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1. Einleitung

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil geht es um die Evaluierung einer
verdnderten Methodik zum Nachweis von Antikérpern gegen die thyreoidale Peroxidase
(TPO). Die thyreoidale Peroxidase ist ein Enzym in der Schilddriisenhormonbiosynthe-
se. Antikorper gegen die TPO werden zur Diagnose von Autoimmunerkrankungen der
Schilddriise herangezogen. Das fiir den Antikérpernachweis erforderliche Material der
bereits etablierten und eingesetzten Methode ist Serum. Die hier vorgestellte verén-
derte Methodik arbeitet mit wenigen Tropfen Kapillarblut, die auf Filterpapierkarten
aufgetropft werden. Diese Methode stellt eine Arbeitserleichterung dar, weil die Blutent-
nahme vereinfacht durchgefiihrt werden kann und der Transport der Filterpapierkarten
sich einfacher gestaltet. So konnten breitgestreute Feldversuche erleichtert werden, die
Aufschluss iiber die Verbreitung von Autoimmunkrankheiten liefern kénnen. Genauso
vereinfacht das Verfahren Untersuchungen an Neugeborenen, denen so eine Venenpunk-

tion erspart bleibt.

Im zweiten Teil dieser Arbeit soll untersucht werden, ob diese Methode moglicherweise

auch in der Tiermedizin zum Einsatz kommen kann.

Im Tierreich sind Schilddriisenerkrankungen bei der Katze ein hidufiges Problem. Die
Hyperthyreose ist die hdufigste Endokrinopathie der adulten Katze. Die Zahl der klinisch
diagnostizierten Félle von feliner Hyperthyreose nimmt seit den spiten siebziger Jahren
stetig zu. Obwohl die Erkrankung Gegenstand zahlreicher Studien weltweit ist, ist ihre
Atiologie noch nicht geklirt. Postuliert wurden immunologische, infektidse, alimentire,

genetische und tumorose Ursachen.

Das Krankheitsbild und auf histologischer Ebene das Schilddriisengewebe der hypert-
hyreoten Katzen erinnert an die aus der Humanmedizin bekannte Autoimmunerkrankung
Morbus Basedow. Aus diesem Grund hat es zahlreiche Untersuchungen rund um Anti-
korper gegen den TSH-Rezeptor der Katze gegeben, ohne jedoch die Existenz von stimu-
lierenden Antikoérpern bei der Katze beweisen zu kénnen. In der Humanmedizin werden
zum Nachweis der immunologischen Genese der Erkrankung und zur Verlaufskontrol-
le eines Morbus Basedow nicht nur die Antikorper gegen den TSH-Rezeptor (TRAK),
sondern auch Antikorper gegen die Thyreoidale Peroxidase bestimmt. In diesem zweiten

Teil der Arbeit soll gepriift werden, ob sich die in der Humanmedizin eingesetzte Nach-
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weismethode zum Nachweis von Antikorpern gegen die thyreoidale Peroxidase auch fiir

Katzen eignet.



Teil 1.

Humanmedizinischer Teil






2. Literatur

2.1. Morphologie der Schilddriise

2.1.1. Makroskopische Anatomie der menschlichen Schilddriise

Die Schilddriise (Glandula thyroidea) ist ein schmetterlingsformiges Organ mit zwei ova-
len Lappen (Lobus dexter und Lobus sinister), die durch einen Isthmus in Hoéhe des

zweiten bis vierten Halswirbels verbunden sind.

Die Lange der Lappen betrigt drei bis fiinf Zentimeter. Das Gewicht des Organs be-
tragt bei Erwachsenen durchschnittlich 18 g - 60 g [73], wobei Ernéhrung, Alter, Schwan-
gerschaft und andere Faktoren das Gewicht erheblich beeinflussen konnen. Seine Farbe

ist rotbraun und die Konsistenz ist fibroelastisch.

Die Schilddriise liegt direkt vor und neben der Luftréhre, unmittelbar unter dem
Schildknorpel. Thre Kapsel (Capsula fibrosa) ist mit der praetrachealen Faszie verbun-
den, so dass sie beim Schluckakt gemeinsam mit dem Kehlkopf bewegt wird. Die Kapsel
der Schilddriise teilt sich in zwei Blédtter. Das innere Blatt ist untrennbar mit dem Paren-
chym verwachsen und schickt bindegewebige Septen in das Innere der Driise. Das dufere
Blatt der Kapsel ist vollstindig bedeckt vom mittleren Blatt der Halsfaszie und geht
kontinuierlich in die Faszien von Trachea und Oesophagus iiber. Lateral der Thyroidea
liegen die A. carotis, die V. jugularis, der N. laryngeus recurrens und der M. sternoclei-
domastoideus [85].

Die vier Nebenschilddriisen, auch Epithelkorperchen genannt, sind ungefihr 2-4 mm
und liegen auf der Dorsalseite der Schilddriisenlappen zwischen deren Kapselbldttern in

unmittelbarer Nachbarschaft des cranialen und caudalen Schilddriisenpols.

Die Blutversorgung der Thyroidea wird durch die A. Thyreoida superior, dem ersten
Ast der A. carotis externa, und die A .thyroidea inferior sichergestellt, welche meist
aus dem Truncus thyreocervicalis oder direkt aus der A. suclavia entspringt. In 10 %
der Félle existiert zusétzlich die A. thyreoidea ima zur Blutversorgung der Schilddriise.
Der Riickfluss des vendsen Blutes erfolgt durch Vv. Thyroideae superior und weiter zur

V. Jugularis interna. Zuséatzlich existiert in einigen Féllen die V. thyreoidea media, die



2. Literatur Humanmedizinischer Teil

ebenfalls zur V. jugularis interna zieht. Das Blut im unteren Pol der Schilddriise wird
durch ein starkes Venengeflecht, den Plexus thyreoidalis impar, iiber die V. thyreoidea

inferior zur V. brachiocephalica sinistra abgeleitet [34].

Die intrathyreoidealen Lymphgefifse, die sich um jeden Schilddriisenfollikel ranken,
nehmen als Lymphkapillaren und perilobuldre Bahnen Lymphe auf. Diese miinden dann
zu trabekuldren Lymphbahnen, die die gesamte Schilddriise netzartig durchziehen. Von
dort aus wird die Lymphe dann entweder iiber Kantenlymphgefifte oder iiber Traban-
tenlymphbahnen zu jeweils spezifischen Lymphknotengruppen transportiert. Der Lym-
phabfluft erfolgt {iber den Truncus cervicalis dexter oder sinister in den Ductus lympha-

ticus dexter bzw. in den Ductus thoracicus.

Die Nerven der Schilddriise gehéren dem sympathischen und parasympatischen Ner-
vensystem an. Die sympathischen Nervenfasern stammen vom Ganglion cervicale su-
perior und versorgen gemeinsam mit den parasympathischen Nervenfasern aus dem N.
laryngeus superior den oberen Pol der Schilddriise. Die Innervation der unteren Teile
der Schilddriise iibernehmen Nervenfasern aus dem Ganglion cervicothoracicum und aus

dem Nervus laryngeus recurrens.

Beim operativen Zugang sind vor allem die Niahe zur A. carotis communis und zum
N. laryngeus recurrens zu beachten. Als anatomische Besonderheiten kénnen das Fehlen
des Isthmus oder die Ausbildung des sogenannten Lobus pyramidalis, eines zuséatzlichen

Lobus, der vom Isthmus nach cranial wichst, genannt werden.

2.1.2. Mikroskopische Anatomie

Das innere Blatt der makroskopisch sichtbaren Bindegewebskapsel geht in das Intersti-
tium der Schilddriise iiber. Seine Septen verleihen dem Organ die typische Lobulierung.
Das Interstitium besteht im Wesentlichen aus Bindegewebe in das retikuldre Fasern,
zahlreiche fenestrierte Kapillaren und Lymphgefifsen eingebettet sind. Es unterteilt die
Schilddriise in Schilddriisenlappen (Lobi) und Schilddriisenldppchen (Lobuli).

Das Schilddriisenldppchen besteht aus funktionellen Einheiten, den Schilddriisenfolli-
keln. Diese Follikel werden von einschichtig angeordneten Follikelepithelzellen begrenzt,
die der Basalmembran aufsitzen. Sie bilden die Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3)
und Tetrajodthyronin (Thyroxin, T4). Im Lumen der Follikel befindet sich das jodreiche
Kolloid, das einen Schilddriisenhormonspeicher ! darstellt. Die Schilddriise ist das einzige

endokrine Organ, das in der Lage ist Hormone zu speichern. Deshalb wechseln Form und

!Schilddriisenhormone gebunden an Thyreoglobulin
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Menge des Kolloids je nach Funktionszustand der Driise. Die Epithelzellen verédndern
sich mit der Kolloidmenge von der kubischen Form im Ruhezustand, mit viel eingedick-
tem Kolloid, zu der hochprismatischen Form, mit Randvakuolen und wenig fliissigem

Kolloid, im Sekretionszustand.

Die Epithelzellen verfiigen iiber einen locker strukturierten, rundlichen Zellkern, pri-
miére Lysosomen bzw. Phagolysosomen, ein gut entwickeltes endoplasmatisches Retiku-
lum, zahlreiche freie Ribosomen, einen grofen Golgiapparat und ebenfalls grofse Mit-
ochondrien. An der Zelloberflache ihres apikalen Zellpols tragen sie zahlreiche Mikrovilli

und pseudopodiendhnlichen Fortsitze.

Die Calcitonin? produzierenden C-Zellen, oder parafollikulire Zellen, bilden eine eigene
Zellpopulation mit einer abweichenden embryologischen Entwicklung. Sie stammen aus
der Neuralleiste und nicht aus der Schlundtasche wie die restlichen Zellen der Schilddriise.
Sie liegen basal im Schilddriisenepithel zwischen den Follikeln, ohne diese funktionell zu
beeinflussen [41, 85].

2.2. Physiologie der Schilddriise

2.2.1. Hypothalamo-hypophysio-thyreoidaler Regelkreis

Der Hypothalamus und die Hypophyse nehmen im endokrinen System eine zentrale Re-

gulatorfunktion ein.

Die Rolle des iibergeordneten Thyreotropin-Releasing-Hormon (TRH) aus dem Hypo-
thalamus besteht in der Stimulation der Synthese und Sekretion von TSH. Durch direkte
nervale Impulse wird in den neuroendokrinen Zellen des Hypothalamus die Produktion
von TRH induziert. Das TRH gelangt durch neuroaxonalen Transport in das Kapillar-
netz der Adenohypophyse und veranlasst dort die Bildung des Thyreoidea-stimulierenden
Hormones (TSH). Das ebenfalls im Hypothalamus gebildete Somatostatin hemmt die
TSH-Sekretion.

Die TSH-bildende Zelle, die in der pars distalis der Adenohypophyse liegt, bildet und
sezerniert TSH. Das gebildete TSH stimuliert die Schilddriisenzellen zur Produktion
und Freisetzung von Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) iiber eine durch den TSH-
Rezeptor vermittelte Signalkaskade.

Die steigende Konzentration der beiden Schilddriisenhormone T3 und T4 im Blut

2Hormon zur Regulation des Kalzium-Phosphat-Stoffwechsels
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fiihrt dann zu einer negativen Riickkopplung auf Ebene der Hypophyse. Die entschei-
dende Grofe des Regelkreises ist hierbei das intrahypophysire freie T3, was durch die
Dejodierung von T4 entsteht. Das T3 hemmt die Expression der TSH-Gene. So kann die
TSH -bildende Zelle auch bei erh6htem TRH -Angebot nicht mehr mit TSH Sekretion
reagieren. Ob auch die Freisetzung von TRH direkt durch die T3 beeinflusst wird, ist
nicht sicher geklart.

Durch den beschriebenen Regelkreis zwischen Hypothalamus, Hypophyse und der
Schilddriise bleiben die Konzentrationen der freien Schilddriisenhormone im Serum kon-

stant, und eine stabile Stoffwechsellage wird gewahrleistet [93].

Hypothalamus

Stoffwechsel Ts & Ty Hypophyse

Schilddriise

Abbildung 2.1.: Hypothalamo-hypophysio-thyreoidaler Regelkreis

2.2.2. Die Wirkung des Thyreoidea-stimulierenden Hormons
(TSH)

TSH reguliert alle Schritte der Schilddriisenhormonsynthese und -Sekretion. Die Sekre-
tion unterliegt einem zirkadianen und einem jahreszeitlichen Rhythmus. Auf Phasen mit
niedriger Umgebungstemperatur reagiert der Organismus mit einer gesteigerten TSH-
Sekretion, vermehrter Bildung von Schilddriisenhormon, einem gesteigerten Grundum-
satz und dadurch vermehrter Warmebildung. Ohne die Stimulation durch TSH wiirde
die Schilddriise nur einen Basisstoffwechsel von etwa 10-20 % der normalen Schilddrii-

senhormonproduktion unterhalten.
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Das durch die Hypophyse sezernierte TSH bindet sich an den TSH-Rezeptor, der in
der Basalmembran der Schilddriisenzelle verankert ist. Der TSH -Rezeptor ist mit sie-
ben Transmembrandoménen in der Plasmamembran lokalisiert und an ein heterotrimeres
G-Protein gekoppelt. Durch die Bindung von TSH wird eine intrazelluldre Signaltrans-
duktion ausgelost, die durch das G-Protein vermittelt zu einer Aktivierung der Ade-
nylatzyklasekaskade fiihrt. Die resultierende Cyclo-AMP-Bildung fiihrt zur Aktivierung
der Jodaufnahme und zur vermehrten Hormonsekretion. Die Hormonsynthese und die
Jodierung von Thyreoglobulin der Thyreozyten werden {iiber einen Teil des G-Proteins

vermittelt, der den Inositolphosphatweg aktiviert.

TSH stimuliert aufserdem das Wachstum der Thyreozyten und nimmt damit nicht nur
Einfluss auf die Funktion der Schilddriise, sondern auch auf deren Morphologie. Eine
pathogenetische Bedeutung hat der TSH-Rezeptor beim Morbus Basedow und bei der
funktionellen Autonomie der Schilddriise. Dies wird ausfiihrlich in Kap. 2.4.4.3 behan-
delt.

2.3. Schilddriisenhormone

2.3.1. Die Rolle der thyreoidalen Peroxidase (TPO) in der
Biosynthese

Jenseits der Regulation der Schilddriisenhormonsynthese durch TSH wird die Schild-
driisenhormonsynthese durch die Jodidkonzentration im Blut beeinflusst. Bei niedrigen
Jodidkonzentationen wird Jod vermehrt aus dem Magen-Darm-Trakt aufgenommen und
die Hormonproduktion der Schilddriise wird stimuliert. Liegt ein hoher Gehalt an Jodid
im Blut vor, so wird die Aufnahme von Jod sowie die Schilddriisenhormonproduktion
gehemmt |30]. Die tégliche Menge an Jod, die ein Erwachsener mit der Nahrung aufneh-
men muss, betrigt nach Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung ca.
200 pg.

