von gesunden Patienten zur Kontrolle verwendet. Es handelt
sich hierbei um freiwillige, zufallig ausgewahlte Patienten aller Altersgruppen und
beider Geschlechter, bei denen zum Zeitpunkt der Probenentnahme keinerlei
Erkrankung der Schilddrise nachgewiesen werden konnte. Das mediane Alter der
Patienten bei der Probenentnahme lag bei 30,60 Jahren mit einer 25. Perzentile von
24,83 Jahren und einer 75. Perzentile von 47,87 Jahren. 56 Proben (61,54 %)

stammen von Frauen und 35 Proben (38,46 %) stammen von Mannern.
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Abbildung 5: Geschlechts- und Altersverteilung gesundes Kontrollkollektiv

3.2.1.2 Erkranktes Probenkollektiv

230 Proben stammen von erkrankten Patienten. Bei ihnen lag der Altersmedian bei
37,60 Jahren mit einer 25. Perzentile von 18,45 Jahren und einer 75. Perzentile von
52,87 Jahren. 175 Proben (76,09 %) stammen von Frauen und 55 Proben (23,91 %)

stammen von Mannern.
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Abbildung 6: Geschlechts- und Altersverteilung erkranktes Patientenkollektiv

Die Krankheitsverteilung der mono- und polyglandularen Autoimmunitat ist in Tabelle

5 zusammengefasst.

33



MGA I 139 PGAIIl 21

MGAII 38 PGAIV 10
PGAI 0 NGA 2
PGAII 6 Nicht bekannt 14

Tabelle 5: Verteilung der mono- und polyglandularen Autoimmunitit im erkrankten
Probenkollektiv

BMGAI
mMGAII
B PGAI
PGA I
mPGA Il
EPGAIV
EmNGA

 Nicht bekannt

Abbildung 7: Verteilung der mono- und polyglanduldren Autoimmunitat im erkrankten
Probenkollektiv

Die Verteilung der fur die mono- und polyglanduldren Autoimmunitat
charakteristischen Erkrankungen ist in Tabelle 6 aufgefuhrt. Da Patienten unter

mehreren dieser Erkrankungen leiden kénnen, sind Mehrfachnennungen méglich.

Morbus Basedow 42 Zoliakie 1
Hashimoto-Thyreoiditis 172 Alopezie 1
Diabetes mellitus Typ | 22 Schilddrisenknoten 1
Morbus Addison 7 Nicht bekannt 15
Hypogonadismus 12

Tabelle 6: Verteilung der fiir die mono- und polyglanduldren Autoimmunitat charakteristischen
Erkrankungen im erkrankten Probenkollektiv
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B Morbus Basedow

H Hashimoto-Thyreoiditis
Diabetes mellitus Typ |

B Morbus Addison

B Hypogonadismus

m Zoliakie

m Alopezie

B Schilddriisenknoten

= Nicht bekannt

Abbildung 8: Verteilung der fiir die mono- und polyglandularen Autoimmunitat
charakteristischen Erkrankungen im erkrankten Probenkollektiv

Proben, bei denen die Erkrankung, die fir den abnormen TSH-Wert verantwortlich
ist, nicht bekannt ist, sind in den beiden Tabellen 5 und 6 mit ,nicht bekannt"

gekennzeichnet.

3.2.2 Blutproben fir die Prazisionsbestimmung

Die Prazisionsbestimmung wurde an insgesamt 16 Proben durchgefuhrt. Das
mediane Alter bei der Probenentnahme lag bei 43,24 Jahren mit einer 25. Perzentile
von 32,82 Jahren und einer 75. Perzentile von 49,26 Jahren. Auch diese Proben
stammen teilweise von denselben Patienten. 14 Proben (87,50 %) stammen von

Frauen und zwei Proben (12,50 %) stammen von Mannern.
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Abbildung 9: Geschlechts- und Altersverteilung Blutproben fiir die Prazisionsbestimmungen
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Drei der Proben stammen von hyperthyreoten Patienten, acht Proben stammen von

euthyreoten Patienten und funf Proben stammen von hypothyreoten Patienten.

B hypothyreot
M euthyreot

B hyperthyreot

Abbildung 10: Verteilung der Schilddriisenfunktionszustdnde Blutproben fiir die
Prazisionsbestimmung

3.3 Material

3.3.1 Blutentnahme und Verarbeitung

Probenanzahl | Abnahmezeitraum | Herkunft

272 2002-20016 I.  Medizinischen Klinikk und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz, 55101 Mainz,
Deutschland

31 2004-2014 B Dcpatment  of  Pediatrics,

Endocrinology, Diabetology, with the Cardiology
Division, Medical University of Bialystok, 15-089
Bialystok, Poland

17 2008-2012 B Dcpartment  of  Pediatric

Endocrinology and Rheumatology, University of
Medical Sciences, 61-701 Poznan, Poland

1 2012 I D<partment of Pediatrics, University La
Sapienza, 00185 Rome, Italy

Tabelle 7: Herkunft des gesunden Kontrollkollektivs und erkrankten Probenkollektivs

Nach der vendsen Blutentnahme einer Serum-Monovette mit 7,5 ml wurde das
Vollblut entweder zu Plasma oder zu Serum weiterverarbeitet. Bei Plasma handelt es
sich um den flissigen Anteil des Blutes. Es enthalt keine zellularen Bestandteile und
ist antikoaguliert, kann also nicht gerinnen (18). Bei Serum handelt es sich um von

Fibrin befreites Plasma (18). Im Anschluss wurden die Proben bei -20 °C
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eingefroren. Vor Verwendung der Proben fiur die Messungen im Rahmen dieser

Studie wurden die tiefgefrorenen Proben bei 5 °C im Kuhlschrank aufgetaut.

Von den 16 Proben, an denen die Prazisionsbestimmungen der Gerate durchgefluhrt
wurden, stammen finf aus dem eingefrorenen, erkrankten Probenkollektiv. EIf
Proben stammen aus frischem Uberschussmaterial der |. Medizinischen Klinik und
Poliklinik

der Universitatsmedizin Mainz, Deutschland. Es wurden eine Serum-Monovette mit
7,5 ml und eine EDTA-Monovette mit 2,7 ml abgenommen. Das Blut in den 7,5 ml-
Serum-Monovetten wurde nach der Verarbeitung zu Serum oder Plasma im
Kuhlschrank bei 5 °C gelagert. Das Blut in den 2,7 mI-EDTA-Monovetten wurde nicht
weiter verarbeitet, da auch Prazisionsbestimmungen mit Vollblut durchgefihrt
wurden. Auch das Vollblut wurde bis zur Durchfihrung der Messungen im
Klhlschrank bei 5 °C gelagert.

Vor der Messung wurden alle Proben, falls einige Minuten bei Raumtemperatur

aufgewarmt und mit Hilfe eines Vortexmischers gemischt.

3.3.2 Materialien und Chemikalien

Test-Kit Firma Stadt Land
Ultra-TSH-check-1 Veda.Lab Alengon Frankreich
Kit

Adult-TSH-check-1 Veda.Lab Alengon Frankreich
Kit

Tabelle 8: Verwendete Test-Kits

Einwegmaterial Firma Stadt Land
S-Monovette 7,5 ml | Sarstedt AG & Co. NUmbrecht Deutschland
Z-Gel (Serum-Gel)

S-Monovette 2,7 ml | Sarstedt AG & Co. Numbrecht Deutschland
K3E (EDTA)

Roéhren (5 ml, 75x1 | Sarstedt AG & Co. NUmbrecht Deutschland
3mm, PS)

Eindrickstopfen, Sarstedt AG & Co. NUmbrecht Deutschland
farblos
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Sempercare® Semperit AG Wien Osterreich
Einmahlhandschuhe,
Latex, Premium
(puderfrei,  unsteril,
weild, GroRe M)
Biosphere® Filter | Sarstedt AG & Co. Numbrecht Deutschland
Tips 100
Tip One, 1000 ul XL, | Starlab Hamburg Deutschland
graduiert, Filter Tip
(steril)
Tabelle 9: Verwendete Einwegmaterialien
3.3.3 Laborgerate
Geratename Firma Stadt Land
Architect TSH assay | Abbott Laboratories | Chicago, IL USA
i 2000SR
Cobas e411 Roche Diagnostics | Rotkreuz Schweiz

International AG
Easy Reader Veda.Lab Alengon Frankreich
Eppendorf Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Centrifuge 5416
Liebherr Liebherr Bulle Schweiz
Tiefkihlschrank GG
5210
Liebherr Liebherr Bulle Schweiz
FlaschenkUhlschrank
Standmodell FKS
5000
Heidolph Reax 2000 | Heidolph Instruments | Schwabach Deutschland
Schuttelmaschine GmbH & CO. KG
Pipette  Eppendorf | Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Research (100 pl)
Pipette = Eppendorf | Eppendorf AG Hamburg Deutschland
Research (1000 pl)
Dell OptiPlex XE2 Dell Technologies | Round Rock, TX USA

Inc.