Die Schilddriisenhormonsynthese ldsst sich in die Abschnitte “Aufnahme von Jod“
(Jodination), “Einbau von Jod in das Thyreoglobulin“ (Jodisation) und “Kopplung der

Hormonvorstufen“ gliedern.

Jod wird aktiv und unter Energieverbrauch mit Hilfe des Natrium-Jodid-Symporters
(NIS) entgegen des Konzentrationsgefilles in die Schilddriisenzelle transportiert. Die
treibende Kraft fiir den Jodidtransport, bei dem zwei Na-Ionen zusammen mit einem

Jod-lon in die gleiche Richtung transportiert werden, ist ein ins Zellinnere gerichteter
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Na-Gradient, der durch eine Na-K-ATPase aufrecht erhalten wird. TSH ist der wichtigste
Modulator des Jodid-Transporter, der iiber den Adenylatzyclase-cAMP-Weg stimuliert
wird [52].

Das auf diese Weise in der Zelle 10-200-fach angereicherte Jod wird dann an der apika-
len Zellwand durch den Halogenidtransporter Pendrin oder hAIT (human apical iodide

transporter) aktiv in das Follikellumen transportiert.

Die in der apikalen Zellwand verankerte Schilddriisenperoxidase (TPO) iiberfiihrt Jo-
did in eine reaktivere Form unter Beteiligung von Wasserstoffperoxid. Die Bereitstellung
des Wasserstoffperoxids geschieht mithilfe der NADPH- abhéngigen Thyreoidea-Oxidase
I und II |85].

Die TPO ist ein membranstindiges Protein, das aus 933 Aminosiuren besteht. Das
rund 150 kB groke TPO-Gen ist auf Chromosom 2pter-p12 lokalisiert und kodiert fiir
2 mRNA von 4 kB und 3,2 kB, die wiederum in 100 und 107 kDa grofe Glykoproteine
translatiert werden. Das aktive Zentrum der TPO ist ein Him-Rest als prosthetische

Gruppe lokalisiert. Fiir seine Synthese ist somit auch Eisen notwendig [11].

Nach der Aktivierung des Jodids katalysiert die TPO die oxidative lodierung der Ty-
rosinreste des Thyreoglobulins. Das Thyreoglobulin ist ein Glykoprotein, dass von den
Schilddriisenfollikelzellen produziert und ins Follikellumen sezerniert wird. Durch die

Jodierung der Tyrosinreste werden die Hormonvorlaufer Monojodthyrosin (MIT) und
Dijodthyrosin (DIT)gebildet.

In einer weiteren TPO abhingigen Reaktion werden die Hormonvorldufer MIT und
DIT durch Bildung einer Etherbriicke miteinander verbunden. In Abhéingigkeit von der
Anzahl der lIodatome in den lodthyrosinresten entsteht entweder Trijodthyronin, T3
(Kopplung von MIT und DIT) oder Tetrajodthyronin, T4 (Kopplung von zwei Mole-
kiilen DIT). Die Schilddriisenhormone sind durch ihre Bindung an das Thyreoglobulin

inaktiv und werden bis zu ihrer Freisetzung im Follikellumen gespeichert.

Sinkt die Konzentration von Schilddriisenhormonen im Blut, wird durch TSH die Wie-
deraufnahme des Thyreoglobulin-Hormon-Komplexes aus dem Follikellumen geférdert.
Dieser Prozess wird durch die Verfliissigung des Kolloids durch proteolytische Enzyme
am Rande des Follikels eingeleitet. Danach erfolgt zunéchst eine Pinocytose von Kolloid-
tropfen, diese verbinden sich dann mit den Lysosomen zu Phagolysosomen. Nach einer
dort stattfindenden hydrolytischen Abspaltung von Thyroxin und Trijodthyronin vom

Thyreoglobulin kénnen dann die Hormone T4 und T3 iiber Diffusion ins Blut freigesetzt
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werden. Dabei werden auch die Hormonvorlaufer MIT und DIT freigesetzt, deren Jod in
einem Recyclingprozess wieder in den Hormonbildungskreislauf eingeschleust wird. Auch

intaktes Thyreoglobulin gelangt wahrscheinlich auf diesem Weg in den Blutkreislauf.

Die Schilddriisenperoxidase (TPO) ist in der apikalen Membran von Schilddriisenfolli-
kelzellen derart verankert, dass die katalytische Region zum Follikellumen hin orientiert
ist. So gelagert katalysiert sie zum einen die Oxidation von Jodid zu elemetarem Jod,
und zum anderen die Jodierung von Tyrosylresten im Thyreoglobulin sowie die Kopp-
lung von MIT und DIT zu den Hormonen T3 und T4. Damit kommt diesem Enzym eine

Schliisselrolle in der Biosynthese der Schilddriisenhormone zu.

2.3.2. Periphere Regelmechanismen

Die Schilddriise versorgt den Organismus mit Schilddriisenhormon. Wiahrend das gesam-
te Thyroxin (T4) direkt aus der Schilddriise sezerniert wird, stammt der {iberwiegende
Teil des im Blut zirkulierenden T3, das wohl fiir alle durch Schilddriisenhormone be-
dingten biologischen Effekte verantwortlich ist, aus der Monodejodierung des T4 in der

Peripherie.

Die Konversion von T4 zu T3 wird nach dem Bedarf geregelt und durch die 5°-Dejodase
Typ I katalysiert, die eine Abspaltung des seitenkettenfernen Jodatoms bewirkt. Dieser
Mechanismus bietet die Moglichkeit, die Menge des wirksamen T3 genau der Stoffwech-
sellage anzupassen. Die Abspaltung des Jodatoms wird durch Faktoren wie TSH, Selen,

ein hohes Angebot an Kohlenhydraten und Schilddriisenhormonen geférdert.

Da in katabolen Stoffwechselsituationen (z.B. Fasten oder Allgemeinerkrankungen) we-
niger stoffwechselwirksames Hormon bendtigt wird, wird die Aktivitdt der 5 -Dejodase
Typ I gehemmt, und stattdessen wird T4 {iberwiegend in das nichtstoffwechselwirksame
reverses T3 (rT3) konvertiert. Fiir diese Reaktion, bei der das seitenkettennahe Jodatom

abgespalten wird, ist die 5 "-Dejodase Typ III verantwortlich.

Die 5‘-Dejodase Typ II, die nur in der Hypophyse vorkommt, katalysiert ebenfalls
die Umwandlung von T4 in T3, allerdings fiihrt diese Umwandlung zu Anpassungen im
Stoffwechsel, weil die Menge an T3 in der Hypophyse die Regelgroke zu Anderungen
in der TSH-Ausschiittung darstellt. Die 5‘-Dejodase Typ II reguliert im Rahmen des
Hypothalamus-Hypophysen-Systems die Menge der freigesetzten Schilddriisenhormone
(siche 2.2).

Schilddriisenhormone werden im Blut von Tragerproteinen transportiert, da sie nicht
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wasserloslich sind. Diese Eiweiftbindung verhindert auferdem den Verlust der Protei-
ne iiber die Niere. Die Transportproteine sind zu 75% das thyroxinbindende Globulin
(TBG), zu 10% das thyroxinbindende Albumin (TBA) und zu 15% das thyroxinbinden-
de Praalbumin (TBPA). Solange die Hormone an die Transportproteine gebunden sind,
sind sie stoffwechselinaktiv. Nur 0,3% des T3 und 0,3% des T4 liegen ungebunden vor,
man bezeichnet sie auch als die sogenannten freien Schilddriisenhormone (fT'3 und £T4).
Nur der ungebundene Anteil der Schilddriisenhormone kann an die Rezeptoren im Ziel-

gewebe binden und dort zu hormoneller Wirkung fiihren.

Die Aufnahme der Hormone in die Zielzellen des Korpers erfolgt zum einen durch
Diffusion, zum anderen durch aktiven, carriervermittelten Transport. Nachdem sie von
den Zielzellen aufgenommen worden sind, erfolgt dann die Bindung an nukleare T3-
Rezeptoren. Es existieren verschiedene Isoformen des Thyroid hormone receptors (TR),
die je nach Gewebe unterschiedlich exprimiert werden. Die T3 Wirkung ist umso stér-
ker je mehr Rezeptoren exprimiert sind. Die TR interagieren nach Bindung von T3 mit
spezifischen DNA-Sequenzen, die dann iiber die mRNA-Synthese die Expression ver-

schiedener Gene steuern.

Aber die komplexen Wirkungen der Schilddriisenhormone beruhen nicht alleine auf
der verdnderten Genexpression und der daraus resultierenden Palette der gebildeten
Proteine bzw. Enzyme, sondern die Schilddiisenhormone binden sich auch direkt an
Proteine in den Mitochondrien, im Endoplasmatischen Retikulum und im Zytosol, um

so ihren regulierenden Einfluss geltend zu machen.

2.3.3. Physiologische Wirkungen der Schilddriisenhormone

T3 stimuliert den gesamten Metabolismus des Korpers. In erster Linie wird der zellulére
energiekonsumierende Natrium-Kalium-Transport stark beschleunigt. Zu diesem Zweck
wird die Utilisation von Kohlenhydraten verstirkt. Die intestinale Kohlenhydratresorpti-
on wird stimuliert, die Vorginge Glukoneogenese, Glykolyse und Glykogensynthese sowie
Glykogenolyse werden vermehrt durchgefiihrt. Auch die Proteinsynthese wird angekur-
belt, was bei physiologischer Menge an Schilddriisenhormenen zu einer anabolen Stoff-
wechsellage fiihrt, und bei einer erhohter Konzentration von T3 katabole Effekte nach
sich zieht. Genauso wird die Fettverbrennung angeheizt. Durch die Steigerung der Fett-
mobilisation wird mehr Speicherfett verbraucht, gleichzeitig wird auch die Lipidsynthese
méfig erhoht. Deshalb kommt es in diesem Zusammenhang zu einem Abfall des Chole-
steringehaltes im Blut. Durch einen hohen T3-Spiegel wird also mehr Energie verbraucht.
Zu diesen Verbrennungsprozessen ist Sauerstoff notwendig. Die Sauerstoffverbrauch, also

der Grundumsatz, ist erhoht und die dabei freiwerdende Wirme dient der Thermoge-
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nese. Am Herzen fiihrt T3 zu einer Steigerung der Kontraktilitit des Myokards, einer
Steigerung des Schlagvolumens, einer Steigerung der Herzfrequenz und daraus folgend
einer Steigerung der Blutdruckamplitude. Die Wirkung am Herzen wird durch eine Zu-

nahme der 3- Rezeptoren am Herzen vermittelt.

Neben der Rolle im Metabolismus kommt dem T3 eine wichtige Wirkung bei Wachs-
tum und Entwicklung zu. Ein Fehlen an Schilddriisenhormonen kann hier zu schweren
Storungen des Wachstums fiihren. Das Knochenwachstum und der Epiphysenschluss
sind verzogert. Es kann zu irreversiblen Stérungen der Gehirnreifung kommen und in
den Lungen ist die Bildung von Surfactant gestort. Das klinische Bild ist unter dem

Namen Kretinismus bekannt.

2.4. Klassifikation der Schilddriisenkrankheiten in der

Humanmedizin

2.4.1. Morphologische Verianderungen
2.4.1.1. Struma

Unter einem Kropf bzw. einer Struma versteht man eine Vergroferung der gesamten
Schilddriise oder von Teilen der Schilddriise. Die Bezeichnung ,Struma®“ wird grund-
sitzlich als Uberbegriff fiir alle Arten von ,Vergréferung® der Schilddriise verwendet
unabhingig von deren Ursache. Die Vergroferung wird entweder durch eine diffuse Ver-
mehrung des Schilddriisengewebes (diffuse Struma) verursacht oder durch das Entstehen
von einem oder mehreren Knoten (Knotenstruma - Struma uninodosa/multinodosa). Bei
normaler Funktion spricht man von ,euthyreoter Struma®, bei Uberfunktion von ,hypert-

hyreoter Struma“ und bei Unterfunktion entsprechend von ,hypothyreotem Struma®.

Die haufigste Ursache eines Strumas ist der Jodmangel. Die tigliche Jodzufuhr sollte
bei im Mittel bei 200 pg liegen. Weltweit leben ca. 1 Milliarde Menschen unter Jodman-
gelbedingungen. Uber 200 Millionen haben ein klinisch bedeutsames Struma. Deutsch-
land zahlt zu den joddrmsten Léndern der Erde. In der Literatur wird angegeben, dass
die von der WHO empfohlene Jodaufnahme in Deutschland nur ca. 50 % betrigt. 30 %
der Bevolkerung sind von Jodmangelerscheinungen betroffen. Diesem Umstand begeg-
net man mit der Jodierung von Speisesalz. Von einem relativen Jodmangel spricht man,
wenn in den Lebensphasen der Pubertit, Schwangerschaft und Stillzeit ein Jodmangel
entsteht, der durch den erh6hten Jodbedarf in dieser Zeit begriindet ist. Deshalb mani-

festiert sich ein Kropf insbesondere zu diesen Zeiten.
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Bei Jodmangel droht ein Mangel an Schilddriisenhormon, dessen lebensnotwendige
Funktion in vielen Stoffwechselprozessen bereits beschrieben wurde (siehe Kap. 2.3.3).
Als Gegenregulation wird die Schilddriise zu vermehrter Aktivitit angeregt, um das vor-
handene Jod optimal auszunutzen. Dies geschieht durch das Steuerhormon TSH aus der
Hypophyse, was wiederum zu einer funktionellen Adaptation durch Regulation der Syn-
theseleistung und Hormonabgabe fiihrt. Im Zuge dessen fiihrt T'SH zur Zellhypertrophie.
Zusitzlich werden durch den Jodmangel in der Schilddriise Wachstumsfaktoren (IGF I,
und IGF II, EGF, TGF, FGF) freigesetzt, die einen Wachstumsreiz auf die Schilddrii-
senzellen ausiiben, der zur Zellhyperplasie fiihrt. Bei Jodmangel ist das Gleichgewicht
zwischen wachstumsstimulierenden und wachstumshemmenden Faktoren gestort. Der
Proliferationsfaktor IGF-I wird normalerweise durch Jod gehemmt; im Jodmangel ent-
fallt diese Schutzfunktion. Auflerdem ist die Bildung von lodlaktonen vermindert und
ihre wachstumshemmenden Eigenschaften ebenfalls. Zusétzlich kommt es bei Jodmangel
zu einer Sensibilisierung gegeniiber der trophischen Wirkung von TSH [32|. Das Eu-
thyreote Struma macht 90 % der Schilddriisenerkrankungen aus, wobei noch geniigend
Schilddriisenhormon gebildet wird. Allerdings verdndert sich das Verhéltnis von T3 und
T4 zugunsten des potenteren T3.

Bei grofseren Struma konnen durch den Druck auf die Luft- und Speiserchre, den die

vergroferte Schilddriise bewirkt, Beschwerden auftreten. Dazu gehoren:
Druck- und Klofsgefiihl,
Schluckbeschwerden,

Dyspnoe bei Belastung,

Dyspnoe bei bestimmten Kopfhaltungen.
Auferdem wird durch die stindige Belastung der Atmung und durch den Druck auf

die Blutgefifte das rechte Herz belastet. Es bildet sich moglicherweise ein sogenanntes

Kroptherz. Die Irritation des Nervus recurrens ruft Heiserkeit hervor.

Die durch den Jodmangel ausgelosten Wachstumsschiibe des Schilddriisengewebes be-
dingen Erndhrungsstérungen. Das neugebildete Gewebe erscheint inhomogen. Die Zellen
der Schilddriise reagieren auf die verdnderten Wachstumsimpulse nicht gleichméfig, man-
che Zellbezirke wachsen stirker als andere. Verstiarkt poliferierende Schilddriisenzellen
scheinen fiir das Auftreten von Mutationen besonders anfillig zu sein. Schliefen jene
iiberaktive Zentren sich zu Verbidnden zusammen, konnen Knoten entstehen, die auto-
nom (d.h.vom TSH-Einfluss entkoppelt) Schilddriisenhormon produzieren. Man spricht
dann nicht linger vom euthyreoten Struma, was ausschlieflich eine Volumenzunahme
des Organs charakterisiert, sondern vom sogenannten ,toxischen Knotenstruma“, was

der Hormonbildung dieses Gewebes Rechnung tragt.
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Geht die Kropfbildung mit Hyper- oder Hypothyreose einher, manifestieren sich zu-

sitzlich die bei diesen Funktionsstorungen im Kap. 2.4.3 genannten Symptome.

Neben dem Jodmangel gibt es noch andere Ursachen, die einen Kropf verursachen kon-
nen. Einen Grund fiir die Entstehung eines Struma konnen strumigene Substanzen sein.
Von den folgenden Verbindungen ist bekannt, dass sie die Kroptbildung begiinstigen:
Thiocyanate, Nitrate, Phenolderivate, Zyanoglykoside (Goitrin), Flavonoide und Resor-
cinol. Genauso unterstiitzen Zink und Selenmangel die Strumaentstehung. Auferdem
gibt es Medikamente (z. B. Amiodaron 2.4.2.2, IFN-«, IL-2, Lithium, Carbamezepin,
Phenytoin und Haloperidol) von denen beschrieben ist, dass sie die Schilddriisenfunk-
tion beeinflussen, obwohl hier zum Teil eine Thyreoiditis eher zu erwarten ist als ein
Struma [43]. In seltenen Féllen fithren Dyshormogenesen, durch Enzymdefekte in der
Biosynthese der Schilddriisenhormone, zum Struma. Auch andere Erkrankungen kon-
nen eine Strumabildung bedingen: Zystenbildung, Amyloidosen, Blutungen, Traumata,
Metastasen, Malignome anderer Organe, Hypophysentumore, Schilddriisenhormonresi-
stenz oder Akromegalie. Grundsétzlich konnen alle der in den folgenden Kapiteln néher

beschriebenen Krankheiten mit einer Strumabildung einhergehen:

e Neoplasien (siehe Kap.2.4.1.2)
e Schilddriisenentziindungen (siehe Kap.2.4.2)
e Hyper- und Hypothyreose (siehe Kap.2.4.3)

e Immunthyreopathien?

2.4.1.2. Schilddriisentumoren

Obwohl gutartige Zubildungen in der Schilddriise hdufig sind, handelt es sich dabei meist
um polyklonale Knotenbildungen, die in Folge der Wachstumsstimulation bei Jodmangel
entstehen (siehe Kap. 2.4.1.1). Echte beninge Neoplasien wie follikuldre Adenome treten,
genau wie die Schilddriisenmalignome, seltener auf. Die durchschnittliche Pravalenz ein-
zelner Knoten der Schilddriise liegt bei 6,4 % bei Frauen und 1,5 % bei Ménnern [34].

Einteilung der Schilddriisentumoren nach der WHO-Klassifizierung der Schilddriisen-

tumore:

1. Epitheliale Tumoren
a) benigne

i. follikulares Adenom

3Pathologischer Wachstumsreiz, durch irregulir entstandenes TSH oder TSH &hnliche Stoffe (siehe
Kap.2.4.4).
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ii. andere
b) maligne
i. follikuldres Karzinom
ii. papillires Karzinom
iii. medulldres Karzinom (C-Zell Karzinom)
iv. undifferenzierte Karzinome

v. andere

2. Nichtepitheliale Tumoren
a) benigne

b) maligne
3. Maligne Lymphome
4. Andere
5. Sekundére
6. Unklassifizierbare Tumoren

7. Tumor-like Lesions

Adenome

Ein Adenom ist ein gutartiger Tumor der vom Schilddriisengewebe ausgeht. Es ist der
haufigste gutartige Tumor der Schilddriise. Diese Art der Umfangsvermehrung kommt

bevorzugt bei jungen Frauen vor.

Das Adenom verfiigt iiber eine deutliche Kapsel und verdréngt das umliegende Schild-
driisengewebe. Héufig findet man auch fibrosierende oder verkalkte Zentren. Die meisten
Schilddriisenadenome sind endokrin inaktiv und stellen sich aus diesem Grund in der
Szintigraphie als kalte Knoten dar. Sie werden daher hiufig mit Malignomen verwech-
selt. Es gibt allerdings auch endokrin aktive Adenome sog. autonome Adenome, auf die
dann das klinische Bild der funktionellen Autonomie zutrifft (siehe Kap.2.4.3.2).

Das hyalinisierte trabekulire Adenom ist eine ungewohnliche Adenomvariante, die
als Differentialdiagnose histologisch und immunhistochemisch vom papilliren und vom
medulldren Karzinom abzugrenzen ist. Trotz zytologisch und histologisch scheinbar ma-
lignen Merkmalen (Zellreichtum, Zellpolyorphie, Mitosereichtum) verursacht es weder

Gefafinvasion noch Kapseldurchbriiche.
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Karzinome

Bosartige Schilddriisentumoren zdhlen zu den seltenen Tumorerkrankungen. Von allen
Krebserkrankungen machen sie nur etwa 0,5 bis 1% aus. Ungefahr 95 % der Schild-
driisenmalignome sind primére Karzinome und stellen damit die haufigsten endokrinen

Karzinome dar.

Der Hauptteil der priméren Schilddriisenkarzinome geht von den Thyreozyten aus und
wird als differenziertes Schilddriisenkarzinom bezeichnet. Zu den differenzierten Schild-
driisenkarzinomen gehoren das papilldre und das follikuldre Schilddriisenkarzinom. Dif-
ferenzierte Schilddriisenkarzinome dhneln noch weitgehend dem normalen Schilddriisen-

gewebe und haben damit einen niedrigen Grad der Bosartigkeit.

Zu den undifferenzierten Schilddriisenkarzinomen, die auch als anaplastische Karzi-
nome bezeichnet werden, gehoren spindelzellige, parenchymatose und kleinzellige Kar-
zinome, die alle einen hohen Grad an Bosartigkeit aufweisen und nur noch eine geringe

Ahnlichkeit zum normalen Schilddriisengewebe zeigen.

Einen Sonderfall stellt das medullidre Schilddriisen-Karzinom dar, weil es durch eine
Entartung der sogenannten C-Zellen entsteht. Diese C-Zellen produzieren das den Kalzi-
umstoffwechsel regulierende Hormon Kalzitonin. Bei Patienten mit medulldrem Schild-
driisenkarzinom sind die Kalzitoninwerte extrem erh6ht und werden mit dem Pentagastrin-

Test laborchemisch nachgewiesen. [76].

Die Ursachen fiir die Entwicklung der Schilddriisenkarzinome sind nur fiir das medul-
lare Schilddriisenkarzinom geklért. Dafiir ist eine Mutation im RET-Protooncogen auf
Chromosom 10 verantwortlich. Begiinstigende Faktoren fiir die Entstehung von Schild-
driisenkarzinome sind Jodmangel 4, Strahlung ® und genetische Faktoren 6.
Beschwerden treten meist erst mit zunehmender Tumorgréfe auf. Diese dufsern sich dann
durch die Einengung der umliegenden Strukturen und deren Folgen, wie sie bereits im
Abschnitt 2.4.1.1 beschrieben wurde. Eine Storung der Schilddriisenfunktion liegt in den
meisten Fallen nicht vor. Sollte dennoch eine Hyperthyreose bestehen, so resultiert diese
eher aus einem gleichzeitig vorliegenden Morbus Basedow oder einer Autonomie (siehe
Kap. 2.4.4.3 und Kap. 2.4.3.2).

Die Gefahr des Schilddriisenkarzinoms liegt hauptséchlich in der Metastasierungsneigung

4In Gebieten mit Jodmangel ist das Risiko auf das 2,3-fache erhéht.

5Einfluss ionisierender Strahlen im Halsbereich und im Kindesalter erhéht das Risiko auf das vier bis
45-fache der normalen Inzidenz.

Smultiple endokrine Neoplasien, MEN-Syndrom zeigt familifire Hiufung.
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und dahingehend unterscheiden sich die einzelnen Karzinomtypen’ voneinander.
Andere Tumoren

Aufer den oben beschriebenen Adenomen und Karzinomen kommen noch einige an-
dere Tumorarten in der Schilddriise vor. Als Beispiel fiir einen nichtepithelialenTumor
kann man das maligne Haemangioendotheliom (epitheloides Angiosarkom) anfiihren. Ein
Vorkommen dieses malignen Gefafstumors wird hauptséchlich in alpinen Strumaendemie-
gebieten beschrieben.

Maligne Lymphome, die etwa 5 % aller Schilddriisentumoren ausmachen, kommen ver-
mehrt bei Frauen vor, bei denen TPO-Antikorper oder Antikorper gegen Thyreoglobulin
im Serum nachgewiesen werden konnten. Sie entwickelten sich sehr haufig in der Folge
einer Hashimoto-Thyreoiditis. Primére maligne Lymphome der Schilddriise kénnen zum
iiberwiegenden Teil den Lymphomen des Mucosa assoziierten lymphatischen Gewebes
(Malt) zugerechnet werden. Eine Beteiligung des Gastrointestinaltraktes wird in diesem

Zusammenhang oft beobachtet.

Héufige metastatische Tumoren sind: Nierenzellkarzinom, Mammakarzinom, Bron-

chuskarzinom, malignes Melanom, Karzinome des Oesophagus [34].

2.4.2. Schilddriisenentziindungen

Bei einer Thyreoiditis handelt es sich um eine herdférmig oder diffus auftretende Entziin-
dung des Schilddriisengewebes. Entziindungen der Schilddriise machen etwa 1-3 % aller
Schilddriisenerkrankungen aus. Sie werden zum einen nach ihrer Entstehungsursache,
und zum anderen nach ihrem Verlauf in akute, subakute und chronische Entziindungen

unterteilt, von denen jede ein eigenstindiges Krankheitsbild darstellt.

7

e Follikulires Schilddriisen-Karzinom: Lymphknotenmetastasen sind selten. Es werden vorwiegend
Fernmetastasen in gleicher Haufigkeit in der Lunge und in den Knochen beobachtet.

o Papilldres Schilddriisen-Karzinom: Bei ca. 2/3 der Patienten treten Lymphknotenmetastasen in
den benachbarten Halslymphknoten auf. Fernmetastasen finden sich hiufiger in der Lunge als in
den Knochen und sind bei Patienten jiinger als 40 Jahre allerdings sehr selten.

o Medulldres Schilddriisen-Karzinom: Es treten sowohl Lymphknotenmetastasen als auch Fernme-
tastasen, z.B. in Lunge, Leber, Knochen und Nebenniere auf.

e Undifferenziertes/anaplastisches Schilddriisen-Karzinom: Meist sind bereits zum Zeitpunkt der

Diagnosestellung Lymphknoten- und Fernmetastasen vorhanden. Neben der Lunge und den Kno-
chen sind hier das Gehirn und die Leber betroffen.
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Akute Thyreoiditis | Subakute Thyreoiditis ‘ Chronische Thyreoiditis
Infektiose T. Granulomatose T. de Quer- | Chronisch lymphozytére T.
vain
Tatrogene T. Lymphozytéare T./Silent T. | Autoimmunthyreoiditis
(Hashimoto-Thyreoiditis)
Postpartale T. chronisch fibrosierende T.
(Riedel)
Medikamentds induzierte T.

Tabelle 2.1.: Einteilung der Thyreoditiden

2.4.2.1. Akute Thyreoiditis

Die akute Thyreoiditis wird meist durch Bakterien ausgelost, die auf dem Blut- oder
Lymphweg von ihrem urspriinglichen Infektionsort, z.B. dem Rachen, in die Schilddriise
verschleppt werden. Dort fiihren sie zu einer bakteriellen Infektion. Die akute Thyreoiditis
tritt nur sehr selten auf. In den Koérper eingedrungene Bakterien greifen die Schilddriise
normalerweise nur bei geschwéchten Abwehrkraften an. Dariiber hinaus kann auch durch
Trauma, Lymphogranulomatose, Sarkoidose, Parasitenbefall, Mykose, oder durch radio-
aktive Bestrahlung (Tumorbehandlung im Hals- oder Brustbereich), eine Schidigung des

Schilddriisengewebes und damit eine akute Entziindungsreaktion hervorgerufen werden.

Charakteristisch ist eine plotzlich einsetzende Entziindung mit starkem Druckschmerz.
Hinzu kommen Fieber, Schwellung der Schilddriise sowie Uberwirmung und Rétung der
Schilddriise. Bei einer akuten, bakteriell ausgelosten Schilddriisenentziindung besteht die

Gefahr, dass sich eitrige Herde abkapseln und Abszesse bilden.

Eine iatrogene Thyreoiditis kann durch fehlerhafte Feinnadelbiopsie, zwei Tage nach
einer Radiojodtherapie, als Folge einer Strahlentherapie oder bei Operationen anderer
zervikaler Strukturen entstehen. Die Symptome entsprechen denen der oben beschrie-
benen akuten Thyreoiditis, sind aber im allgemeinen selbstlimitierend und weniger dra-

stisch. Eine symptomatische Therapie ist in den meisten Fillen ausreichend.

2.4.2.2. Subakute Thyreoiditis

De Quervain beschrieb erstmals 1904 das Krankheitsbild der subakuten Thyreoiditis.
Die Erkrankung wird auch Riesenzellthyreoiditis genannt, weil sich Riesenzellen im Ge-
webe der Schilddriise gebildet haben. Die Ursachen der Thyreoiditis de Quervain ist bis

heute nicht eindeutig geklart. Vermutet wird, dass bei Menschen mit erblicher Neigung
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zu dieser Erkrankung, im Anschluss an einen Virusinfekt, der hiufig Atmungstrakt-
assoziiert ist, die Entziindung der Schilddriise letztlich durch eine iiberschiefende Im-

munreaktion ausgelost wird.