Tabelle 10: Verwendete Laborgerite
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3.3.4 Software

Software Firma Stadt Land
Microsoft Office | Microsoft Redmond, WA USA
Excel 2007
Microsoft Office | Microsoft Redmond, WA USA
Word 2007
EndNote X8 Clarivate Analytics Philadelphia, PA USA

Tabelle 11: Verwendete Software

3.4 Methoden der TSH-Bestimmung

Methode Messbereich Grenze Grenze Funktionelle
hyperthyreot hypothyreot Sensibilitat

Architect TSH | 0,01 - 800 mIU/I | 0,35 mIU/I 4,94 mlU/I < 0,01 mlu/

assay i 2000SR

Cobas e411 0,005 - 100 | 0,27 mlU/ 4,2 mlU/l 0,014 mlU/I
miU/I

TSH-check-1 0,2 - 50 miu/I 0,3 mlU/I 5 mlU/ 0,2 miU/I

TSH-Ultra

TSH-check-1 - - 5 miu/I t 20% (bei 5

TSH-adult mIU/l)

Tabelle 12: Ubersicht und technische Daten der verwendeten Methoden der TSH-Bestimmung
(10, 96-100)

3.4.1 Verwendete Standardmethoden

Die Standardmethoden dienen als Referenzmethoden fiir die TSH-Messung mit den
zu untersuchenden Schnelltests. Alle Proben wurden mit dem Cobas e411 von
Roche gemessen. Die Messung wurde von Mitarbeitern des endokrinologischen
Labors der I. Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz
durchgefuhrt. Die in der Universitatsmedizin Mainz gesammelten Proben wurden mit
dem Architect TSH assay i 2000SR von Abbott als zweite Standardmethode
gemessen. Die Messung wurde von Mitarbeitern des Zentrallabors der

Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt. Die Proben von || | |EGEGEzK TGN

und [l wurden mit der Standardmethode der jeweiligen Klinik gemessen.
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3.4.1.1 Architect TSH assay i 2000SR (Abbott)

Beim Architect TSH assay i 2000SR von Abbott handelt es sich um ein
Chemilumineszenz-Mikropartikel-lmmunoassay (CMIA) (9). Abbott bezeichnet dieses
System auch als Chemiflex, dessen zugrunde liegendes Prinzip ein zweistufiger
Sandwich-Assay ist. Der erste Schritt besteht aus dem Mischen der zu messenden
Probe, eines Anti-B-TSH-Antikorpers (Fang-Antikorper), der an paramagnetische
Mikropartikel gebunden ist, und eines Verdunnungsmittels. Im zweiten Schritt wird
die Losung unter einem Magnetfeld gewaschen und ein Anti-a-TSH-Antikdrper, der
mit Acridinium markiert ist (Detektions-Antikorper), hinzugefliigt. Nun werden eine
Vor-Trigger-Losung mit 1,32 % H»O, und Trigger-Losung mit 0,35N NaOH
hinzugefugt, die eine Chemilumineszenzreaktion auslosen. Das hierbei emittierte
Licht kann in relative light units (RLU) gemessen werden, die vom Architect i optical
system detektiert und quantifiziert werden. Das gemessene Licht und die TSH-
Konzentration in der Probe sind direkt proportional zueinander. Die genaue TSH-

Konzentration wird mit Hilfe einer Kalibrationskurve berechnet (98, 99).

Die Messung kann sowohl mit Serum als auch mit Plasma durchgefuhrt werden (98,
99).

3.4.1.2 Cobas e411 (Roche)

Beim Cobas® e411 von Roche handelt es sich um ein Elektro-Chemilumineszenz-
Immunoassay (ECLIA) aus der 4000 Analyzerserie. Roche bezeichnet sein
spezifisches System fir die TSH-Messung als Elecsys®. Das zugrundeliegende
Prinzip ist das eines dreistufigen Sandwich-Assays. Im ersten Schritt werden 50 ul
der Probe, in der der TSH-Wert gemessen werden soll, mit einem biotinylierten
monoklonalen TSH-spezifischen Antikérper (Fang-Antikdrper) und einem markierten
monoklonalen TSH-spezifischen Antikdrper (Detektions-Antikorper) fir neun Minuten
inkubiert. Der Marker beim Elecsys® ist ein Ruthenium-Komplex. Nach dieser ersten
Inkubationszeit werden als zweiter Schritt mit Straptavidin beschichtete,
paramagnetische Mikropartikel hinzugegeben, um den biotinylierten Fang-Antikorper
an die Mikropartikel zu binden. Dieser Vorgang erfordert weitere neun Minuten
Inkubationszeit. Im dritten Schritt wird die Losung in einen Messbehalter gegeben.
Nun werden die Immunkomplexe magnetisch an eine Platinelektrode gebunden,
wahrend alle anderen losen Bestandteile weggewaschen werden. Die Elektrode wird

unter Spannung gesetzt, wodurch es zur Emission von Licht kommt, welches durch
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einen Photovervielfacher gemessen wird. Das gemessene Signal ist direkt
proportional zur TSH-Konzentration in der Probe. Die genaue Konzentration wird mit
Hilfe einer Standardkurve berechnet (10, 97, 101).

Streptavidin microparticie
- gﬁi"

TSH in the sample

- 3 min (ST ru 8 i
= 9 9 min

- O Gl Ry Measurement

Biotinylated Ruthenylated chimeric
monoclonal antibody ~ human/mouse antibody
against human TSH against human TSH

Abbildung 11: Testprinzip Elecsys® (97)

Die Messung kann sowohl mit Serum als auch mit Plasma durchgefuhrt werden (97).

3.4.2 Schnelltests

3.4.2.1 TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)
Beim TSH-check-1 TSH-Ultra der franzdsischen Firma Veda.Lab handelt es sich um
einen quantitativen Schnelltest fir die TSH-Bestimmung in Plasma oder Serum. Das

Messprinzip ist ein Sandwich-Assay (96).

'

SH

¢O§J

Abbildung 12: Teststreifen TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) — Foto und schematische
Zeichnung

Die Probe fliet hierbei aufgrund eines spontanen Kapillareffekts durch eine
absorbierende Nitrozellulosemembran und das TSH und ein monoklonaler Farb-
Antikorper (Detektions-Antikdrper) bilden einen Antikdrper-Antigen-Komplex. In der
T-Zone befinden sich fixierte polyklonale Anti-TSH-Antikérper (Fang-Antikdrper), an

die der vorher gebildete Antikorper-Antigen-Komplex bindet. Es entsteht eine pinke
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Linie in der T-Zone. Das Gemisch flief3t weiter durch die Nitrozellulosemembran und
gelangt in die C-Zone. Diese dient zur Kontrolle, ob der Teststreifen und die
Reagenzien funktionieren. In der T-Zone noch nicht gebundene Antikorper-Antigen-
Komplexe binden an die Reagenzien in der C-Zone und bilden eine zweite pinke
Linie. Die in der T-Zone abgelaufene Farbreaktion ist quantifizierbar und mit Hilfe des
Easy Readers darstellbar (96, 102). Hierbei handelt es sich um ein Lateral-Flow
Immunchromatographie-Analysegerat. Nach 20 Minuten Inkubationszeit strahlt das
Gerat mit einem grianen LED-Licht die Nitrozellulosemembran an. Der Kontrast des
pinken Farbstreifens wird gesteigert. Eine CMOS-Kamera macht ein Bild, das von
einem Bildbearbeitungsprogramm gescannt wird. Dieses berechnet die mittlere
Saturation des pinken Farbstreifens. Ein Mikroprozessor scannt die mittlere

Saturation und berechnet ein semi-quantitatives Messergebnis (102).

Abbildung 13: Easy Reader (Veda.Lab) (103)

Die Messung kann sowohl mit Plasma als auch mit Serum durchgefiihrt werden.
Kann die Messung nicht sofort stattfinden, muss die Probe im Kuhlschrank bei 2-4 °C
aufbewahrt werden. Kann die Messung nicht innerhalb von 48 Stunden stattfinden,
muss die Probe eingefroren werden. Ist die Probe trib oder in einer anderen Weise
optisch verandert, muss sie mit dem gleichen Volumen an Puffer verdiinnt werden.
Verwendet man mit Heparin antikoaguliertes Blut, kommt es zu starken
Abweichungen. Hohe Konzentrationen an Rheumafaktor, humanen Anit-Maus-
Antikérpern (HAMA) und C-reaktivem Protein (CRP) koénnen zu falsch positiven

Ergebnissen fihren. Weitere technische Daten sind in Tabelle 12 aufgefihrt (96).
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3.4.2.2 TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Beim TSH-check-1 TSH-adult der franzésischen Firma Veda.Lab handelt es sich um
einen qualitativen Schnelltest fur die TSH-Bestimmung in Plasma oder Serum. Das
Messprinzip ist das gleiche Sandwich-Assay-Prinzip wie beim TSH-check-1 TSH-
Ultra (100).

CONTROL
TEST

SAMPLE O

Abbildung 14: Teststreifen TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab) — Foto und schematische
Zeichnung

Auch hier flie3t die Probe durch den Kapillareffekt durch die absorbierende Membran
und das TSH bindet an einen monoklonalen Farb-Antikorper (Detektions-Antikorper).
Der Unterschied zum TSH-Ultra besteht darin, dass erst ab einer TSH-Konzentration
von =5 mlU/lI genug Antikdrper-Antigen-Komplex an die fixierten polyklonalen Anti-
TSH-Korper (Fang-Antikorper) binden, um eine pinke Linie in der Test-Zone zu
erzeugen. Auch hier fliel3t das Gemisch weiter die Membran entlang in die Control-
Zone, die zur Kontrolle der Funktionsfahigkeit des Tests dient. Hier binden nun alle
noch nicht in der Test-Zone gebundenen Antikdrper-Antigen-Komplexe an den Fang-
Antikdrper und bilden eine weitere pinke Linie. Das Ergebnis ist bei diesem Test
jedoch nicht durch ein Gerat quantifizierbar. Es handelt sich um einen rein
qualitativen Test, der zum Screening nach hypothyreoten Patienten gedacht ist
(100).