Die subakute Thyreoiditis ist mit erheblichen Schmerzen verbunden, die ins Ohr, den
Ober- bzw. Unterkiefer ausstrahlen. Zu den Symptomen zdhlen allgemeines Krankheits-
gefiihl mit Fieber, Abgeschlagenheit und Leistungsschwiche, so wie man das bei einem
schweren viralen Infekt erwarten wiirde. Zunichst kommt es in der Anfangsphase der
Erkrankung zu einer Hyperthyreose mit den entsprechenden Symptomen (siehe Kap.
2.4.3.2). Dann normalisiert sich die Driisenfunktion bis zur Euthyreose und geht dann

héufig in eine Hypothyreose iiber.

Die lymphozytére oder sogenannte silent Thyreoiditis heiflt so, da sie symptomarm
ablauft. Es gibt keine Anzeichen einer Entziindung und histologisch gleicht das Bild der
in Kap. 2.4.4.2 erlduterten Hashimoto-Thyreoiditis mit starker lymphozytarer Infiltra-
tion und Ausbildung von Lymphfollikeln. Von dieser lisst sich die silent Thyreoiditis
nur durch ihren niedrigen Antikdrperspiegel abgrenzen. Es ist moglich, dass sich eine

Hypothyreose im Laufe der Zeit bildet.

Die postpartale Thyreoiditis tritt bei ca. 10 % der Frauen in den ersten sechs Mo-
naten nach der Entbindung auf. Bei Frauen die bereits vor oder wihrend der Schwan-
gerschaft schilddriisenspezifische Antikorper nachweisbar sind, steigt das Risiko an einer
Schwangerschaftsthyreoiditis zu erkranken auf 40 % [30]. Dabei entsteht eine voriiber-
gehende Hyperthyreose, die durch die iiberméfige Hormonabgabe der durch die Ent-
ziindung geschédigten Schilddriisenfollikel zustande kommt. Durch die Destruktion der
Follikel entsteht schliefslich eine Hypothyreose, der dann drei bis neun Monate spéter
die spontane Ausheilung folgt. Die Hyperthyreose dhnelt in ihrem Verlauf der subaku-
ten Thyreoiditis. Das allgemeine Krankheitsgefiihl und die charakteristischen Schmerzen
fehlen allerdings und so gestaltet sie sich in ihren Krankheitsanzeichen wesentlich milder.
Zur Pathogenese wird angenommen, dass es sich um einen sogenannten Rebound-Effekt

nach der Suppression der Immunprozesse wihrend der Schwangerschaft handelt.

Amiodarion ist ein Typ-III-Antiarrhythmikum. Da es mit den Schilddriisenhormo-
nen strukturverwandt ist und 39 % Gewichtsanteile Jod enthélt, kann es durch dessen
Einnahme zu einer medikamentés-induzierten Thyreoiditis kommen. Zytokine (Interfe-
rone, Interleukin-2) konnen ebenfalls eine Thyreoiditis auslosen. Man verwendet sie zur
Beeinflussung der zelluldren Immunregulation, u.a. bei Virusinfektionen und Tumoren.
Bei ldngerfristiger Therapie ist mit Funktionsstérungen der Schilddriise (meist Hypert-

hyreose, selten auch Hypothyreose) in 15 % der Fille zu rechnen. Besonders gefihrdet
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sind Frauen mit erh6hten Schilddriisenantikdrperwerten [30].

2.4.2.3. Chronische Thyreoiditis

Zur chronischen Thyreoiditis gehort die chronisch fibrosierende Thyreoiditis (Rie-
del) und die Hashimoto-Thyreoiditis. Erstere ist eine extrem seltene Sonderform der
chronischen Schilddriisenentziindung. Die Pathogenese ist nicht geklart, aber neuerdings
wird eine autoimmune Genese des Fibrosierungsprozesses diskutiert. Die Tatsache, dass
mehr als 50 % der Betroffenen Antikérper gegen Schilddriisenstrukturen bilden, legt eine
solche Vermutung nahe. Beim Riedel-Struma (eisenharte Struma) kommt es zu einer Fi-
brosierung der Schilddriise und ihrer Umgebung, das heift, es wird sehr hartes, chronisch
entziindetes Bindegewebe eingelagert. Dabei wird das Schilddriisengewebe zerstort. Die
Schilddriise ist dann gegen ihre Umgebung nicht mehr verschieblich und wird eisenhart.
Manchmal kommt es zusétzlich zu Fibrosierungen in anderen Korperregionen. Differen-

tialdiagnostisch muss es immer von Neoplasien der Schilddriise abgegrenzt werden.

Die Hashimoto-Thyreoiditis ist eine autoimmun verursachte Schilddriisenentziin-
dung. Sie wird auch als chronisch lymphozytéire Thyreoiditis oder autoimmune Thyreoidi-
tis bezeichnet. Die Bezeichnung Autoimmunthyreopathie schlieft neben der Hashimoto-
Thyreoiditis auch den Morbus Basedow mit ein. Deshalb werden Morbus Basedow und

die Hashimoto-Thyreoiditis im Abschnitt 2.4.4 gemeinsam erldutert.

2.4.3. Funktionsstorungen
2.4.3.1. Hypothyreose

Eine Hypothyreose ist eine Unterversorgung des Kérpers mit Schilddriisenhormonen. Der
Verdacht entsteht bei erhohtem TSH Wert und erniedrigter Konzentration des freien
Thyroxins. Da durch vermehrte Stimulation der Schilddriise bis zu einem gewissen Grad
der Schidigung die periphere Hormonkonzentration konstant gehalten werden kann, han-
delt es sich meist um einen flieRenden Ubergang von normaler Schilddriisenfunktion, iiber

die subklinische Hypothyreose® zur manifesten Hypothyreose .

Die Formen der Hypothyreose sind die primére, die sekundére und die tertiire Hypo-
thyreose. Von einer priméren Hypothyreose spricht man bei fehlender oder mangelhafter
Produktion von Schilddriisenhormonen durch Fehlfunktion der Schilddriise. Man unter-

scheidet hier noch zwischen angeborenen Ursachen ' und erworbenen Ursachen. Zu den

8TSH ist erhoht, fT4 ist normal

9TSH ist erhdht, fT4 ist erniedrigt

107 B.: Aplasie, Dysplasie, Jodfehlverwertung, periphere Schilddriisenhormonresistenz oder intrauterin
erworbene Hypothyreosen durch Jodexzess, Jodmangel, Aufnahme von strumigen Substanzen, Au-

21



2. Literatur Humanmedizinischer Teil

erworbenen Ursachen gehdren die iatrogenen Ursachen sowie die Krankheitsbilder, die
durch extremen Jodmangel oder Jodexzefs, entziindliche oder neoplastische Verdnderun-
gen der Schilddriise hervorgerufen werden (siehe dazu auch Kap. 2.4.1.1, Kap. 2.4.2, Kap.
2.4.1.2). Haufigste Ursache von erworbenen Schilddriisenunterfunktionen ist die Autoim-
munthyreoditis der Schilddriise. Dabei bildet der Korper Antikorper gegen das eigene
Schilddriisengewebe. Das Schilddriisengewebe wird zerstort und kann nicht mehr genii-

gend Schilddriisenhormone produzieren (Hashimoto-Thyreoiditis, siehe Kap.2.4.4.2).

Die sekundare Hypothyreose ist bedingt durch die fehlende zentrale Stimulation durch
die Hypophyse, z.B. durch Zerstoérung der Hypophyse durch einen Tumor, Einblutungen,

Granulome oder andere raumfordernde Prozesse.

Die noch seltenere sogenannte tertiire Hypothyreose bezeichnet den Ausfall der TRH-

Bildung durch den Hypothalamus.

Die Hypothyreose betrifft zwei % der Frauen und 0,1 % der Méanner. Meist wird ei-
ne Schilddriisenunterfunktion zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr entdeckt. Eins von
3000 bis 4000 Neugeborenen kommt mit einer Schilddriisenunterfunktion zur Welt, wobei

Médchen doppelt so hiufig betroffen sind wie Jungen.

Die Starke mit der sich die durch die Hypothyreose verursachten Beschwerden dufern,
hingt vom Schweregrad, der Dauer des Hormonmangels, vom Alter bei Krankheitsbeginn
und von Begleiterkrankungen ab. Nicht jeder Patient muss alle Symptome entwickeln.

Leitsymptome sind:

e Gewichtszunahme

e Trockene und kiihle Haut, frieren

e Haarausfall

e Herzvergroferung und Verlangsamung des Herzschlags (Bradykardie)
e Friiharteriosklerose in Folge von erh6hten Cholesterinwerten

e Durchblutungsstérungen, taube Fingerspitzen

e Myopathien

e Desinteresse, Konzentrationsschwéche

e Kopfschmerzen

e Impotenz, Zyklusstérungen bei Frauen, Verlust der Libido

toimmunerkrankungen der Mutter
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Myxédem

Rheumatische Beschwerden

Atembeschwerden

Verstopfung, Darmverschluss

e Heisere und tiefe Stimme

Schilddriisenhormone beeinflussen alle Stoffwechselvorginge des Koérpers und die Sym-
ptome sind deshalb sehr unspezifisch (siehe dazu Kap. 2.3.3). Besonders bei &lteren
Menschen ist Leistungsschwéche oft das einzige Symptom. Die Schilddriisenunterfunk-
tion wird aus diesem Grund oft verkannt und leicht mit allgemeinen altersbedingten

Verdnderungen verwechselt.

Eine besondere Verlaufsform ist die angeborene Hypothyreose, auch Neugeborenen-
Hypothyreose genannt. Sie fithrt unbehandelt zu schweren geistigen und korperlichen
Entwicklungsstorungen, dem Kretinismus. Deshalb werden alle Neugeborenen an ihrem
fiinften Lebenstag anhand einer Blutprobe (Fersenblutstropfen auf Filterpapier) auf das
Vorliegen einer Hypothyreose (Hypothyreose-Screening) untersucht [28]|. Bei Neugebo-
renen kann der Grund eine nicht angelegte oder eine unzureichend grofe Schilddriise
sein. Auch eine iiberméfkige Jodzufuhr kann eine Hypothyreose verursachen. Weitere Ur-
sachen fiir eine Hypothyreose sind ein Jodmangel der Mutter in der Schwangerschaft,
die Einnahme von schilddriisenhemmenden Medikamenten oder immunologische Ursa-
chen, wenn im Rahmen einer Immunthyreopathie die Antikérper der Mutter gegen die
Schilddriise diaplazentar auf das Kind iibergehen. Aus diesem Grund sollte bei ange-
borener Hypothyreose sowohl bei der Mutter als auch bei dem Kind eine Bestimmung
von Schilddriisenantikérpern vorgenommen werden. Die Symptome einer angeborenen
Hypothyreose sind dhnlich den oben beschriebenen Symptomen fiir den betroffenen Er-

wachsenen. Zusitzliche Anzeichen beim Neugeborenen sind:

e verspiteter Geburtstermin

e hohes Geburtsgewicht

e Trinkunlust, Erbrechen und Verstopfung
e verlangsamter Puls

e schlaffe Muskulatur und Bewegungsunlust
e trockene und teigige Haut

e ausdruckslose Mimik

Eine weitere Form der Hypothyreose ist die so genannte periphere Hormonresi-

stenz. Dies bedeutet, dass der Korper, oder auch nur ein einzelnes Organ, gegen Schild-
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driisenhormone unempfindlich ist, und sie nicht verwerten kann. Ursache ist eine Mutati-
on der hormonbindenden Doméne des T3-Rezeptor-b-Gens. Es entsteht das sehr seltene
Bild einer Hypothyreose, ohne dass ein Mangel an Schilddriisenhormonen festzustellen

ist.

Von einer peripheren Hypothyreose spricht man bei Hormonverlust infolge ei-
ner Nephropathie oder exsudativen Enteropathie. In diesen Fillen steht aber meist die

Grunderkrankung im Vordergrund.

Das hypothyreote Koma ist ein seltener Endzustand einer lange bestehenden schwe-
ren Hypothyreose. Es handelt sich um eine lebensbedrohliche Erkrankung, die durch
Hypothermie (30°C), Bradypnoe, Bradykardie, Hypotonie, verldngerte Reflexzeiten, Be-
wusstseinsstorungen und Krampfe gekennzeichnet ist. Auch wenn die Pathogenese der
Erkrankung noch nicht abschliefend geklirt ist, sind Stress, Herzinsuffizienz, Kalte-
schocks und Narkosen hiufige Ausloser dieser Stoffwechselkrise. Es besteht ein fliekender
Ubergang zwischen schwerer Hypothyreose und hypothyreotem Koma. Auch ohne Be-

wusstseinsstorung kommt es bei schwerer Hypothyreose in iiber 50 % zu Todesféllen.

2.4.3.2. Hyperthyreose

Eine Hyperthyreose ist eine Uberfunktion der Schilddriise mit Uberangebot an Schild-
driisenhormonen, das zu zahlreichen Krankheitserscheinungen des gesamten Kérpers bis

hin zur lebensgefihrlichen thyreotoxischen Krise fiihrt.

Fast immer liegt der Hyperthyreose eine Erkrankung der Schilddriise selbst zugrun-
de, die mit einer gesteigerten Produktion und Ausschiittung von Schilddriisenhormonen
einhergeht. Die Schilddriiseniiberfunktion wird in den meisten Fillen entweder durch die

Basedow-Krankheit oder eine Schilddriisenautonomie hervorgerufen.

Der Morbus Basedow ist eine Autoimmunerkrankung. Durch eine Fehlregulation des
Immunsystems kommt es zur Produktion von Antikérpern, die eine dhnliche Struktur
haben wie der physiologische Schilddriisenaktivator TSH und so an den TSH-Rezeptor
binden. Durch die stdndige Stimulation der Hormonproduktion kommt es zur Schilddrii-

seniiberfunktion. Der Morbus Basedow wird in Kap. 2.4.4.3 ausfiihrlich besprochen.

Bei der sogenannten Schilddriisenautonomie handelt es sich um ein Krankheitsbild,
bei dem Schilddriisengewebe, das dem korpereigenen Regelkreis zur Aufrechterhaltung
eines gleichbleibenden Schilddriisenhormonspiegels nicht mehr unterliegt, ungebremst

Schilddriisenhormone produziert. Auch in einer gesunden Schilddriise finden sich einzel-
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ne autonome Follikel, die fiir die Basisproduktion an Schilddriisenhormon verantwortlich
sind. Einen Krankheitswert gewinnt die funktionelle Autonomie dann, wenn die autono-
men Zellen so zahlreich sind, dass sie in der Lage sind, einen Uberschuss an Schilddrii-
senhormon zu produzieren. Ursdchlich ist meist ein Jodmangel vorhanden, der dann die
Proliferation von Schilddriisenzellen stimuliert. Bei dieser Poliferation kommt es zudem
zum Auftreten somatischer Genmutationen, die sich in diesem Fall hiufig in einer Muta-
tion des TSH-Rezeptors dufern. Der mutierte TSH-Rezeptor, der auch in Abwesenheit
von TSH die Signaltransduktion einleitet, bildet, durch seine stindige Aktivitit einen

Wachstumsreiz, der schlieflich zur Bildung autonomer Tochterfollikel fiihrt.