Die Messung mit dem TSH-adult kann sowohl mit Vollblut, als auch mit Serum oder
Plasma durchgefuhrt werden. Kann die Messung nicht sofort stattfinden, muss die
Probe im Kuhlschrank bei 2 - 8 °C gelagert werden. Dies ist bei Vollblut bis zu vier
Stunden moglich. Serum und Plasma kdnnen bis zu drei Tagen im Kuhlschrank
gelagert werden. Kann die Messung nicht innerhalb von drei Tagen stattfinden, muss
die Probe eingefroren werden. In diesem Fall ist die Messung allerdings nur noch mit

Serum oder Plasma moglich. Heparinisiertes Blut fuhrt zu einer Verfalschung des
43



Ergebnisses und sollte daher nicht verwendet werden. Auch bei diesem Test kdnnen
hohe Konzentrationen an Rheumafaktor, HAMA und CRP zu falsch positiven
Messungen fuhren. Die weiteren technischen Daten sind Tabelle 12 zu entnehmen
(100).

3.5 Statistische Methoden

Die Darstellung der Daten und die statistischen Berechnungen wurden mit Hilfe von
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA) durchgeflhrt.

3.5.1 Prazisionsbestimmungen

FUr die Prazisionsanalysen wurden sowohl die Intra- als auch die Inter-Assay-
Variabilitdt bestimmt. Die Intra-Assay-Variabilitdt wurde mit Hilfe mehrerer
Messungen derselben Probe innerhalb einer Messserie an einem Tag bestimmt. Fur
die Bestimmung der Inter-Assay-Variabilitat wurden mehrere Messungen derselben
Probe an verschiedenen Tagen, also innerhalb verschiedener Messserien bestimmt.
Zunachst wurde die Anzahl der qualitativen Abweichungen (hypothyreot oder nicht
hypothyreot) der neuen Messmethoden von den Standardmethoden bestimmt. Fur
die quantitative neue Messmethode (TSH-check-1 TSH-Ultra) wurde zusatzlich ein
Variationskoeffizient innerhalb der Intra-Assay-Variabilitdtsbestimmung und innerhalb
der Inter-Assay-Variabilitatsbestimmung mit Hilfe des Mittelwertes und der

Standardabweichung berechnet.

3.5.2 Klinische Daten

Die klinischen Daten wurden mittels Vierfeldertafeln dargestellt. Hieraus wurden die
Sensitivitat, die Spezifitat, der positive Pradiktionswert und der negative
Pradiktionswert berechnet. Aullerdem lieR sich die Anzahl der qualitativen
Abweichungen (hypothyreot oder nicht hypothyreot) der neuen Messmethoden von

den Standardmethoden bestimmen.

Far die quantitative neue Messmethode (TSH-check-1 TSH-Ultra) wurden zusatzlich

die mediane Abweichung von der jeweils verwendeten Standardmethode und deren

44



25. und 75. Perzentile bestimmt. AuRerdem wurden die Daten mittels eines
Streudiagramms und einer Regressionsgeraden dargestellt. Zusatzlich wurden der
Korrelationskoeffizient nach Pearson und das Bestimmtheitsmal® berechnet. Um
darzustellen, wie gut die Messmethode zwischen hypothyreot und nicht hypothyreot
differenzieren kann, wurde zusatzlich eine receiver operating characteristic curve
(ROC-Kurve) erstellt und die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC)

berechnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Handhabung der Schnelltests

4.1.1 TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Vor Beginn der Messung muss der Easy Reader mit einem Schalter auf der
Ruckseite eingeschaltet werden. Das Gerat benétigt funf Minuten zum Aufwarmen.
Zusatzlich muss vor Beginn der Messungen eine Blindmessung zur Kalibration

durchgefuhrt werden.

150 pl Serum/Plasma in runde Offnung pipettieren

l

20 Minuten Inkubationszeit

l

Messung mit Easy Reader

Abbildung 15: Arbeitsablauf TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Um die Messung durchzuflihren missen 150 yl Serum oder Plasma in die runde
Offnung des Teststreifens (siehe Abbildung 12) pipettiert werden. Der Teststreifen
muss in die Messkassette gelegt werden. Diese muss nun in den Easy Reader
geschoben werden (siehe Abbildung 12). Um die Messung zu beginnen, muss das

Feld ,Start* mit dem Finger gedrickt werden (siehe Abbildung 16).

admin 2014-10-07 09:03:22 @]

Measurement

PSA (5/P)
Please insert device

T
gsi:_}j QC J( Blank )
N
=
(Main) Database) D Immediate

Abbildung 16: Inbetriebnahme-Bildschirm, Easy Reader, TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)
(102)

Es beginnt ein Countdown von 20 Minuten. In die vorgegebenen Felder kdnnen nun

wahlweise der Name des Patienten oder die anonymisiert Serumnummer sowie
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Geburtsdatum und Geschlecht eingegeben werden. Gegebenenfalls kann ein

Kommentar hinzugefugt werden (siehe Abbildung 17).

autologin 2014-12-08 10:57;31 @

Measurement » In progress

14:38 sec

Patient Birthdate/gender

Comment

l |

Sample
[

Abbildung 17: Bildschirm "Measurement >> in progress"”, Easy Reader, TSH-check-1 TSH-Ultra
(Veda.Lab) (102)

Nach Ablauf der 20 Minuten wird automatisch die Messung durch den Easy Reader
durchgefuhrt und das Ergebnis wird angezeigt (siehe Abbildung 18). Soll die
Messung vor Ablauf des Countdowns durchgefliihrt werden, kann der Countdown mit
dem Feld in der oberen linken Ecke im Bildschirm ,Measurement >> in progress”

(siehe Abbildung 17) abgebrochen werden. Die Messung wird sofort durchgeflhrt.

“i3utologin 2014-12-09 10:07: 18 QLTI

Measurement » Result

Sample: #0000005 Date 2014-12-09 10:06

CEA: <5 ng/ml

Comment: (External timed)

(=)3¢) (@)e)(™)

Abbildung 18: Bildschirm "Measurement >> Result", Easy Reader, TSH-check-1 TSH-Ultra
(Veda.Lab) (102)

Das angezeigte Ergebnis kann nun mit dem Feld “Drucken” (siehe Abbildung 18
rechts unten) ausgedruckt werden. Zudem besteht die Moglichkeit, zu einem
spateren Zeitpunkt erneut auf das Messergebnis zuzugreifen. Es ist zu empfehlen,
die Patientendaten vollstandig und korrekt einzugeben, da dies die Suche im

Speicher des Easy Readers erleichtert.

FUhrt man eine Messung wie in Abbildung 15 dargestellt durch, ben6tigt man ca. 22
Minuten fir die Messung einer Probe. Durch die Mdglichkeit, den Countdown
abzubrechen und das Gerat die Messung sofort durchflihren zu lassen, besteht die
Option, mehrere Messungen hintereinander durchzufiihren und so die bendtigte Zeit

pro Probe zu verkirzen. Die Zeit muss nun vom Bediener selbst gestoppt werden.
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Wie eine solche Aneinanderreihung mehrerer Messungen aussehen kann, ist in
Abbildung 19 dargestellit.

Pt .14" - ”"*“"il'fr i i RO —
Abbildung 19: TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) - Beispielmessreihe mit eigener Zeitmessung

4.1.2 TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

50 pl Vollblut oder 25 pl Serum in die Offnung
"SAMPLE" pipettieren

|

warten, bis das Vollblut/Serum vollstandig
eingesaugt wurde

l

200 pl Puffer hinzufiligen

l

nach 5 - 10 Minuten das Ergebnis ablesen

Abbildung 20: Arbeitsablauf TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Um die Messung durchzuflihren, mussen 50 pl Vollblut oder 25 ul Serum in die mit
,SAMPLE" beschriftete Offnung (siehe Abbildung 14) pipettiert werden. Nun muss

kurz gewartet werden, bis das Vollblut/Serum vollstdndig von der Membran
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eingesaugt wurde. Als nachstes werden 200 ul Puffer hinzugeflgt. Nach etwa 5 - 10

Minuten kann das Ergebnis abgelesen werden.

TSH-a TSH-a
S
CONTROL CONTROL
TEST TEST
|
SAMPLE O SAMPLE O
positiv negativ

Abbildung 21: Positiver und negativer Teststreifen TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab) —
schematische Zeichnung

Hinter der Beschriftung ,CONTROL" muss immer ein roter Streifen erscheinen.
Erscheint er nicht, ist der Teststreifen fehlerhaft. Die Messung muss dann erneut mit

einem frischen Teststreifen durchgefuhrt werden. Erscheint hinter der Beschriftung
,TEST* auch ein roter Streifen, ist der Test positiv (siehe Abbildung 21).

Die Abbildung 22 zeigt eine Beispielmessreihe, wie sie im Rahmen dieser Studie

durchgefuhrt wurde.
iﬁ
* o - ‘:L @ - - - -
P P —i__BL_BN__BN____

Abbildung 22: TSH-check-1 TSH-adult - Beispielmessreihe
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4.2 Prazision der Gerate

4.2.1 Intra-Assay-Variabilitat

4.2.1.1 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Um die Intra-Assay-Variabilitdt des TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab zu
bestimmen, wurden innerhalb einer Messreihe elf Proben jeweils viermal mit dem
quantitativen Schnelltest gemessen. Als Referenzmethode diente der Architect TSH
assay von Abbott. Eine qualitative Abweichung (hypothyreot bzw. nicht hypothyreot)
des Schnelltest von der Standardmethode bestand bei zehn der insgesamt 44
durchgefuhrten Messungen (22,73 %). Innerhalb der 44 durchgeflhrten Messungen

bestand ein mittlerer Variationskoeffizient von 0,29.

4.2.1.2 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Um die Intra-Assay-Variabilitdt des TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab zu
bestimmen, wurden innerhalb einer Messreihe elf Proben jeweils viermal mit dem
qualitativen Schnelltest gemessen. Als Referenzmethode diente der Architect TSH
assay von Abbott. Eine qualitative Abweichung (hypothyreot bzw. nicht hypothyreot)
des Schnelltest von der Standardmethode bestand bei neun der insgesamt 44
durchgefuhrten Messungen (20,46 %).

4.2.2 Inter-Assay-Variabilitat

4.1.2.1 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Um die Inter-Assay-Variabilitdt des TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab zu
bestimmen, wurden innerhalb verschiedener Messreihen an verschiedenen Tagen elf
Proben jeweils viermal mit dem quantitativen Schnelltest gemessen. Als
Referenzmethode diente der Architect TSH assay von Abbott. Eine qualitative
Abweichung (hypothyreot bzw. nicht hypothyreot) des Schnelltest von der
Standardmethode bestand bei elf der insgesamt 44 durchgefihrten Messungen
(25,00 %). Innerhalb der 44 durchgeflhrten Messungen bestand ein mittlerer
Variationskoeffizient von 0,23.
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4.2.2.2 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Um die Inter-Assay-Variabilitat des TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab zu
bestimmen, wurden innerhalb verschiedener Messreihen an verschiedenen Tagen elf
Proben jeweils viermal mit dem qualitativen Schnelltest gemessen. Als
Referenzmethode diente der Architect TSH assay von Abbott. Eine qualitative
Abweichung (hypothyreot bzw. nicht hypothyreot) des Schnelltest von der
Standardmethode bestand bei neun der insgesamt 44 durchgefihrten Messungen
(20,46 %).

4.2.3 TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) Serum vs. Plasma

Der quantitative Schnelltest TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab kann sowohl mit
Serum als auch mit Plasma durchgefihrt werden. Es wurden jeweils vier Messungen
mit Serum und vier Messungen mit Plasma derselben sechs Proben durchgefihrt.
Innerhalb der insgesamt 24 durchgefuhrten Messungen mit Serum bestand ein
mittlerer  Variationskoeffizient von 0,26. Innerhalb dieser insgesamt 24
durchgefuhrten Messungen mit Plasma bestand ein mittlerer Variationskoeffizient
von 0,46.

4.2.4 TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab) Serum vs. Vollblut

Der qualitative Schnelltest TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab kann sowohl mit
Serum als auch mit Vollblut durchgeflihrt werden. Es wurden jeweils vier Messungen
mit Serum und vier Messungen mit Vollblut derselben elf Proben durchgefuhrt. Bei
diesen insgesamt 44 mit Serum durchgefuhrten Messungen bestand bei vier
Messungen (9,09 %) eine qualitative Abweichung (hypothyreot bzw. nicht
hypothyreot) von der Standardmethode Architect TSH assay von Abbott. Bei den
insgesamt 44 mit Vollblut durchgefihrten Messungen bestand bei neun Messungen
(20,46%) eine qualitative Abweichung (hypothyreot bzw. nicht hypothyreot) von der
Standardmethode Architect TSH assay von Abbott.
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4.3 Statistische Auswertung der klinischen Daten

4.3.1 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Architect TSH | Architect TSH | Gesamt
assay positiv (24,94 | assay negativ
mlU/l) (<4,94 miu/)
TSH-check-1 TSH- | 94 4 98
Ultra positiv (25,0
mlU/l)
TSH-check-1 TSH- | 73 150 223
Ultra negativ (<5,0
mlU/l)
Gesamt 167 154 321

Tabelle 13: Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Die Tabelle 13 vergleicht die Ergebnisse der Standardmethode Architect TSH assay
von Abbott mit dem quantitativen Schnelltest TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab
in Form einer Vierfeldertafel. Eine qualitative Abweichung des Schnelltests von der
Standardmethode bestand bei 77 der gemessenen Proben (23,99 %). Die
quantitative mediane Abweichung betrug -2,47 mlU/I mit einer 25. Perzentile von -
4,70 mlU/l und einer 75. Perzentile von -0,88 mlIU/I. Mit Hilfe der Vierfeldertafel lie3en
sich eine Sensitivitat von 56,29 %, eine Spezifitat von 97,40 %, ein positiver
Pradiktionswert von 95,92 % und ein negativer Pradiktionswert von 67,26 %

errechnen.
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Abbildung 23: Streudiagramm mit Regressionsgerade - TSH-Werte Architect TSH assay
(Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)
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Abbildung 24: Streudiagramm mit limitierter X-Achse und Regressionsgerade - TSH-Werte
Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

In den Abbildungen 23 und 24 werden die TSH-Wertepaare vom Architect TSH
assay von Abbott und vom TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab grafisch
dargestellt. Um die Daten besser zu veranschaulichen, wurde in Abbildung 24 im
Gegensatz zu Abbildung 23 die X-Achse bei 190,00 mIU/I limitiert, sodass ein
AusreilRerwertepaar rausfallt. Das Ausreillerwertepaar kam dadurch zustande, dass
der Architect TSH assay von Abbott TSH-Werte bis 800,00 mIU/I messen kann,
wahrend der TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab Werte bis 50,00 mIU/I messen
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kann. In dieser Probe lag der durch den Architect TSH assay von Abbott gemessene
TSH-Wert bei 406,84 mlU/l. Dieser Wert liegt auRerhalb des Messbereiches des
TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab, weshalb er von diesem Gerat als 50 mlU/I
angezeigt wurde. In allen Berechnungen wurde das Ausreil3erwertepaar jedoch mit
einbezogen. Es liellen sich ein Korrelationskoeffizient von 0,60 und ein

Bestimmtheitsmalf} von 0,36 berechnen.

Sensitivitat
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Abbildung 25: ROC-Kurve - TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) vs. Architect TSH assay
(Abbott)

Die Abbildung 25 zeigt die ROC-Kurve des TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab
mit der Standardmethode Architect TSH assay von Abbot als Referenz. Es liel} sich

eine AUC von 0,80 berechnen.
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4.3.2 Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Architect TSH | Architect TSH | Gesamt
assay positiv (24,94 | assay negativ
mlU/l) (<4,94 mlU/N)
TSH-check-1 TSH- | 126 11 137
adult positiv (25
mlU/l)
TSH-check-1 TSH- | 41 143 184
adult negativ (<5
mlU/l)
Gesamt 167 154 321

Tabelle 14: Architect TSH assay (Abbott) vs. TSH-check 1 TSH-adult (Veda.Lab)

Die Tabelle 14 vergleicht die Ergebnisse der Standardmethode Architect TSH assay
von Abbott mit dem qualitativen Schnelltest TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab in
Vierfeldertafel. Eine Abweichung des
Standardmethode bestand bei 52 der gemessenen Proben (16,20 %). Mit Hilfe der

Vierfeldertafel lieken sich eine Sensitivitat von 75,45 %, eine Spezifitat von 93,86 %,

Form einer Schnelltests von der

ein positiver Pradiktionswert von 91,97 % und ein negativer Pradiktionswert von

77,72 % errechnen.

4.3.3 Cobas e411 (Roche) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Cobas e411 positiv | Cobas e411 negativ | Gesamt
(24,2 miun) (<4,2 mlU/)
TSH-check-1 TSH- | 98 0 98
Ultra positiv (25,0
mlU/l)
TSH-check-1 TSH- | 96 127 223
Ultra negativ (<5,0
mlU/l)
Gesamt 194 127 321

Tabelle 15: Cobas e411 (Roche) vs. TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

Die Tabelle 15 vergleicht die Ergebnisse der Standardmethode Cobas e411 von
Roche mit dem quantitativen Schnelltest TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab in
Form einer Vierfeldertafel. Eine qualitative Abweichung des Schnelltests von der
%). Die

Standardmethode bestand bei 96 der gemessenen Proben (29,91
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quantitative mediane Abweichung betrug -2,65 mlU/I mit einer 25. Perzentile von -
6,62 mIU/l und einer 75. Perzentile von -1,14 mlU/I. Mit Hilfe der Vierfeldertafel lie3en
sich eine Sensitivitat von 50,52 %, eine Spezifitdt von 100,00 %, ein positiver
Pradiktionswert von 100,00 % und ein negativer Pradiktionswert von 56,95 %

errechnen.
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Abbildung 26: Streudiagramm mit Regressionsgerade - TSH-Werte Cobas e411 (Roche) vs.
TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab)

In Abbildung 26 werden die TSH-Wertepaare vom Cobas e411 von Roche und vom
TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab grafisch dargestellt. Es lieRen sich ein

Korrelationskoeffizient von 0,91 und ein Bestimmtheitsmalf} von 0,83 berechnen.
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Abbildung 27: ROC-Kurve — TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) vs. Cobas e411 (Roche)

Die Abbildung 27 zeigt die ROC-Kurve des TSH-check-1 TSH-Ultra von Veda.Lab
mit der Standardmethode Cobas e411 von Roche als Referenz. Es liel sich eine
AUC von 0,94 berechnen.