Autonomes Schilddriisengewebe kann einen Knoten in der Schilddriise (autonomes
Adenom) oder mehrere Knoten bilden (multifokale Adenome) oder fein iber die ge-
samte Schilddriise verteilt sein, dann spricht man von disseminierter Autonomie. Zur
Hyperthyreose kommt es zunéchst nicht, da die Knappheit des Bausteins Jod die Hor-
monproduktion begrenzt. Sobald sich jedoch die Jodversorgung verbessert, kann akut

eine thyreotoxische Krise auftreten.

Aufer dem Morbus Basedow und der funktionellen Autonomie der Schilddriise gibt es
noch andere allerdings weniger hdufige Ursachen einer Hyperthyreose.

Seltene Ursachen der Hyperthyreose:
e hormonproduzierende Schilddriisenneoplasien (Adenom, Karzinom)

e schr seltene schilddriisenhormonproduzierende Tumore aufserhalb der Schilddriise

(z.B. Ovarialtumore)

e hormonproduzierende Tumore der Hypophyse, die unter anderem das Thyreoidea-
stimulierende Hormon im Uberschuss produzieren z.B. Hypophysenadenom (ex-

trem selten)

e Entziindungen der Schilddriise, wie z.B. die Thyreoiditis de Quervain oder die
Hashimoto-Thyreoiditis (Hyperthyreose im Anfangsstadium durch Freisetzung ge-
speicherter Schilddriisenhormone, spiter durch Gewebszerstérung oft Hypothyreo-

se)
e Hypothyreosis factitia (bei Uberdosierung von Schilddriisenhormonen T3 und T4)
e periphere Uberempfindlichkeit gegeniiber Schilddriisenhormonen
e Schwangerschaftshyperthyreose
e Mutation des TSH-Rezeptors (Vererbte Verdnderung, nicht autoimmun-bedingt)

und
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e hypophysiare Hormonresistenz

Unabhiingig von der Ursache fithrt der Uberschuss an Schilddriisenhormonen zur Be-
einflussung aller Stoffwechselvorgénge des Kérpers. Typische Sympotome der Hyperthy-
reose sind Gewichtsabnahme trotz Appetitsteigerung, da die Koérperzellen mehr Energie
verbrennen. Eine erhohte Korpertemperatur fiihrt zu Schweifausbriichen und Warmein-
toleranz. Eine Schilddriiseniiberfunktion fiihrt zu gesteigerter korperlicher Aktivitit, zu
Unruhegefiihl, Nervositit, Reizbarkeit, Schlaflosigkeit trotz schnellerer Ermiidung, Stim-
mungsschwankungen bis hin zu Depressionen. Die Schilddriise ist hdufig jedoch nicht im-
mer zum Kropf vergrofert. Die Darmtétigkeit ist beschleunigt, es kommt zu haufigeren
Stuhlentleerungen bis hin zu massiven Durchfillen. Es kann zu Untergang von Leberge-
webe kommen. Die Haare fallen aus, uch der Stoffwechsel von Knochen ist beschleunigt,
es kann eine Osteoporose entstehen. Es kommt zur Muskelschwéiche und Muskelabbau.
Die Schilddriisenhormone machen den Korper gegeniiber den Stresshormonen Adrenalin
und Noradrenalin empfindlicher. Durch die potenzierten Wirkungen der Stresshormone
ergibt sich vor allem eine gesteigerte Herzaktivitdt. Eine erhohte Blutdruckamplitude,
ein beschleunigten Puls, Herzklopfen, Bluthochdruck, Herzvergrosserung und Herzrhyth-
musstorungen konnen auftreten. War das Herz schon vorgeschidigt, kann es sich bis
zum Herzinfarkt steigern. Insbesondere bei dlteren Menschen sind die Symptome oft
untypisch. Statt gesteigerter Aktivitdt tritt haufig Apathie mit Gewichtsverlust, Krifte-

verfall gemeinsam mit Herzproblemen auf.

Bei stark erhohten Schilddriisenwerten kann es zur thyreotoxischen Krise kommen.
Diese kann plotzlich einsetzen, wenn eine abrupte Belastung des Organismus hinzukommt

oder, im Falle der funktionellen Autonomie, eine Jodgabe stofartig stattfindet.

Die thyreotoxische Krise ist ein lebensbedrohlicher Zustand, der mit den folgenden

Symptomen einhergeht:

e Angst und Bewusstseinsverlust bis hin zum Koma

e Muskelschwiiche

e Erbrechen und Durchfall

e Fieber bis 41° C mit starkem Schwitzen und rascher Austrocknung des Korpers
e hochgradiger Beschleunigung des Herzschlags

e gefihrlichen Herzrhythmusstorungen

e Kreislaufversagen
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2.4.4. Autoimmune Schilddriisenerkrankungen

Autoimmune Schildriisenerkrankungen betreffen 3% der Weltbevolkerung. Die Gruppe
der Betroffenen gliedert sich in zwei Hauptgruppen, die unter Hyperthyreose leiden-
den Morbus Basedow Patienten einerseits, und die Gruppe der Hashimoto-Thyreoiditis
Patienten mit Hypothyreose andererseits. In beiden Fillen kommt es zu einem Zusam-
menbruch der immunologischen Toleranz und zur Entstehung von IgG-Antikérpern. Die
Antikorper richten sich im einzelnen gegen den TSH-Rezeptor (Morbus Basedow), ge-
gen Thyroglobulin (Hashimoto-Thyreoiditis) und gegen die TPO. Antikérper gegen die
TPO werden in 90% der Fille bei Morbus Basedow Patienten nachgewiesen und kom-
men bei 75% der Hashimoto-Thyreoiditiden vor. Aus diesem Grund ist der Nachweis von
TPO-Antikoérpern als Hinweis auf die dtiologische Diagnose von autoimmunen Schilderii-

senerkrankungen zu werten.

2.4.4.1. Autoimmunitit

Grundlage eines funktionierenden Immunsystems ist die Unterscheidung von kérpereige-
nen und korperfremden Stoffen. Das Ausbleiben der Immunantwort gegeniiber koperei-

genen Zellen nennt man Immunologische Toleranz'!.

Die Storung dieser Erkennungsmechanismen kann zu Autoaggressionsreaktionen fiih-
ren. Manifestieren sich solche Reaktionen, bei denen das Immunsystem des Korpers gegen
eigene Zellen vorgeht, spricht man von Autoimmunitit bzw. Autoimmunerkrankungen.
Die Pathogenese ist zwar im einzelnen noch nicht bekannt, jedoch weifs man einiges iiber
die Erkennungsmechanismen, deren Versagen als Ursache einer jeden Autoimmunkrank-

heit anzusehen ist.

Das Immunsystem lasst sich in zwei grofe Gruppen einteilen: die humorale und die
zellvermittelte Immunitit. Zur ersteren gehdren die Antikérper!'? und die sie produzie-
renden B-Lymphozyten, die andere Gruppe bilden die T-Lymphozyten und die durch sie
stimulierten Makrophagen. Die humorale Abwehr bekdmpft vorwiegend extrazellulére

Antigene'? und die zellulire Abwehr kommt vermehrt bei intrazelluliren Antigenen zum

"TImmunologischer Toleranz wird durch klonale Deletion von Lymphozyten durch ubiquitéire Selbst-
Antigene oder deren Inaktivierung durch gewebespezifische Antigene in Abwesenheit von Costimula-
tion erreicht.

12 Antikérper sind Immunglobuline, die von den B-Lympphozyten gebildet werden. Die Immunglobuline
sind aus zwei jeweils fiir die Gruppe charakteristischen schweren Proteinketten, und aus zwei leichten
Proteinketten aufgebaut, die miteinander in typischer Y-Form verkniipft sind. Daraus ergeben sich
dann, je nach Zahl und Anordnung, die Gruppen IgA, IgD, Igk, IgG und IgM. Funktionell sind sie
in der Lage, vereinfacht ausgedriickt, an die Fremdkorper (Antigene) anzudocken und diese zunéchst
zu neutralisieren, indem sie z.B. die Bindung von Viren oder Toxinen unmdglich machen und im
Anschluss gegebenenfalls zu zerstoren.

13Als Antigen wird jede Substanz bzw. jedes Merkmal auf Oberflichen bezeichnet, das eine Bildung
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Einsatz.

Der regulire Ablauf einer Immunreaktion, deren Ziel es ist, eingedrungene Antigene
zu eliminieren, lauft in drei Phasen ab. Die erste Phase nennt man die Erkennungsphase.
In dieser Phase wird der eingedrungene Fremdkérper zum einen von Antikorpern auf den
B-Lymphozyten, und zum anderen von T-Lymphozyten erkannt. Damit T-Lymphozyten
das Antigen erkennen, muss es von einer Antigen-prisentierenden-Zelle (APC) auf einem
MHC Klasse II-Molekiil préasentiert werden . Zusétzlich zu der Erkennung des MHC II-
Peptidkomplexes muss noch ein zweites sogenanntes costimulierendes Signal von der
APC ausgesandt werden, um eine Aktivierung der T-Zelle zu erreichen. Wahrend der
Aktivierungsphase werden spezifisch die Lymphozyten vermehrt, die das Antigen erken-
nen konnen. Auferdem machen die Lymphozyten eine Differenzierung zur sogenannten
Effektorzellen durch. Fiir die B-Zellen bedeutet das, dass sie, wenn sie iiber den passen-

den Antikorper verfiigen, beginnen denselben zu produzieren.

T-Lymphozyten lassen sich in zwei Klassen einteilen: CD4 - und CD 8 -Zellen .
CD4 -Zellen poliferieren zu T-Helferzellen Typ 1 (TH1) und Typ 2 (TH2) und aus
den CD8-Zellen werden die Cytotoxischen-T-Zellen. In der Effektorphase sezernieren die
Cytotoxischen-T-Zellen ihre Cytotoxine, die in der Zielzelle eine Apoptose herbeifiihren.
Wihrend die TH1 -Zellen fiir eine Aktivierung der Makrophagen sorgen und die TH2-
Zellen die B-Lymphozyten stimulieren. Die von den B-Zellen produzierten Antikérper
erhhen die Phagozytosefdhigkeit der neutrophilen Granulozyten, oder sie fiihren zur
Aktivierung des Komplementsystems. Dies fiihrt schlieflich iiber eine Kaskadenreaktion
zur Zerstorung der Fremdsubstanz. Auch eine Degranulation von Mastzellen, was zu ei-
ner Freisetzung von Mediatoren fiihrt, die eine akute Entziindung provozieren konnen,

wird durch Antikorper hervorgerufen.

Die spezifische Immunantwort steht also nicht fiir sich alleine, sondern sie amplifiziert
die Mechanismen der natiirlichen Immunitit (z.B. Phagozytose) und ist damit extrem

wirksam.

Sie ist aber auch sehr zerstorerisch wenn sie sich gegen korpereigene Zellen richtet.
Paul Ehrlich hat Anfang des 20. Jahrhunderts diese Tatsache mit dem Begriff jhorror

antitoxicus“ bezeichnet.

In der Regel richtet sich das Immunsystem ausschliefslich gegen Fremdantigene und
nicht gegen korpereigene Zellen. Diese Gegebenheit verdanken wir der oben bereits er-

wahnten immunologischen Toleranz. Diese Toleranz wird erreicht durch Selektionsvor-

von Antikérpern hervorruft.
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giange, die potentiell autoreaktive Lymphozyten eliminieren. Wihrend ihrer normalen
Reifung durchlaufen Lymphozyten ein Stadium, in dem sie, wenn sie Eigenantigene er-
kennen, abgetotet (klonale Deletion) oder inaktiviert (Anergie)' werden. Durch diese
Auswahl erreicht man zentrale Toleranz. Auch spéter kdnnen bereits reife Lymphozyten,
die ein passendes Antigen finden, bei dem aber keine Costimulation stattfindet, anergisch
werden (periphere Toleranz). Auferdem kennt man den Zustand der immunologischen
Ignoranz, bei der B- und T-Zelle gemeinsam mit ihrem Antigen vorkommen, ohne zu

interagieren.

Autoimmunitit entsteht als Folge verschiedener Faktoren die einen Zusammenbruch

der Autotoleranz verursachen [1]. Solche Faktoren sind:

e genetische Dispositionen insbesondere im Zusammenhang mit den MHC-Genen
e Storungen der Lymphozytenselektion

e Mechanismen zur Uberwindung der peripheren Toleranz wie die polyklonale Lym-
phozytenaktivierung (Aktivierung von ftillendutoreaktiven Lymphozyten durch

starke Zellaktivatoren)

e Immunologischen Kreuzreaktionen zwischen korpereigenen und kérperfremden An-

tigenen,
e Storungen der Lymphozytenregulation

e Infektionen und Gewebeschidigungen

2.4.4.2. Hashimoto-Thyreoiditis

Die Hashimoto-Thyreoiditis ist eine chronische, autoimmunbedingte Entziindung der
Schilddriise. Sie ist nicht nur die hiufigste Entziindungsart der Schilddriise und der
Hauptverursacher einer Hypothyreose, sondern sie ist eine der hdufigsten Autoimmu-
nerkrankungen und kann auch gemeinsam mit anderen Autoimmunerkrankungen (Typ
I-Diabetes mellitus, Nebennierenrindeninsuffizienz, Mysthenia gravis etc.) auftreten. Be-

troffen sind alle Altersgruppen jedoch bevorzugt Frauen im mittleren Alter [75].

Es werden zwei Formen der Krankheitsausprigung unterschieden |25]: die atrophische
Form, bei der die Schilddriise immer kleiner wird, durch die fortschreitende entziindliche
Zerstorung von Schilddriisengewebe, und die hypertrophe Form, bei der es zu einer Gro-

fenzunahme der Schilddriise (Struma) kommt, die mit einer Hypothyreose einhergeht.

14 Anergie ist ein Zustand fehlender Reaktivitéit auf Antigene. B-und T-Zellen sind anergisch wenn sie
selbst bei optimaler Stimulation nicht auf ihr Antigen reagieren.|36]
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Als Ursachen der Autoimmuninfektion werden eine genetische Pradisposition, Umwelt-
faktoren wie Jodid und Virusexposition sowie Dysregulationen im zelluldren Immunsy-
stem diskutiert. Genetisch findet sich eine familiire Hiufung, bei der die Gewebsmarker
HLA-DR3, HLA-DR4, HLA-DR5 und HLA-BS8 auftreten. Allerdings kann das nicht al-
lein fiir das Entstehen der Autoimmunitit verantwortlich gemacht werden, weil er nur
bei 50% der Patienten stimmig ist. Also muss man von einer Kombination der oben
genannten Faktoren und einer genetischen Pradisposition ausgehen. Bisher konnte keine
Virusinfektion mit direktem Zusammenhang zur Immunthyreopathie gefunden werden.
Aber man diskutiert die Bildung von antiidiotypischen Antikérpern, die mit den Epi-
topen, der ehemals durch den Virus angegriffenen Zelle, iibereinstimmen und so eine

Autoimmunreaktion provozieren.

An der Pathogenese der Hashimoto-Thyreoiditis sind sowohl zelluldre als auch humora-
le Mechanismen des Immunsysthems beteiligt. Durch einen Defekt der T-Suppressorzellen,
kommt es zur unkontrollierten Vermehrung der T-Helferzellen, die ihrerseits die Bildung
von Antikérpern durch die B-Zellen forcieren. Die komplementfixierenden Antikoérper
fiihren dann zu einer Apoptose der Schilddriisenzellen. Auferdem gibt es Hinweise, dass
infiltrierende Lymphozyten iiber den fas-Rezeptor eine Apoptose der Schilddriisenzellen

direkt vermitteln.

Charakteristisch fiir die Hashimoto-Thyreoiditis ist der Nachweis hoher Antikorperti-
ter. TPO-Antikorper stellen die grofste Fraktion dar, sie sind in 80-90% der Fille nach-
weisbar. Tg-Antikorper treten in 70-80% auf und TSH-Rezeptor-Antikorper sind mit
10-20% seltener nachzuweisen. Ungeklart ist die Rolle der Antikorper. Es wird diskutiert
ob die nachgewiesenen Antikorper aktiv an der Pathogenese dieser Erkrankung beteiligt
sind oder ob sie nur ein begleitendes Immunphénomen bilden. Es ist bisher strittig, ob
die TPO- Antikorper in der Lage sind, das Enzym TPO zu blockieren und ob sie damit
zur Entstehung der Hypothyreose beitragen, oder ob sie lediglich als eine Folge des in-

trathyreoidalen Immunprozesses anfallen.

Der Verlauf der Hashimoto-Thyreoiditis beginnt meist mit einer destruierenden Ent-
ziindung. Diese geht histologisch mit einer zunehmenden fokalen oder diffusen lympho-
zytdren und plasmazelluldren Infiltration der Schilddriise einher. Unter Ausbildung von
Lymphfollikeln und gemeinsam mit den Schilddriisenbindegewebszellen wuchern diese,
und vermehren so den Bindegewebsanteil auf Kosten des funktionellen Schilddriisenge-
webes. Diese Proliferation ist typisch fiir eine chronische Entziindung. Wird das organ-
spezifische Gewebe dabei durch Bindegewebe ersetzt, nimmt natiirlich auch ab einem
gewissen Grad die Hormonproduktion ab. Ist eine kritische Schwelle erst einmal un-

terschritten, sind die Funktionseinbufsen meistens auch nicht wieder gutzumachen und
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es entsteht eine bleibende Hypothyreose. Anfinglich ist allerdings mit einer passageren
Hyperthyreoten-Phase (Hashitoxikose) zu rechnen, die durch die Freisetzung der préfor-
mierten Hormone aus den, durch den Entziindungsprozess zerstorten Zellen, zustande

kommt.

2.4.4.3. Morbus Basedow

Erstmals beschrieben und benannt wurde die Erkrankung durch den Merseburger Arzt
von Basedow um 1840. Er fasste die Symptome Struma, Tachykardie und Exophtalmus

zum sogenannten Merseburger Trias zusammen.

Der Morbus Basedow ist eine Krankheit, die sich aus drei Hauptmerkmalen zusam-
mensetzt: diffuse Struma, Ophtalmopathie und Dermatopathie. Haufig tritt aber nur
eine der drei Ausprigungen auf. Die relativ haufige Erkrankung tritt in jedem Alter auf,

jedoch bevorzugt bei Frauen im mittleren Alter.

Es handelt sich um eine Autoimmunerkrankung deren Pathogenese noch nicht ab-
schliekend geklirt ist. Ahnlich wie bei der Hashimoto-Thyreoiditis werden auch die ver-
schiedensten Erkldrungsansitze diskutiert. Neben einer genetischen Pridisposition (er-
hohte Héufigkeit bei den Haplotypen HLA-B8) und folglich familidrer Hiufung besteht
auch ein vermehrt gemeinsames Auftreten mit anderen Autoimmunkrankheiten. Als ur-
sichlich nimmt man heute eine genetisch determinierte Stérung der immunologischen
Kontrolle an. Dafiir sprechen die lymphozytire Infiltration, die gesteigerte Aktivitit
des lymphatischen Systems, der Nachweis von Autoantikorpern und auch eine gewisse
Uberschneidung mit dem Krankheitsbild der Hashimoto-Thyreoiditis. Es handelt sich
vermutlich um eine verwandte komplexe multifaktorielle Pathogenese, bei der sowohl
die genetische Préadisposition als auch Umwelteinfliisse als auslésende Noxen eine Rolle

spielen (siehe auch Kap. 2.4.4.2).

Im Unterschied zur Hashimoto-Thyreoiditis sind in diesem Fall jedoch die Antikor-
per gegen den TSH-Rezeptor gerichtet. Sie fithren zu einer Dauerstimulation des TSH-
Rezeptors, die der negativen Riickkopplung nicht mehr unterliegt. Auch ihre Wirkdauer
am Rezeptor ist gegeniiber der von TSH verldngert. Deshalb hat man die Antikérper in
diesem Fall auch als long-acting thyreoid stimulator (LATS) bezeichnet. LATS bewirken
sowohl eine Hyperplasie der Schilddriise als auch eine Stimulation der Zellteilung. Es
gibt auch TSH-Bindung hemmende Antikérper (TSH-Binding inhibitory Immunoglobu-
lins, TSBII), deren Auftreten die Kombination von Morbus Basedow mit hypothyreoter-
oder euthyreoter- Stoffwechsellage erkldren. Untersuchungen [47] zu Folge binden die

hemmenden Antikérper am N-terminalen Ende des TSH Rezeptors, wiahrend die vor-
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mals genannten stimulierenden Antikérper, am C-terminalen Ende binden. Daraus folgt,
dass je nach Konzentration bzw. Interaktionsregion der Subpopulation an TSH-R-AK die
funktionelle Aktivitat des TSH-Rezeptors moduliert wird. Die Dauerstimulation durch
die weit hdufigeren stimulierenden Antikorper fiihrt zur Hyperthyreose, deren klinische

Symptome im Abschnitt Hyperthyreose bereits genannt wurden (siehe Kap. 2.4.3.2).

Das Krankheitsbild des Morbus Basedow ist nicht alleine durch die Hyperthyreose
gekennzeichnet. Zu den assoziierten Erkrankungen zdhlt auch die endokrine Orbito-
pathie unter der 60 % der Patienten mit Morbus Basedow leiden [30]. Auslosend ist
eine Anderung der Antigenitit des Retrobulbirgewebes, wobei eine Beteiligung eines
TSH-R-Ak nicht ausgeschlossen werden kann. Die endokrine Orbitopathie fiihrt zu einer
einseitigen oder beidseitigen Protusio bulbi, die durch die entziindlichen Schwellung der
retrobulbdren Strukturen zustande kommt. Begleitet wird dies von Exophtalmus, feh-
lender Oberlidsenkung bei Blicksenkung, Lidretraktion, Konvergenzschwiche, iiber der
Hornhaut sichtbaren Sklerenstreifen, seltenem Lidschlag in fortgeschrittenem Stadium

auch Sehnervkompressionen und Augenmuskelstorungen.

Eine weitere assozierte Erkrankung des Morbus Basedow ist die Dermopathie. Sie ist
durch eine Verdickung der Dermis gekennzeichnet, die mit Lymphozyten infiltriert ist.
Meist tritt sie an der Dorsalseite von Beinen oder Fiiften auf. Die erhabene Léasion, die das
Aussehen von Orangenhaut hat, gelegentlich mit Juckreiz verbunden ist und hyperpig-
mentiert sein kann, wird auch als lokalisiertes Myxodem bezeichnet. Eine Keulenbildung

von Fingern oder Zehen kann mit den Hautverdnderungen einhergehen.

2.5. Diagnose der Autoimmunerkrankungen der
Schilddriise - Labordiagnostik

Auch bei den Schilddriisenerkrankungen empfiehlt es sich, zunéchst eine griindliche Ana-
mnese durchzufiihren. Diese sollte sowohl familidire Haufungen von Autoimmunerkran-
kungen und Schilddriisenerkrankungen erfassen, als auch auf personlich beobachtete Ver-
anderungen am Patienten eingehen sowie eine Medikamentenanamnese umfassen. Die
durch die korperliche Untersuchung des Patienten erhobenen Befunde geben die Rich-
tung und Reihenfolge der weiteren Untersuchungen vor. Nur eingebettet in den klinischen
Gesamtkontext ist eine aussagekriftige Bewertung der weiterfiihrenden Diagnostik ins-
gesamt moglich. Das gilt auch fiir alle im folgenden beschriebenen labordiagnostischen

Bestimmungen.
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2.5.1. TSH-Bestimmung

Der basale TSH-Wert ist der empfindlichste und sicherste Einzelparameter zur Erfas-
sung der Schilddriisenfunktion [81]. Der TSH-Wert éndert sich schon bei leichtem Uber-
schuss oder Mangel an Schilddriisenhormonen. Eine Indikation zu dessen Bestimmung
liegt vor, wenn es darum geht eine Euthyreose, bzw. eine Schilddriisenfunktionsstérung
nachzuweisen [17]. Angewandt wird er auch routineméfig beim Neugeborenenscreening.
Untersuchungsmaterial ist Serum bzw. fiir das Neugeborenenscreening ein Blutstropfen,

da hier eine entsprechende Filterpapiermethode bereits evaluiert wurde [28|.

TSH-Normbereich | 0,4-4 mU/1 | Euthyreose
TSH erhoht 4 mU/1 Hypothyreose
TSH erniedrigt 0,1 mU/1 | Hyperthyreose

Tabelle 2.2.: Referenzwerte TSH

Bei dem Bestimmungsverfahren handelt es sich um immunometrische Verfahren mit
zwei monoklonalen Antikérpern. Moglich sind Enzymimmunoassays, Fluoreszenzimmu-
noassays, Lumineszenzsimunoassays und Radioimmunoassays. Mit Hilfe der Testsyste-
me ist eine sichere Trennung von hypo- und hyperthyreoten Patienten mdglich. Die
Uberschneidungen liegen unter 1 %. Interpretationsschwierigkeiten ergeben sich dennoch
z.B. bei Schilddriisenkrankheiten ohne Funktionsstérungen, kleinen, fokalen Autonomi-
en, bei der extrem seltenen sekundéiren Hypothyreose, bei Schilddriisenhormonresistenz,
bei schweren Allgemeinerkrankungen oder durch Einnahme von Medikamenten mit Ein-

fluss auf die Schilddriisenfunktion.

2.5.2. TRH-Bestimmung

Der TRH-Test hat seit Einfithrung sensiblerer TSH-Tests an Bedeutung verloren. Friiher
wurde er hiufig angewandt um normale TSH-Werte von erniedrigten zu unterscheiden.
Eine TSH-Suppression bei Hyperthyreose konnte nur durch die fehlende Stimulierbar-
keit der TSH-Sekretion im TRH-Test nachgewiesen werden. Heute konzentriert sich der
Einsatz der intravendsen, nasalen oder selten auch oralen TRH-Gabe auf spezielle Krank-
heitsbilder, beispielsweise Erkrankungen des Hypothalamus oder der Hypophyse. Auch
bei grenzwertigen Ergebnissen im TSH-Test kann er zur Differenzierung eingesetzt wer-
den. Zur Durchfithrung wird zunéichst der basale TSH-Wert (TSH1) im Serum bestimmt,
dann wird TRH in einer je nach Applikationsart differierenden Menge verabreicht und
nach einer festgelegten Zeitspanne wird die Menge an TSH (TSH2) im Serum erneut

gemessen.
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TSH1-TSH2 | < 2,5 mU/l | TRH negativ, Hyperthyreose
TSH1-TSH2 | > 2,5 mU/1 | TRH positiv, euthyreot
TSHI-TSH2 | > 25 mU/l | Hypothyreose

Tabelle 2.3.: Referenzwerte TRH

Subklinische Erkrankungen werden durch den TRH-Test nicht erfasst. Storeinfliisse z.
B. Steroidmedikation oder eine schwere Allgemeinerkrankung verfdlschen das Testergeb-

nis.

2.5.3. Bestimmung von Thyroxin (T4) und Trijodthyronin (T3)

Besteht ein klinischer Verdacht oder/und sind die TSH-Werte erhoht, dann sollten die
freien (ohne Proteinbindung) Schilddriisenhormone bestimmt werden. Auch zur Kontrol-
le wihrend der Behandlung einer Schilddriisenfunktionsstorung ist die Bestimmung der
freien Schilddriisenhormone angezeigt. Die Konzentration der freien Schilddriisenhormo-
ne ist im Vergleich zu der Gesamtkonzentration an T3 und T4 sehr gering, da aber nur
dieser nicht gebundene Anteil an die Rezeptoren des Zielgewebes bindet, stellen die freien

Schilddriisenhormone die Schilddriisenfunktion gut dar.

Die Gesamtkonzentration an T3 und T4 sollte, da sie mit zahlreichen Verdnderungen
der Eiweikbindung (insbesondere wihrend Graviditdt und Einnahme der ,Antibabypil-

le“) schwankt, nicht zur Diagnostik herangezogen werden.

Von der Proteinbindung unabhéngig, dafiir allerdings methodisch auch storanfilliger,
ist die Bestimmung der freien Schilddriisenhormone FT3 und FT4. Thre direkte Mes-
sung, bei der tatsichlich das freie Hormon durch Ultrazentrifugation abgetrennt wird,

ist extrem aufwendig und wird daher nur zur Bestimmung von Referenzwerten benutzt.

In der Routinediagnostik bedient man sich der methodisch wesentlich simpleren in-
direkten Bestimmung. Dabei unterscheidet man sogenannte 1-Schrittverfahren'® von 2-

Schrittverfahren'®.

Auferdem gibt es noch die Index-Methode bei der die Gesamthormonmenge also T3
oder T4 bestimmt wird und durch einen Parameter zur Abschéitzung der Eiweifbindung

in ein Verhaltnis gesetzt wird. Bei diesem Parameter handelt es sich wahlweise um das

B Dabei ist der Komplex aus markiertem Antikérper und freiem Hormon direkt messbar.
16Hier wird das freie Hormon zuniichst an einen festen Triger gebunden und dann in einem zweiten
Schritt durch einen markierten Antikérper nachgewiesen.
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thyroxinbindende Globulin (TBG) oder die freie Bindungskapazitit (TBK).

Bei Kindern liegen héhere, im senium niedrigere Hormonspiegel vor, deshalb miissen
altersabhéngige Referezbereiche etabliert werden. Fehlbestimmungen freier Schilddrii-

senhormone sind in folgenden Situationen moglich [17]:

1. Bestimmte Medikamente (z.B. Heparin, Barbiturate, Azetylsalizylsdure usw.)
2. Schwerkranke Patienten mit NTI-Syndrom
3. Schilddriisenhormonantikorper

4. angeborene Anomalien der Schilddriisenhormonbindungsproteine (bei Index- Me-
thoden!)