4.3.4 Cobas e411 (Roche) vs. TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Cobas e411 positiv | Cobas e411 negativ | Gesamt
(24,2 miuN) (<4,2 miu/)
TSH-check-1 TSH- | 132 5 137
adult positiv (25
mlU/l)
TSH-check-1 TSH- | 62 122 184
adult negativ (<5
mlU/l)
Gesamt 194 127 321

Tabelle 16: Cobas e411 (Roche) vs. TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab)

Die Tabelle 16 vergleicht die Ergebnisse der Standardmethode Cobas e411 von
Roche mit dem qualitativen Schnelltest TSH-check-1 TSH-adult von Veda.Lab in
Form einer Vierfeldertafel. Eine Abweichung des Schnelltests von der
Standardmethode bestand bei 67 der gemessenen Proben (20,87 %). Mit Hilfe der

Vierfeldertafel liel3en sich eine Sensitivitat von 68,04 %, eine Spezifitat von 96,06 %,
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ein positiver Pradiktionswert von 96,35 % und ein negativer Pradiktionswert von
66,30 % errechnen.
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5 Ergebnisdiskussion

5.1 Zusammenfassung und Interpretation der Ergebnisse

Ziel dieser Studie war es, zu ermitteln, ob die beiden neuen schnellen
Messmethoden in ihrer Qualitdt mit den etablieten Standardmethoden
gleichzusetzen und somit flr einen klinischen Einsatz geeignet sind. Neben der
Handhabung wurden die Prazision sowie die Abweichung der Messergebnisse zu

beiden Standardmethoden beurteilt.

Die Handhabung stellte sich als unkompliziert und problemlos dar. Lediglich beim
Ablesen des Messergebnisses des qualitativen TSH-check-1 TSH-adults ergaben
sich Probleme. Lag der TSH-Wert nur knapp uber dem Cut Off des TSH-check-1
TSH-adults von 5 mlU/I, zeigte sich eine sehr dunne und blasse bzw. unvollstandige
rote Linie neben der Beschriftung ,TEST“. Bat man in solchen Fallen eine weitere
Person um eine Interpretation des Ergebnisses, erreichte man oft keinen Konsens.
Die Interpretation eines solchen ,knappen“ Messergebnisses stellte sich daher

bedienerabhangig und somit nicht reprasentativ heraus.

Die Ergebnisse der Prazisionsbestimmungen wurden in Tabelle 17

zusammengefasst.
TSH-check-1 TSH- | TSH-check-1 TSH-
Ultra (Veda.Lab) adult (Veda.Lab)
Intra-Assay- | Qualitative Abweichung 22,73 % 20,46 %
Variabilitat
Mittlerer 0,29
Variationskoeffizienz
Inter-Assay- | Qualitative Abweichung 25,00 % 20,46 %
Variabilitat
Mittlerer 0,23
Variationskoeffizienz
Zuverlassigere Probenart Serum Serum

Tabelle 17: TSH-check-1 TSH-Ultra und TSH-check-1 TSH adult (Veda.Lab) - Ergebnisse der
Prazisionsbestimmungen

Die Prazisionsbestimmungen erwiesen sich als wegweisend flr die Auswertung der
klinischen Daten. Die Anzahl der qualitativen Abweichungen ist hoch und die

mittleren Variationskoeffizienten des quantitativen Tests TSH-check-1 TSH-Ultra
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deuten auf eine breite Streuung in der Intra- und Inter-Assay-Variabilitat hin. Beide
Messmethoden lieferten die zuverlassigeren Ergebnisse mit Serum, weshalb im
Rahmen dieser Studie fur die weiteren Messungen ausschlieRlich Serum verwendet

wurde.

Die Tabellen 18 und 19 fassen die wichtigsten Ergebnisse des Hauptteils dieser

Studie hinsichtlich der Abweichung zu den Standardmethoden zusammen.

Standardmethode Architect TSH assay | Cobas e411 (Roche)
(Abbott)

Sensitivitat 56,29 % 50,52 %

Spezifitat 97,40 % 100,00 %

Positiver Pradiktionswert | 95,92 % 100,00 %

Negativer Pradiktionswert | 67,26 % 56,95 %

Tabelle 18: TSH-check-1 TSH-Ultra (Veda.Lab) - Vergleich von Sensitivitat, Spezifitat, positivem
Pradiktionswert und negativem Pradiktionswert mit den beiden Standardmethoden als
Referenz

Standardmethode Architect TSH assay | Cobas e411 (Roche)
(Abbott)

Sensitivitat 75,45 % 68,04 %

Spezifitat 93,86 % 96,06 %

Positiver Pradiktionswert 91,97 % 96,35 %

Negativer Pradiktionswert | 77,72 % 66,30 %

Tabelle 19: TSH-check-1 TSH-adult (Veda.Lab) - Vergleich von Sensitivitéat, Spezifitat, positivem
Pradiktionswert und negativem Pradiktionswert mit den beiden Standardmethoden als
Referenz

Vor allem die Sensitivitat der beiden neuen Messmethoden stellte sich als
mangelhaft heraus. Beim quantitativen TSH-check-1 TSH-Ultra zeigte sich, dass
diese Messmethode konstant niedrigere Messwerte gegenuber beiden
Standardmethoden lieferte. Der gemessene Unterschied in der TSH-Konzentration
kann zwischen zwei unterschiedlichen TSH-Assays bis zu 1 mlU/l betragen (9).
Dieser Wert wurde jedoch mit einer medianen Abweichung von -2,47 mlU/l zum
Architect TSH assay von Abbott und einer medianen Abweichung von -2,65 mlU/I

zum Cobas e411 von Roche um mehr als das Doppelte Ubertroffen.
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Wie man den Ergebnissen eindeutig entnehmen kann, sind die beiden neuen
Messmethoden nicht in der Lage, zuverlassige und genaue Messergebnisse zu
liefern. Sie sind den beiden Standardmethoden eindeutig unterlegen. In diesem
Kapitel werden die in dieser Studie erbrachten Ergebnisse mit den Ergebnissen der
wenigen anderen durchgeflhrten Studien, die die beiden neuen Messmethoden
verwendet haben, verglichen und mogliche Ursachen fur die mangelhafte

Messqualitat diskutiert.

5.2 Vergleich der Ergebnisse zu anderen Studien

Sowohl der TSH-check-1 TSH-Ultra als auch der TSH-check-1 TSH-adult sind bisher
nur wenig getestet worden. Die Firma Veda.Lab hat fur jedes Testverfahren eine
kurze Informationsbroschire mit den wichtigsten Daten herausgegeben. Die

Informationen hinsichtlich der Gutekriterien sind jedoch durftig.

Fir den TSH-check-1 TSH-Ultra gibt Veda.Lab einen Korrelationskoeffizienten von
0,99 an. Als Referenzmethode wurde ebenfalls ein Cobas Elecsys® System
verwendet (96). Der in dieser Studie ermittelte Korrelationskoeffizient im Vergleich
zum Cobas e411 liegt mit 0,91 darunter. Der in dieser Studie ermittelte
Korrelationskoeffizient im Vergleich zum Architect TSH assay von Abbott liegt mit
0,60 sogar noch weiter unter dem von Veda.Lab ermittelten Wert. Fur die Intra-
Assay-Variabilitat gibt Veda.Lab einen Variationskoeffizient von 0,07 - 0,14 an (96),
der in dieser Studie nicht bestatigt werden konnte. Im Hinblick auf die Sensibilitat und

Spezifitdt macht Veda.Lab keine Angaben.

Fir den TSH-check-1 TSH-adult gibt Veda.Lab hingegen Werte fir die Sensitivitat
und die Spezifitat an. Als Referenzmethode wurde der AXSYM Analyser der Firma
Abbott verwendet, der eine dem in dieser Studie verwendeten Architect TSH assay
ahnliche Messmethode verwendet. (104) Die von Veda.Lab angegebene Sensitivitat
von 81,3 % (100) wurde in dieser Studie mit keiner der beiden Standardmethoden als
Referenz erreicht. Auch die von Veda.Lab angegebene Spezifitdt von 97,3 % (100)

wurde nicht erreicht.

Die einzige unabhangige Studie, die mit einer der beiden neuen Messmethoden

durchgefuhrt wurde, stammt aus dem Jahr 2012 von Kosack et al. Hier wurde der
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TSH-check-1 TSH-adult verwendet, um hypothyreote Patienten aus einem
Patientenkollektiv, das eine Anti-Tuberkulose-Therapie erhalten hat, herauszufiltern,
um ihnen die entsprechende Therapie zukommen zu Ilassen (15). Die
Referenzmethode in diesem Fall war das UniCel DXi 800 Immunoassay System von
Beckman Coulter, das mit einem vergleichbaren Messprinzip wie der Cobas e411
arbeitet. (105) Kosak et al ermittelten in ihrer Studie eine Sensitivitat von 100,0 %
und eine Spezifitat von 76,6 %. Liest man die Studie genauer, erfahrt man, dass in
der Studie von Kosack et al mit einem anderen Cut Off gearbeitet wurde. Da das Ziel
darin bestand, Patienten herauszufiltern, die eine Therapie mit L-Thyroxin bendtigen,
wurde dementsprechend ein Cut Off von 10 mIU/I festgelegt. Alle Patienten dartber
wurden als therapiebedurftig definiert (15). Im Rahmen dieser Studie wurde jedoch
ein Cut Off von 5 mIU/I festgelegt, so wie es auch in der Informationsbroschire der
Firma Veda.Lab angegeben ist (100). Bei der Darstellung der Ergebnisse dieser
Studie wurde erlautert, dass das Ablesen der Ergebnisse in einigen Fallen Probleme
bereitet hat. Bei diesen Ergebnissen handelte es sich zumeist um nur wenig positive
Ergebnisse, also um Ergebnisse, die nur knapp Uber dem Cut Off von 5 mlU/I lagen.
Da Kosack et al flr die Ermittlung ihrer Sensitivitat und Spezifitat jedoch einen
hoheren Cut Off als in dieser Studie verwendet haben, konnten sie dadurch die
Anzahl der nicht eindeutig ablesbaren Ergebnisse deutlich reduzieren und so

bessere Werte fir die Sensitivitat und Spezifitat erzielen.