2.5.4. Thyreoglobulin (Tg) Bestimmung

Tg weist man im Zuge von Verlaufskontrollen bei einem differenzierten Schilddriisenkar-
zinom nach, um post operativ festzustellen, ob das Tumorgewebe restlos entfernt wurde
und/oder ob Metastasen vorhanden sind (Tumormarker). Bei Neugeborenen mit Hypo-

thyreose testet man auf Tg um festzustellen, ob iiberhaupt eine Schilddriise angelegt ist.

Bei extrem hoher Schilddriisenhormongabe (Hyperthyreosis factitia) fillt das Tg ab,

wahrend es bei Hyperthyreosen anderer Ursache eher erhoht ist.

Zum Nachweis dienen die Standardmethoden: IRMA und ICMA. Bei jeder Tg-Bestimmung
ist es wichtig einen Tg-Wiederfindungs-Test durchzufiihren, da Tg- Antikorper das Tester-
gebnis verfilschen konnen. Das heifst, eine bekannnte Menge Tg wird der Probe zugefiihrt,
wenn diese nicht vollstdndig nachgewiesen werden kann, muss auch das Testergebnis ent-

sprechend angepasst werden.

2.5.5. Schilddriisenautoantikorper

Bei der Mehrzahl der Uber- und Unterfunktionen der Schilddriise handelt es sich um
Autoimmunerkrankungen. Die Bestimmung der Autoantikorper zédhlt nach der Messung
der Schilddriisenhormone, der TSH und TRH-Funktiostestes zu den wichtigsten diagno-

stischen Parametern bei Dysregulationen der Schilddriise.

2.5.5.1. Autoantikérper gegen Thyreoglobulin (TAK)

Thyreoglobulin ist ein starkes Autoantigen. Schon im Blut von Gesunden lassen sich B-
Lymphozyten mit membranstindigen IgM-Antikérpern gegen Thyreoglobulin nachwei-
sen. Im Serum nachweisbare, hoch-titrige IgG-Antikérper gegen Thyreoglobulin (TAK)
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sind zusammen mit TPO-AK ein Marker fiir die Hashimoto-Thyreoiditis. Eine alleinige
Erhohung der TAK-Titer ist selten, deshalb eignen sie sich hauptséichlich zur Absiche-
rung bei Verdacht auf eine Autoimmunthyreoiditis, wenn die TPO- Antikérper negativ

bzw. nur grenzwertig erhoht sind.

2.5.5.2. Autoantikérper gegen den TSH-Rezeptor (TRAK)

TSH-Rezeptor-Antikorper (TRAK) konnen die Schilddriisenfunktion auf drei verschie-

dene Arten beeinflussen:

1. Als thyroid stimulating antibodies oder long acting thyroid stimulator (LATS)
imitieren sie bei der Bindung an den Rezeptor zugleich die Funktion des natiirlichen
Liganden TSH. Ihre Bindung ist meistens stérker als die des TSH. Es resultiert eine

lang andauernde Stimulierung, die zur vermehrten T3- und T4-Ausschiittung fiihrt.

2. Als thyroid-receptor blocking antibodies oder TSH-Binding inhibitory Immuno-
globulins (T'SBII) blockieren sie die Rezeptorfunktion. Die Zellen werden refraktér
gegen TSH.

3. Als thyroid growth-stimulating antibodies (TGAB) stimulieren sie die Zellen wie
TSH zum Wachstum.

Der in der Routine durchgefiihrte Radioimmunoassay (RIA) kann lediglich die Bin-
dung von Antikorpern an den Rezeptor nachweisen, nicht jedoch ihre Funktion. TRAK
sind hochspezifische Marker fiir Morbus Basedow. Beginnende Hyperthyreosen sind in
80-85 % positiv. Im Verlauf der Behandlung sinkt die Privalenz auf 40-60 % ab. Bei
euthyreoter Struma, akuter Thyreoiditis, subakuter Thyreoiditis (de Quervain) oder bei
chronischer Thyreoiditis lassen sich in nur weniger als 10 % (dann meist nur niedrig-
titrig) TRAK nachweisen. Schwangere mit hohen TRAK-Titer gebédren hiufig Kinder
mit Hypothyreose.

2.5.5.3. Autoantikoérper gegen die thyreoidale Peroxidase (TPO-AK/MAK)

Die Bezeichnung MAK bedeutet Autoantikérper gegen Mikrosomen der Schilddriise und
sie ist seit Ruf 1987 nachgewiesen hat, dass es sich dabei um die Thyreoidale Peroxidase
(TPO) handelt, als veraltet anzusehen.

Antikorper gegen die Thyreoidale Peroxidase sind heterogen: Sie gehdren verschiede-
nen Subklassen an und sind gegen unterschiedliche Epitope des Enzyms gerichtet. Nicht
sicher geklart ist wie das Enzym, dass in der apikalen Membran der Schilddriisenzelle
liegt, dem Immunsystem zuginglich wird. Das Enzym ist bei Hashimoto Thyreoiditis

Patienten auch auf der Zellmembran nachzuweisen, weshalb man eine pathogenetische
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Bedeutung diskutiert wird [42].

TPO-AK (und TAK) werden in hoher Konzentration bei der chronisch lymphozyta-
ren Thyreoiditis gefunden. Die diagnostische Sensitivitdt bei beginnender Hashimoto-
Thyreoiditis betragt 90 - 100 %.

Sie kommen aber auch bei Patienten mit M. Basedow neben TRAK und TAK vor.
Deshalb hat die Bestimmung von TPO-AK eine grofe Bedeutung in der Differential-
diagnose bei Hyperthyreose, wenn es darum geht zu entscheiden, ob es sich um eine

immunogene oder nicht immunogene Genese handelt.

Bei M. Basedow und Hashimoto- Thyreoiditis (hypertrophe Form) findet man eine
vergroferte Schilddriise mit einer echoarmen Binnenstruktur im Sonogramm, insbeson-
dere bei diesem Befund sollte auf TPO-AK (bzw. TRAK) getestet werden.

Das Auftreten von TPO-Antikérpern in Verbindung mit erhohten TSH- Werten spricht
bei einer subklinischen Autoimmunthyreoiditis stark fiir eine Entwicklung zur klinisch
manifesten Hypothyreose. Wichtig ist, dass mit den TPO-AK nicht nur die manifeste

sondern auch eine latente Hypothyreose festgestellt werden kann.

Weiterhin nutzt man diese Form der Diagnostik bei der postpartalen Schilddriisendys-
funktion. Insbesondere Schwangere mit TPO-AK oder TAK haben ein erhohtes Risiko fiir
eine post-partum Thyreoiditis mit transienter Hyperthyreose und anschliefender (mog-
licherweise bleibender) Hypothyreose.

Eine wichtige Aufgabe Erfiillen die TPO- AK- Tests bei der Hypothyreose der Neu-
geborenen. Eine angeborene Hypothyreose, die unbehandelt zu schweren geistigen und
korperlichen Entwicklungsstorungen (Kretinismus) fiihrt, kann zahlreiche Ursachen ha-
ben (siehe Kap. 2.4.3.2). Alle Neugeborenen, bei denen im Rahmen des Hypothyreose-
Screenings (Fersenblutstropfen auf Filterpapier) eine Hypothyreose festgestellt wurde,
miissen auf TPO- AK getestet werden, da eine immunogene Genese der Erkrankung
nicht ausgeschlossen werden kann, weil die Antikorper von der Mutter diaplazentar auf

das Kind iibertragen werden kénnen.

Es ist es sogar moglich Aussagen iiber die Prognose von Morbus Basedow Patienten

zu machen, indem man deren Antikérper-Titer iiberwacht [89].

In Ausnahmefillen ist der TPO-AK-Wert auch bei nicht immunogenen Schilddriisener-

krankungen oder schilddriisengesunden (meist dlteren)Patienten erhoht. In diesen Féllen
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handelt es sich aber nur um grenzwertige oder sehr niedrige Titer. Trotzdem ist es be-
sonders dann noétig, auch andere Kriterien wie Ergebnisse der klinischen Untersuchung,
Sonographie oder Szintigraphie zu beriicksichtigen, um zu einer richtigen Beurteilung zu

kommen.

Zum Nachweis der TPO-AK benutzt man Standardmethoden: RIA, IRMA, ELISA
mit gereinigter humaner oder rekombinanter Schilddriisenperoxidase als Antigen. Der
Referenzbereich sollte nach der Leitlinie zur Schilddriisendiagnostik [17] in jedem Labor

iiberpriift und neu erstellt werden.

Die durch Haemagglutination nachweisbare Kreuzreaktion mit anderen Schilddriisen-
antikorpern (TAK oder TRAK) ist bei den RIAs der neuen Generation durch die hohe
Qualitat des Tracers nicht mehr vorhanden. Haimagglutinationstests sollten aus diesem

Grund nicht mehr verwendet werden.
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3.1. Patientengruppe

Die Blutproben fiir die Evaluation der Filterpapiermethode zum Nachweis von Auto-
antikorpern gegen die thyreoidale Peroxidase, wurden von Patienten aus der Univer-
sitdtsklinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin und der Kinderklinik der Rheinischen
Friedrich-Wilhelms-Universitdt in Bonn, im Rahmen der tédglichen Routinediagnostik
entnommen. Die Proben wurden iiber einen Zeitraum von zwei Jahren (April 2003 bis
Mirz 2005) gesammelt. Es handelt sich um ménnliche und weibliche Probanden (sie-
he Kap. 3.1.2), verschiedener Altersgruppen (siehe Kap. 3.1.1), die an unterschiedlichen
Schilddriisenerkrankungen leiden (siehe Kap. 3.1.3) bzw. bei denen ein Verdacht auf ein
Schilddriisenleiden besteht. Es wurden insgesamt 90 Blutproben von 77 verschiedenen
Probanden untersucht. Davon konnten 10 Proben aufgrund falscher Lagerung nicht re-
guldr ausgewertet werden. Die 13 Proben von Patienten, von denen jeweils mehr als
eine Probe untersucht wurde, sind zwar in die Evaluierung eingegangen (im Rahmen
von Versuchsreihen z.B. zur Verdiinnung oder zur Inkubationszeit), wurden aber in der

Gesamtwertung nur als eine Probe beriicksichtigt.

3.1.1. Alter

Die Altersverteilung (siehe dazu 3.1)zeigt, dass die Patienten der hier zugrunde liegenden
Stichprobe aus allen Altersgruppen (ab 20 Jahren) ausgewihlt wurden. Der Schwerpunkt
der altersméfigen Verteilung liegt im Vergleich mit der Altersverteilung der Bundesre-
publik Deutschland im Jahr 2003, herausgegeben vom Bundesamt fiir Statistik, mehr
zum senium hin verschoben. Wenn man beriicksichtigt, dass hier nur Menschen mit
Schilddriisenbeschwerden oder Verdacht auf solche untersucht wurden, verwundert diese
Verschiebung nicht, denn die Priavalenz der meisten Schilddriisenerkrankungen steigt mit
zunehmendem Alter. Das Durchschnittsalter ! des Patientenkollektivs betriigt 48 Jahre.
Siehe dazu Abbildung 3.1

3.1.2. Geschlecht

Die Geschlechterverteilung der Stichprobe zeigt, dass der Anteil der Frauen in der Stich-

probe den Anteil der Ménner um den Faktor sechs iibersteigt. Dieses ungleiche Verhéltnis

!Die Proben der Universitétskinderklinik sind bei der Altersverteilung nicht beriicksichtigt
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20 bis 30 Jahre - 11%
30 bis 40 Jahre - 19%
40 bis 50 Jahre - 22%
50 bis 60 Jahre - 23%
60 bis 70 Jahre - 15%
70 bis 80 Jahre - 8%
alter als 80 Jahre - 2%

CLJHENEE

Abbildung 3.1.: Altersverteilung

von Méannern und Frauen spiegelt die Verteilung der Schilddriisenerkrankungen wieder.
So leiden z. B. fiinf mal mehr Frauen an Hypothyreose als Méanner. Diese geschlechts-
abhiingige Pridisposition hat schon zu Uberlegungen iiber einen ursichlichen, z.B. hor-
monellen Zusammenhang gefiihrt. Dieser konnte bisher aber noch nicht nachgewiesen
werden. Siehe dazu Abbildung 3.2

B Fraven - 87%
. Ménner - 13%

Abbildung 3.2.: Geschlechterverteilung

3.1.3. Diagnose

Im Rahmen der bereits in der Routinediagnostik etablierten Referenzmethode, wird der

Radioimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von Antikérpern gegen die Thyreoi-
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dale Peroxidase (TPO) in humanem Serum und Plasma eingesetzt.

Immunthyreopathien umfassen mehrere Schilddriisenerkrankungen (siehe Kap. 2.4.4),
die reichen von einer manifesten Hypo- oder Hyperthyreose bis zu subklinischen Er-
krankungen mit noch asymptomatischer Schilddriise. Ein verbindendes Element liegt
im Vorhandensein der genannten Autoantikorper. Nach den Leitlinien Schilddriise[17]
ist die Bestimmung der thyreoidalen Peroxidase (TPO) bei den folgenden Indikationen
angebracht:

Verdacht auf chronisch lymphozytére Thyreoiditis (Hashimoto-Thyreoiditis)

Bei echoarmer Binnenstruktur im Sonogramm, insbesondere vor Einleitung einer
Therapie mit [odid.

Bei latenter oder manifester Hypothyreose.

Abgrenzung einer immunogenen von einer nicht-immunogenen Hyperthyreose.

Zusétzlich kann ihre Bestimmung in den folgenden Fillen sinnvoll sein: Der Anstieg
von TPO-AK kann als ein unabhéngiger Hinweis auf Schwangerschaftsrisiken angesehen
werden. Schwangere mit TPO-AK oder TAK haben ein erhohtes Risiko fiir eine post-
partum Thyreoiditis mit transienter Hyperthyreose und anschlieRender (moglicherweise
bleibender) Hypothyreose. Alle Neugeborenen, bei denen im Rahmen des Hypothyreose-
Screenings (Fersenblutstropfen auf Filterpapier) eine Hypothyreose festgestellt wurde,
miissen auf TPO-AK getestet werden, da eine immunogene Genese der Erkrankung nicht
ausgeschlossen werden kann. Der Morbus Basedow wird bestétigt durch hohe TRAK
,TAK und TPO-AK- Spiegel. Der Test auf TPO-AK ist besonders bei TRAK negati-
vem Morbus Basedow interessant. TPO-Ak konnen in 70% der Morbus Basedow Fille
nachgewiesen werden. 90% aller Patienten mit Hashimoto-Thyreoiditis weisen Antikor-

per gegen die thyreoidale Peroxidase nach.