5.3 Rationalisierung der Ergebnisse

5.3.1 Studiendesign

In dieser Studie wurden insgesamt 321 Proben verwendet, davon 230 von Patienten
mit einer bekannten Schilddrisenerkrankung und 91 von Patienten ohne bekannte
Schilddrusenerkrankung. Die Proben wurden mit zwei etablierten Standardmethoden
und zwei neuen Messmethoden gemessen, um zu evaluieren, ob diese beiden
neuen Messmethoden in ihrer Messgenauigkeit mit den Standardmethoden
vergleichbar sind. Die Prazisionsbestimmungen wurden mit elf Proben durchgefihrt.
Auch der Vergleich der Messergebnisse mit den verschiedenen Probearten wurde

mit elf Proben durchgefuhrt.
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Dieses Studiendesign ist vergleichbar mit dem anderer Studien, die einen Vergleich
verschiedener Messmethoden vornahmen. Um den TSH-check-1 TSH-Ultra zu
testen, verwendete die Firma Veda.Lab lediglich 50 Proben (96), um den TSH-check-
1 TSH-adult zu testen immerhin 289 Proben (100). Azaric et al verwendeten 110
Proben fir den Vergleich dreier TSH-Messmethoden, unter ihnen ein Gerat der
Architect Serie von Abbott sowie der Cobas e411 von Roche (106). Yu et al
verglichen sogar sechs Messmethoden, inklusive einem Gerat der Architect Serie
von Abbott, und verwendeten hierfur blol3 156 Proben (107). Die bereits erwahnte
Studie von Kosack et al arbeitete mit 215 Proben (15). Nur Sarkar verwendete beim
Vergleich des Architect TSH assay i 2000SR von Abbott und des Cobas 6000 von
Roche, der das gleiche Messsystem wie der in dieser Studie eingesetzte Cobas
e411 verwendet, mit 1615 Proben deutlich mehr als in dieser Studie verwendet
wurden (10). Je mehr Proben in einer solchen Studie gemessen werden, desto
reprasentativer sind ihre Ergebnisse. In dieser Studie wurde jedoch bis auf eine
Ausnahme eine groldere Anzahl an Proben analysiert als in vergleichbaren Studien,
weshalb diese Studie im Hinblick auf die Probenanzahl nicht zu kritisieren ist. Eine
Schwachstelle dieser Studie bzw. der fur sie verwendeten Proben ist dagegen die
Tatsache, dass fast ausschliel3lich hypothyreote und euthyreote Proben verwendet
wurden. Lediglich acht der insgesamt 321 Proben waren hyperthyreot. Mit mehr
hyperthyreoten Proben hatte in dieser Studie ein breiteres Spektrum abgebildet
werden kénnen. Da die beiden neuen Messmethoden jedoch mit dem Ziel erforscht
wurden, hypothyreote Patienten zu erkennen, wurde nicht auf den Aspekt der
hyperthyreoten Patienten eingegangen. Es ist durchaus mdglich, dass vor allem der
quantitative  TSH-check-1 TSH-Ultra in diesem Bereich zuverlassigere

Messergebnisse liefert. Um dies zu eruieren, sind weitere Studien notwendig.

5.3.2 Analyse der Messmethoden

Nachdem das Studiendesign kritisch reflektiert wurde, soll dies auch im Hinblick auf

die Messmethoden selbst geschehen.

5.3.2.1 Préaanalytik
Die Praanalytik umfasst alle Schritte, die vor der eigentlichen Messung stattfinden

(80). Ein wichtiger Punkt ist hierbei die Art der Probe. Dass es sich bei Serum um die
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Probenart handelt, die die zuverlassigsten Messergebnisse mit der geringsten
Streuung liefert, wurde in der Interpretation der Ergebnisse bereits dargelegt.
Allerdings waren bei dieser retrospektiven Studie samtliche Serumproben, die fur die
Messungen des klinischen Teils verwendet wurden, eingefroren. Laut
Informationsbroschire der Firma Veda.Lab kdnnen sowohl der TSH-check-1 TSH-
Ultra als auch der TSH-check-1 TSH-adult mit wieder aufgetauten Proben
durchgefuhrt werden (96, 100). Es existieren jedoch keine Vergleichsstudien unter
der Verwendung von eingefrorenen und frischen Proben. Daher besteht die
Mdglichkeit, dass eingefrorene und wieder aufgetaute Proben die Messergebnisse
beeinflussen. Im Rahmen dieser Studie kann es also durch die Verwendung
eingefrorener Proben zu ungenaueren Messergebnissen gekommen sein. Um diese
Hypothese zu bestatigen oder zu widerlegen, sollte in weiteren Studien mit den
beiden neuen Messmethoden auf diesen Aspekt eingegangen werden. Im
vorgesehenen Einsatzgebiet wurde ausschlieBlich mit frischen Proben gearbeitet
werden, sodass es bei einer Bestatigung der Hypothese doch zu einem Einsatz der

neuen Messmethoden kommen kann.

Weitere Einflussgrofien sind bestimmte Hormone, Proteine und Antikdrper im Blut
der Patienten. HCG, FSH und LH haben laut Aussage der Firma Veda.Lab keinen
Einfluss auf die beiden neuen Messmethoden. Hohe Konzentration an
Rheumafaktor, HAMA und CRP hingegen kénnen zu falsch positiven Ergebnissen
der neuen Messmethoden fuhren (96, 100). Die Serumproben wurden im Vorfeld
nicht auf die Konzentration dieser Hormone, Proteine und Antikorper getestet. Hohe
Konzentrationen haben mdoglicherweise zu verfalschten Ergebnissen gefuhrt. Auch
weitere Faktoren, die Veda.Lab in ihren Informationsbroschiiren zu den beiden
neuen Messmethoden nicht erwahnt haben, kdnnen die Messung beeinflussen. Zu
ihnen zahlen macro-TSH, Anti-Schildrisenhormon-Antikdrper, Biotin, Anti-
Ruthenium-Antikorper, Anti-Streptavidin-Antikdrper und heterophile  Antikorper.
Einige dieser Erkrankungen haben eine Pravalenz von ca. 1 % (108). Deshalb
besteht die Chance, dass auch einige der in dieser Studie gemessenen Proben diese
EinflussgroRen beinhalteten. Auch sie wurden nicht im Vorfeld bestimmt und kénnen
somit zu einer Beeinflussung der Messergebnisse mit den beiden neuen

Messmethoden geflihrt haben.

Eine Storgrolie, die die Messung mit den beiden neuen Messmethoden beeinflusst,

ist Heparin (96, 100). Im Rahmen dieser Studie wurden jedoch nur Serum-
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Monovetten flr die Entnahme der Proben verwendet. Ein Hinzufiigen von Heparin
nach der Blutentnahme kann also ausgeschlossen werden. Allerdings ist nicht
bekannt, ob die Patienten zum Zeitpunkt der Probenentnahme unter einer
Antikoagulation mit Heparin standen, sodass der Einfluss von Heparin auf die

Messung dennoch nicht ausgeschlossen werden kann.

Weiterhin wichtig fur die Genauigkeit der Messung ist die richtige Verarbeitung der
Probe. In der Informationsbroschire der Firma Veda.Lab zum TSH-check-1 TSH-
Ultra wird besonders darauf hingewiesen, dass die eingefrorenen Proben komplett
aufgetaut und gut gemischt werden muissen, bevor eine zuverlassige Messung
durchgefuhrt werden kann (96). Im Rahmen dieser Studie wurden alle Proben
vollstdndig aufgetaut und sorgfaltig gemischt. Diese Fehlerquelle kann somit

ausgeschlossen werden.

5.3.2.2 Analytik

Die erste mogliche Fehlerquelle der beiden neuen Messmethoden entsteht schon bei
der Vorbereitung der Messung. Bei beiden Messmethoden wird eine definierte
Menge an Serum in die Offnung der Messkassette pipettiert. Es wurde jedoch stets
darauf geachtet, dass die vorgegebene Menge an Serum eingehalten wird, indem
laboreigene Pipetten statt der von Veda.Lab mitgelieferten ungenaueren Pipetten
verwendet wurden. Die Ergebnisse dieser Studie sind also trotz einer genauer als
vom Hersteller vorgesehenen Durchfihrung der Messungen schlecht. Dies lasst
erwarten, dass die Messergebnisse mit den vom Hersteller mitgelieferten Pipetten
noch ungenauer ausfallen wirden. In der Praxis ist es jedoch unwahrscheinlich, dass

jederzeit hochwertige und genaue Laborpipetten zur Verflugung stehen.

Beim TSH-check-1 TSH-adult ergibt sich ein weiteres Problem mit dem Einhalten
einer definierten Menge. Hier muss zusatzlich eine definierte Menge an Pufferlésung
in die Messoffnrung gegeben werden. Dies erwies sich als schwierig, da die
Pufferlésung aus der vom Hersteller gelieferten Pufferflasche direkt in die Offnung
der Messkassette getropft werden musste. Es war also nicht mdglich, die
vorgegebene Menge an Puffer einzuhalten, auch wenn der Ablauf so weit wie
moglich standardisiert wurde, indem fortwahrend 5 Tropfen verwendet wurden.
Dieser Umstand kann zu den ungenauen Ergebnissen des TSH-check-1 TSH-adult

beigetragen haben.
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Die Standardmethode, um TSH-Konzentrationen zu messen, ist die immunologische
Methode (9, 13, 83). Sowohl die beiden Standardmethoden als auch die beiden
neuen Messmethoden arbeiten mit dieser Technik. Es existieren zurzeit vier
Generationen an TSH-Assays, die sich in ihrer funktionellen Sensibilitat
unterscheiden (siehe Tabelle 3) (10, 14). Die aktuelle Empfehlung ist es, nur
Testverfahren ab der dritten Generation anzuwenden (9, 14) Sowohl beim Cobas
e411 von Roche als auch beim Architect TSH assay i 2000SR handelt es sich um ein
Testverfahren der dritten Generation (10) Beim TSH-check-1 TSH-Ultra wird die
funktionelle Sensibilitat mit 0,2 mlU/I angegeben (96), woraus zu schlie3en ist, dass
es sich um ein Testverfahren der zweiten Generation handelt. Die funktionelle
Sensibilitat des TSH-check-1 TSH-adult wird mit £20 % um den Cut Off von 5 miU/I
angegeben (100). Hieraus lasst sich eine funktionelle Sensibilitat von 1 mlU/
errechnen. Beim TSH-check-1 TSH-adult handelt es sich also sogar nur um ein
Testverfahren der ersten Generation. Beide neuen Messmethoden werden als

Testverfahren in der Realitat nicht mehr empfohlen.

Nun sollen die verschiedenen Techniken der Messmethoden genauer betrachtet
werden. Wie bereits erwahnt, handelt es sich sowohl bei den beiden
Standardmethoden als auch bei den beiden neuen Messmethoden um Sandwich-
Immunoassays. Beim Architect TSH assay handelt es sich genauer gesagt um ein
Chemilumineszenz-Mikropartikel Immunoassay (CMIA) (9). Bei dem verwendeten
Fang-Antikorper handelt es sich um einen Anti-B-TSH-Antikérper und bei dem
Detektions-Antikorper handelt es sich um einen Anti-a-TSH-Antikdrper, der mit
Acridinium, einem Luminophor, markiert ist. Das bei der durch eine Trigger-Losung
ausgeldsten Chemilumineszenzreaktion freiwerdende Licht wird gemessen und ist
direkt proportional zu TSH-Konzentration in der Probe (98, 99). Beim Cobas e411
der Firma Roche handelt es sich um ein Elektro-chemiliumineszenz-Immunoassay.
Beim Fang-Antikdrper und beim Detektions-Antikdrper handelt es sich jeweils um
einen monoklonalen TSH-spezifischen Antikorper. Der Detektions-Antikorper ist mit
Ruthenium, ebenfalls einem Luminophor, markiert. Das Reagenz wird zusatzlich mit
Hilfe von an den Fang-Antikdrper gebundenen paramagnetischen Mikropartikeln und
magnetischer Bindung der Immunkomplexe an eine Platinelektrode gewaschen (10,
97, 101). In diesem letzen Schritt der Waschung unterscheidet sich der Cobas e411
vom Architect TSH assay. Die beiden neuen Messmethoden TSH-check-1 TSH-Ultra
und TSH-check-1 TSH-adult arbeiten ebenfalls mit einem Anti-TSH-Antikorper als
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Fang-Antikorper. Beim Detektions-Antikdrper handelt es sich, anders als bei den
beiden Standardmethoden, um einen monoklonalen Farb-Antikorper (96, 100, 102).
Wichtige Qualitatsmerkmale wie die Sensibilitat und die Spezifitat sind jedoch stark
von den Eigenschaften der verwendeten Antikdrper abhangig (80). Die Verwendung
anderer Antikérper als bei den Standardmethoden ist eine mdgliche Erklarung fir die

ungenauen Messergebnisse der beiden neuen Messmethoden.

Eine weitere Schwache der beiden neuen Messmethoden ist die Tatsache, dass die
Probe durch eine absorbierende Nitrozellulosemembran flieRen muss, um an die
Fang-Antikoérper zu gelangen (96, 100, 102). Bei diesem Mechanismus kénnte es
durch nicht sichtbare Verunreinigungen oder Defekte in der Membran dazu kommen,

dass nicht alle TSH-Antikorper-Komplexe bis zu den Fang-Antikdrpern gelangen.

Ein weiterer fehleranfalliger Faktor ist die Zeit, nach der das Ergebnis abgelesen
werden muss. Beim TSH-check-1 TSH-Ultra kann im Easy Reader ein Countdown
gestartet werden, der exakt nach den vorgegebenen 20 Minuten die Messung
durchfihrt. Dadurch kénnen Fehler im Bereich der Zeitmessung minimiert werden.
Misst man jedoch mehrere Proben hintereinander, so wie es in dieser Studie der Fall
war, besteht durch die eigenstandige Zeitmessung die Gefahr, die vorgegebene Zeit
nicht exakt einhalten zu kdénnen. Das Ergebnis des TSH-check-1 TSH-adult muss
nach 5-10 Minuten abgelesen werden. Dies birgt das erste Problem, da es keine
genau definierte Zeitangabe gibt. Im Rahmen dieser Studie wurde das Ergebnis
jeder Messung nach exakt zehn Minuten abgelesen, um vergleichbare Ergebnisse zu
erhalten. Das zweite Problem besteht darin, dass, wie bereits mehrfach erlautert, es
zuweilen nicht mdglich ist, ein genaues Ergebnis abzulesen. Gerade bei TSH-
Werten, die nur knapp Uber dem Cut Off von 5 mlIU/I liegen, ist es haufig nicht
moglich, ein eindeutig positives oder ein eindeutig negatives Ergebnis zu erkennen.
Die rote Linie, die im Falle eines positiven Ergebnisses erscheint, ist bei diesen TSH-
Werten oft unvollstandig oder nur sehr schwach zu sehen. In solchen Fallen kbnnen

die meisten Ablesefehler entstehen.

Das Ergebnis des TSH-check-1 TSH-Ultra muss nicht mit dem bloRen Auge
abgelesen werden. Dies Ubernimmt der Easy Reader. Eine CMOS-Kamera macht ein
Bild des Farbstreifens auf der Messkassette und scannt es mit einem
Bildbearbeitungsprogramm, das die Saturation der Farbe misst und quantifiziert
(102). Der Easy Reader selbst stellt eine Fehlerquelle dar. Er ist sehr klein und
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handlich fur ein Messgerat, was aber nicht nur Vorteile bringt. Wegen seiner
geringen Grofde ist es moglich, den Easy Reader leicht zu transportieren, was ihn fur
seinen Einsatz in Landern mit einer schwachen Infrastruktur gut geeignet macht. Bei
diesem Transport kann es jedoch leicht zu Schaden am Easy Reader kommen,
wobei zum Beispiel die Kamera beschadigt werden kann. Bei groRen, fest montierten
Geraten, wie es bei den beiden Standardmethoden der Fall ist, besteht diese Gefahr
nicht. Die Kamera ist auch insofern eine mogliche Fehlerquelle, da durch
Staubpartikel oder andere Verschmutzungen im Blickfeld der Kamera oder auf der
Linse, die Farbintensitat des Bildes herabgesetzt werden und dadurch ein falscher
Wert berechnet werden kann. Die hohe Fehleranfalligkeit des Easy Readers kann zu
den in dieser Studie ermittelten Ergebnissen beigetragen haben. Diese Theorie wird
durch die Tatsache unterstitzt, dass die Sensibilitdt und Spezifitat des TSH-check-1
TSH-adult, der kein zusatzliches Gerat fur die Messung bendétigt, ein wenig besser
sind als die Sensitivitat und Spezifitat des TSH-check-1 TSH-Ultra.

5.3.2.3 Postanalytik

Die Postanalytik meint die Befundung und Beurteilung der durch die beiden neuen
Messmethoden erhaltenen Ergebnisse. Die fur beide Messmethoden ermittelten
Werte fur die Sensitivitat und Spezifitat zeigen, dass beide Messmethoden nicht in
der Lage sind, zuverlassig hypothyreote Patienten herauszufiltern. Es werden nur
knapp Uber 50 % dieser Patienten durch den TSH-check-1 TSH-Ultra und rund 70 %
durch den TSH-check-1 TSH-adult erkannt. Mit Hilfe der ROC-Kurven konnte
ermittelt werden, dass man die Ergebnisse durch eine Senkung des Cut Offs
verbessern kdnnte. Indem man den Cut Off von 5 mlU/l herabsetzt, erhdht man die
Anzahl an als korrekt hypothyreot identifizierten Patienten und verbessert somit die
Sensitivitat. Im Gegenzug steigt jedoch die Anzahl falsch positiver Ergebnisse an.
Alle Ergebnisse positiv getesteter Patienten mussten also zusatzlich mit einer

etablierten Messmethode Uberprift werden.

5.4 Fazit

Beide neuen Messmethoden sind einfach zu bedienen, liefern innerhalb weniger

Stunden das Messergebnis und bendtigen weniger Ausrustung als die
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Standardmethoden. In diesen Punkten sind die neuen Messmethoden fur einen
Einsatz, vor allem in Landern mit schlechter Infrastruktur und weiten Wegen zur
nachstgelegenen medizinischen Einrichtung, geeignet und den beiden

Standardmethoden sogar Uberlegen.

Bezuglich ihrer Prazision liefern die beiden neuen Messmethoden allerdings weniger
zufriedenstellende Ergebnisse. Hierbei spielt es keine Rolle, ob die Messungen
innerhalb einer Messserie (Intra-Assay-Variabilitat) oder in verschiedenen
Messserien (Inter-Assay-Variabilitat) durchgefihrt wurden. Bei beiden Arten der
Variabilitatsbestimmung erwies sich die Streuung als annahernd gleich grof3.
Wahrend beim TSH-check-1 TSH-Ultra in etwa einem Viertel aller Falle qualitative
Abweichungen auftraten, kam es beim TSH-check-1 TSH-adult in etwa einem Funftel

der Falle zu qualitativen Abweichungen.

In der Auswertung der klinischen Daten setzte sich diese Tendenz fort. Der TSH-
check-1 TSH-Ultra lieferte konsequent zu niedrige TSH-Werte im Vergleich zu den
beiden Standardmethoden. Ein mdglicher Ldosungsansatz ware die Herabsetzung
des Cut Offs. In diesem Fall kdnnten mehr hypothyreote Patienten identifiziert
werden. Dies wuirde jedoch zu einem Anstieg der Anzahl falsch hypothyreot
getesteter Patienten fuhren. Daher ware es sinnvoll, alle mit dem TSH-check-1 TSH-
Ultra als hypothyreot erkannten Proben ein weiteres Mal mit einer der
Standardmethoden zu messen, um die falsch positiven Patienten sicher
ausschlieRen zu kénnen. Dies wirde sich in der Praxis so gestalten, dass alle
Proben mit einem positiven Ergebnis im TSH-check-1 TSH-Ultra zusatzlich an ein
Labor versendet werden mussten, um eine weitere Messung mit einer anerkannten
Standardmethode durchzufiihren. Da der TSH-check-1 TSH-Ultra fur den Einsatz in
Landern mit schlechter Infrastruktur vorgesehen ist, ist dies jedoch keine praktikable
Losung. Aufgrund der notwendigen erneuten Messung mit einer etablierten
Standardmethode, die nicht vor Ort stattfinden kann, kann den Patienten kein
zeitnahes Ergebnis mitgeteilt werden. Der TSH-check-1 TSH-adult zeigte zwar
geringflgig bessere Ergebnisse, lieferte jedoch wie der TSH-check-1 TSH-Ultra kein
zuverlassiges Ergebnis. Beide Messmethoden sind nicht in der Lage, eine
verlassliche Differenzierung von hypothyreoten und nicht hypothyreoten Patienten zu
gewahrleisten. Aufgrund der unzureichenden Messqualitdt und der daraus
resultierenden Notwendigkeit einer zweiten Kontrollmessung sollten die neuen

Messmethoden nicht in infrastrukturell schlecht entwickelten Gebieten eingesetzt
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werden. Durch Nutzung der neuen Messverfahren bestiinde ein erhdhtes Risiko
einer falschen Diagnose und einer daraus resultierenden falschen therapeutischen

Entscheidung.

Sollten die neuen Messmethoden trotz der in dieser Studie ermittelten schlechten
Ergebnisse Anwendung im klinischen Bereich finden, empfiehlt es sich den TSH-
check-1 TSH-Ultra nur mit Serum und nicht mit Plasma durchfuhren. Auch der TSH-
check-1 TSH-adult lieferte bessere Ergebnisse mit Serum. Gerade letzterer ist jedoch
als Schnelltest gedacht, der innerhalb kurzer Zeit ein Ergebnis liefert und flr dessen
Durchfihrung man méglichst wenig Ausristung bendtigt. Daher ist es in der Praxis
wahrscheinlich nicht moglich, den Test mit Serum durchzufihren, da dies den

Zugang zu einer Zentrifuge voraussetzt und die Wartezeit fur den Patienten erhoht.

Es existieren zahllose Ansatzpunkte fir die Suche nach mdglichen Fehlerquellen und
damit einer Ursache flir die schlechten Messergebnisse. Zu diesem Zweck sind
weitere Forschungsvorhaben zu empfehlen. Diese konnten ihr Augenmerk zum
einen auf hyperthyreote Proben richten. Auch die Tatsache, ob ein Einfrieren und
Wiederauftauen der Proben das Ergebnis verfalscht, sollte im Rahmen weiterer
Studien erforscht werden. Auferdem sollte versucht werden, die Messmethoden
weiter zu entwickeln und zu verbessern. Der Gedanke, Messmethoden zu
entwickeln, die keine voll ausgebaute Infrastruktur bendtigen, ist ein wichtiger Schritt
in Richtung einer besseren medizinischen Versorgung der Menschen, die in solchen
infrastrukturell schwachen Gebieten leben. Diese ldee sollte nicht aufgegeben,

sondern weiter verfolgt werden.

70



6 Zusammenfassung

TSH ist ein von der Hypophyse freigesetztes Hormon, das die Schilddrise steuert
und die Bildung der beiden Schilddrisenhormone T3 und T4 in der Schilddriuse

anregt.

Zusatzlich existiert ein negativer Feedback-Mechanismus, dessen Wirkungsweise
nachfolgend beschrieben wird. Ist die Serumkonzentration an Schilddrisenhormonen
hoch (Hyperthyreose), wird die TSH-Sekretion in der Hypophyse inhibiert. Umgekehrt
wird die TSH-Sekretion in der Hypophyse bei niedriger
Schilddriisenhormonkonzentration (Hypothyreose) stimuliert. Aus diesem Grund ist
das TSH der ideale Marker, um die Schilddrisenfunktion zu beurteilen, weshalb die
TSH-Messung in der Regel das praferierte erste Verfahren zur Beurteilung der

Stoffwechsellage der Schilddrise ist.

Es existieren bereits viele etablierte Methoden, um den TSH-Wert zu bestimmen,
jedoch bendtigen all diese Methoden Zeit und ein gut ausgestattetes Labor. Um in
Landern mit schlechter Infrastruktur, in denen die Patienten teilweise einen langen
Anreiseweg zur nachstgelegenen medizinischen Versorgungsstation haben, eine
schnellere Diagnostik ermoglichen zu kdnnen, hat die Firma Veda.Lab zwei neue
Messmethoden entwickelt, die den TSH-Wert in kirzerer Zeit im Vergleich zu bisher
eingesetzten Verfahren liefern kdnnen. Bei den beiden neuen Methoden handelt es
sich um den quantitativen Test TSH-check-1 TSH-Ultra und den qualitativen Test
TSH-check-1 TSH-adult. Zur Evaluierung der Qualitat der Messergebnisse wurden
im Rahmen dieser Studie diese neuen Messmethoden mit den etablierten
Standardmethoden, dem Architect TSH assay i 2000SR der Firma Abbott und dem

Cobas e411 der Firma Roche, verglichen.

Zunachst wurden elf Proben aus frischem Uberschussmaterial der |I. Medizinischen
Klinik und Poliklinik der Universitatsmedizin ausgewahlt und um finf Proben aus dem
retrospektiven erkrankten Patientenkollektiv erganzt, um die Prazision der neuen
Methoden mit Hilfe der Intra- und Inter-Assay-Variabilitat zu bestimmen und die

optimale Probenart herauszufinden.

Im anschlieRenden Hauptteil dieser retrospektiven Studie wurden 230 Proben von

erkrankten Patienten und 91 Proben von gesunden Probanden aufgetaut und
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analysiert. Die Proben stammen aus der |. Medizinischen Klinik und Poliklinik der
Universitatsmedizin Mainz und wurden im Zeitraum von 2002 bis 2016 zu
verschiedenen Forschungszwecken gesammelt und eingefroren. Alle Proben wurden
zunachst mit den etablierten Standardmethoden gemessen, um Referenzwerte zu
erhalten. Anschlielend erfolgte die Messung dieser Proben mittels der beiden neuen
Messmethoden und ein qualitativer (richtig-positiv und falsch-positiv bzw. richtig-
negativ und falsch-negativ) sowie quantitativer (mediane Abweichung) Vergleich mit
den durch die Standardmethoden ermittelten Referenzwerten. In diesem Kontext
fand zusatzlich eine Beurteilung der neuen Messmethoden bezuglich lhrer

Handhabung statt.

Bereits im Rahmen der Prazisionsbestimmung zeichnete sich ab, dass die
Ergebnisse die Erwartung einer Vergleichbarkeit im Hinblick auf die Zuverlassigkeit

mit den etablierten Standardmethoden nicht erfillen.

Die Messergebnisse zeigten, dass bei einem Viertel bzw. einem Funftel der
getesteten Proben qualitative Abweichungen von den Referenzwerten vorhanden
waren. In der quantitativen Messmethode erwies sich die Streuung sowohl bei den
Intra-Assay-Messungen als auch bei den Inter-Assay-Messungen als hoch. Diese
nicht zufrieden stellenden Ergebnisse setzten sich in der Auswertung der klinischen
Daten fort, wobei vor allem im Bereich der Sensitivitat mangelhafte Ergebnisse zu
verzeichnen waren. In abschlielender Betrachtung kann einzig die Handhabung als
positiv hervorgehoben werden. Die Messmethoden lieRen sich unkompliziert
durchfuhren und lieferten ztgig Ergebnisse, ohne dass ein vollstandig ausgestattetes

Labor bendtigt wurde.

Zusammenfassend kann als Ergebnis festgehalten werden, dass die beiden neuen
Messmethoden nicht der zuvor definierten Erwartungshaltung gerecht werden
konnten. Obwohl die neuen Methoden sich in ihrer Handhabung und Schnelligkeit als
vorteilhaft fir den Einsatz in infrastrukturell schlecht ausgestatteten Landern
darstellten, kann der angestrebte Einsatz aufgrund der in dieser Studie festgestellten
Messungenauigkeiten nicht empfohlen werden. In Zukunft kénnte bei einer
Verbesserung der Messqualitat eine FortflUhrung des Projekts wiederaufgenommen

werden.
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