Um ein realistisches Bild der Verhiltnisse widerzuspiegeln wurden nicht nur Patien-
ten mit Morbus Basedow und Patienten, die an der Hashimoto-Thyreoiditis litten und
Schilddriisengesunde untersucht, sondern es wurden Patienten mit den unterschiedlich-
sten Schilddriisenerkrankungen getestet. Dadurch soll die Sensitivitdt und Spezifitit der

Filterpapiermethode iiberpriift werden.

3.2. Der Radioimmunoassay

2

2nach Herstellerangaben der Firma Medipan
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j Strumektomie (1)

j Schilddriisenkarizom (1)

Normale SD (2)

Vergr. SD (2)

j Amiodaron induzierte Hyperthyreose Typ Il (1)

Autonomie (6)

Art der Diagnose

Autoimmunthyreoiditis (3)

Hashimotothyreoiditis (8)

Struma nodosa (8)

M. Basedow (24)

0 5 10 15 20 25
Anzahl der Patienten

Abbildung 3.3.: Verteilung der Schilddriisenerkrankungen im Patientengut

Zum Nachweis der Autoantikorper gegen die Thyreoidale Peroxidase (TPO) wird in
dieser Arbeit der Radioliganden-Assay CentAK anti- TPO der Firma Medipan verwen-
det.

3.2.1. Die Testkomponenten und die Testcharakteristika

Dieser Radioimmunoassay (RIA) setzt sich aus den folgenden Testkomponeneten zusam-

men:

e Tracer: Der Tracer besteht aus der vollstindigen humanen TPO an die 125-Jod
gebunden ist. Pro Tracerbehéltnis ist mit einer Strahlung von bis zu 0,041 MBq zu
rechnen(Jedes Testkitt verfiigt tiber zwei Tracerbehéltnisse). Beim Umgang sind
deshalb Strahlenschutzgesichtspunkte zu beriicksichtigen (siehe Kap. 3.2.5). Zur
Verwendung wird der Tracer in mit 2,6 ml des Puffers gelost. Der geloste Tracer ist
bei einer Lagerung von 2°-8° C fiir zwei Wochen stabil und kann entsprechend in
diesem Zeitraum zur Messung eingesetzt werden. Danach ist mit Radiolyseprozes-
sen zu rechnen weswegen zu einem spéateren Zeitpunkt kein exaktes Messergebnis

zu erzielen ist.

e Puffer: Es handelt sich um einen, durch die Firma Medipan leider nicht niher
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definierten, Phosphat-Puffer, der sowohl zur Rekonstitution des Tracers und der
Protein A-Suspension eingesetzt wird, als auch zur Vorverdiinnung der Serumpro-
ben in der Referenzmethode. Im Rahmen der hier zu evaluierenden Methode ist
der Phosphat-Puffer zur Losung des Patientenblutes aus den Filterpapierkarten

angewendet worden.

e Protein A-suspension: Dieses Pulver enthélt Protein A, gebunden an Staph. Aureus
Zellen. Es muss ebenfalls mit 2,6 ml Pufferlésung pro Behéltnis verdiinnt werden.
Nach der Losung im Puffer ist die Suspension bei Lagerung zwischen 2-8°C noch
zwei Wochen haltbar. Da sich die Suspension geméfs ihrer Aufgabe im Assay haufig

absetzt, muss sie kurz vor der Anwendung durchmischt werden.

e Anti-TPO-Standards (1-6): Hierbei handelt es sich um verdiinntes Humanserum,
dass eine definierten Menge an TPO-AK enthélt.

e TPO- Kontrollseren: Auch hier handelt es sich um verdiinntes Humanserum. Die
Konzentrationen variieren mit dem verwendeten Testkitt und sind einer Faltblatt-

information zu entnehmen.

Charakteristika des Radioimmunoassay 3

Bindungskapazitdt Die maximale Bindungskapazitit wird mit dem hochsten Standard
ermittelt und betrigt 50%-70%.

Kalibrierung Der CentAK anti-TPO orientiert sich am Referenzserum 66/387 (Nat.
Inst. For Biol. Standards and Control, Hampstead, London, UK)

Parallelitdt von Standards und Serumproben. Definierte Verdiinnungen des Referenz-
serums werden im CentAK anti-TPO mit den entsprechenden Werten wiederge-

funden.

Spezifitat Durch die Qualitit des Tracers schlieft der Hersteller Kreuzreaktionen mit
Antikorpern gegen Thyreoglobulin oder gegen TSH-Rezeptor-AK aus.

Nachweisgrenze Werte unterhalb von 15 U/ml sind mit Variationskoeffizienten von
10% (Intraassay) und 20% (von Tag zu Tag) behaftet und somit nicht ausreichend

zuverléssig.

3.2.2. Das Testprinzip

Der Tracer (Jod-125 gebunden an TPO) verbindet sich mit den Antikérpern aus der Blut-
probe des Patienten. Das Protein A bindet dabei an den Fc-Teil des Antikorpers und

3nach Herstellerangaben der Firma Medipan
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verbindet so den Antikorper mit Zellen (Staph. aureus), was ein Absinken der gesamten
Komplexe bewirkt und damit das Zentrifugieren und Dekantieren der Probe erleichtert.
Ein solcher Sandwich-Komplex entsteht nur dann, wenn die Patientenprobe Antikoérper
gegen die thyreoidale Peroxidase enthilt. Ist die Probe frei von Antikorpern, findet kei-
ne Komplexbildung statt und der Tracer wird beim dekantieren verworfen. Nach dem
Absaugen bzw. Dekantieren und einem Waschvorgang wird die Radioaktivitit des Pré-

zipitats in einem Gamma-Counter gemessen.

Je hoher die Konzentration an TPO-AK in der Probe ist, desto mehr Tracer liegt
gebunden vor. Das bedeutet, dass die Konzentration des Tracers bzw. seines Messsignals
sich direkt proportional zur Konzentration von TPO-AK in der Probe verhalt. Liegt kein
TPO-AK in der Probe vor entsteht auch kein Immunkomplex und kein Prazipitat - somit

ist auch keine Radioaktivitadt messbar.

Im positiven Fall errechnet sich die Konzentration der TPO-AK der Proben aus der
Standardkurve, die sich aus den counts-per-minute-Mittelwerten (cpm-Mittelwerten) der
sechs Standardseren (verdiinntes Humanserum mit bekanntem TPO- AK-Wert) ergibt.
Den cpm-Mittelwerten der Standardseren lassen sich direkt Konzentrationen an TPO-
AK zuordnen. Die aus den cpm-Mittelwerten bestimmten TPO-AK-Werte der einzelnen
Patientenseren und der beiden Kontrollseren lassen sich dann direkt aus der Kurve ab-

leiten.

3.2.3. Arbeitsschritte zur Durchfiihrung des Radioimmunoassay

Die im folgenden geschilderten Arbeitsschritte zur Durchfiihrung des RIA dienen einem

fehlerfreien Ablauf und richten sich nach den Herstellerangaben der Firma Medipan.

e Als erstes werden die Spitzbodenrdhrchen beschriftet, um Probenverwechslungen

vorzubeugen.

e Danach sind 50 pul jeder Patientenprobe abzunehmen und in das entsprechende

Rohrchen zugeben.

e Anschlieffend werden jeweils 50 ul der beiden Kontrollseren und jeweils 50 ul der

sechs verschiedenen Standards in die dafiir vorgesehenen Rohrchen pipettiert.

e Als néchstes wird in alle Probenréhrchen, inklusive eines zusédtzlichen Réhrchen

fiir die Totalaktivitét, jeweils 50 pul Tracer gefiillt.

e Unmittelbar danach wird in alle Rohrchen, (mit Ausnahme des Totalaktivitéts-

rohrchen) 50 ul Protein A- Suspension gefiillt.

44



3.2. Der Radioimmunoassay

e Nach Abschluss des Pipetiervorganges miissen alle Rohrchen fiir die Dauer von

mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubieren.
e Nach der Inkubationszeit wird in jedes Rohrchen 1 ml Puffer gegeben.
e Der néchste Schritt ist die Zentrifugation aller R6hrchen bei 2000g fiir 15 min.

e Der Uberstand der zentrifugierten Spitzbodendhrchen wird abgeschiittet und in
ein dafiir vorgesehenes Becken gegeben, an dem eine Vakuumpumpe angeschlos-
sen ist, die den Uberstand direkt absaugt und das radioaktive Material sofort in

bleiabgeschirmte Behélter gelangt von wo aus es direkt entsorgt wird.
e Der zumessende Bodesatz verbleibt in der Spitze des Rohrchens.

e Die Probenrshrchen werden fiir die Dauer von 5-10 min mit der Offnung nach unten
auf eine ausreichend dicke Lage Zellstoff gestellt, um ein Abtropfen von Fliissig-
keitsresten aus den Probenrohrchen zu gewéhrleisten. Verbleibt ein zu grofer Rest
an Fliissigkeit im Rohrchen, so kann das die Prézision der Messergebnisse beein-

flussen und zu falsch hohen Ergebnissen fiihren.

e Abschliefend erfolgt die Messung aller Proben inklusive Totalaktivitdt, Standards

und Kontrollen im Gamma-Counter.

3.2.4. Der Gamma - Counter

Radioaktivitit wird messbar, sobald Energie aus der Strahlung in Materie absorbiert
wird. Die zum Nachweis von Gammaquanten eingesetzten Szintillationszéhler enthalten
als absorbierendes Medium einen Natriumjodidkristall, in dem die aufgenommene Ener-

gie in einen Lichtblitz umgesetzt wird.

Das v-Quant wird im Kristall absorbiert. Die dabei erzeugten Lichtquanten gelangen
iiber ein optisches Fenster auf die Photokatode und setzen dort Elektronen frei. Die-
se werden in einem nachgeschalteten Elektronenvervielfacher (Photomultiplier) um das
millionenfache verstirkt und von einer Anode abgesaugt, so dass ein kurzzeitiger Anoden-
strom fliett, der zu einem Spannungsimpuls fithrt. Am Ausgang entsteht ein elektrisch
messbares Signal, dessen Grofe der Energie der absorbierten Strahlung entspricht. Die
Zahl der pro Zeiteinheit messbaren Signale, die Zahlrate, ist der Menge der Radioakti-

vitdt proportional.
Sollen moglichst alle Quanten einer radioaktiven Probe im Nachweisgerét absorbiert

werden, miisste die Probe in den Mittelpunkt einer Kristallkugel gebracht werden. Eine

praktikable Naherungslosung ist der Bohrlochdetektor. Der Bohrlochszintillator ist ein
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Messgerit, dass in der Nuklearmedizin zur Messung von Proben mit geringer Aktivi-
tatskonzentration verwandt wird. Der Szintillationskristall besitzt eine zentrale Bohrung
in die Probe eingebracht wird. Der Vorteil besteht darin, dass die Probe allseitig vom
Detektor umgeben ist. Deshalb trifft fast jedes Quant den Szintillator. Um duflere Stor-
grofen zu vermeiden ist eine starke Bleiabschirmung notwendig. Die an den Bohrloch-
kristallzdhler angeschlossene Messtechnik zdhlt die elektronischen Impulse und versorgt
den Elektronenvervielfacher mit Betriebsspannung. Zur Messung im Gamma-Counter
werden die Proben in Halterungen, sogenannte Racks, eingebracht. Das Gerét gibt die
Rack-Besetzung vor. Das es sich iiblicherweise um Doppelbestimmungen handelt, muss
man bei Einzelbestimmungen gegebenenfalls beachten. Die Messzeit betriagt eine Minute.
Die Ergebnisse der einzelnen Proben ergeben sich aus der Standardkurve. Die Standard-
kurve entsteht, indem die cpm-Mittelwerte der Standardseren 1-6 auf der Ordinate gegen
die entsprechenden bekannten anti-TPO-Konzentrationen auf der Abszisse aufgetragen
werden. Anhand der Kurve kénnen jetzt auch bisher unbekannte Proben Werte in U/ml
zugeordnet werden. Die Standardkurve wird von der Auswerteeinheit so berechnet, dass

der Kurvenverlauf entsprechend geglittet wird, so dass Streuungen ausgeglichen werden.

Wichtig neben den Ergebnissen der Patienten ist, die Werte der beiden Kontrollen mit
dem vorgegeben Referenzbereich (wird vom Hersteller dem Testkitt beigelegt) abzuglei-

chen.

3.2.5. Strahlenschutzmafinahmen

Der Tracer Jod 125 ist mit einer Aktivitdt von weniger als 0,041 MBq pro Flasche keine
starke Strahlenquelle. Aber da ionisierende Strahlung auch schon in geringfiigigen Dosen
Schiden hervorrufen konnen, ist unter prinzipieller Beachtung des Strahlenschutzgesetz-

tes bzw. der Strahlenschutzverordnung gearbeitet worden.

Alle Versuchsreihen fiir diese Arbeit sind im Labor der Klinik und Poliklinik fiir Nukle-
armedizin der Universitatsklinik der Rheinischen-Friedrich-Wilhelm-Universitat in Bonn
durchgefiihrt worden, das mit den entsprechenden Raumlichkeiten und Moglichkeiten

zum Strahlenschutz ausgestattet ist.

Fiir den praktischen Arbeitsablauf bedeutet Strahlenschutz, dass eine Exposition durch
Strahlen weitestgehend vermieden wird. Aus diesem Grund ist beim Durchfiihren des
RIA der Tracer nur solange wie der Pipetiervorgang andauert iiberhaupt am Arbeits-
platz vorrédtig. Aufserdem ist ziligiges Arbeiten ein Gebot, denn je linger der Umgang
mit der strahlenden Materie desto hoher ist auch die resultierende Strahlenbelastung. Es

wurde durchgehend mit Schutzkleidung gearbeitet, wobei dem Tragen von Handschuhen
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besondere Bedeutung zukommt, da diese nicht nur vor Kontakt mit dem potentiell in-
fektiosen Patientenmaterial schiitzen, sondern auch eine Inkorporation von Tracer und
damit Strahlung vermeiden. Im Falle einer Umgebungskontamination mit dem Tracer
Jod125, ist eine Verschleppung von Radioaktivitit durch Absperrung und Reinigung der
kontaminierten Gegenstinde mit geeigneten Detergenzien ausgeschlossen worden. Alle
Abfille, die mit dem radioaktiven Tracer in Beriihrung waren, sind ,geméaft Strahlen-
schutzverordnung, in geeigneten Behéltnissen entsorgt worden. Zur eigenen Kontrolle

wurde zu jederzeit ein Dosimeter getragen.

3.3. Die Blutentnahme und das Aufbereiten der
Blutproben

3.3.1. Referenzmethode

Gegenstinde zur Venenpunktion und Aufbereiten der Serumprobe:
e Desinfektionslosung und steriles Material zum Auftragen der Losung

e VASUFLO mit Adapter (Kaniile mit Adapter zum Anschluss an Vakuumsysteme

zur Blutentnahme)?

e Serumrohrchen (mit spezieller Granulatfiillung, die als Gerinnungs- und Zentrifu-
gierhilfe dient.)

e Zentrifuge (max. 3.000 U/min)
e Pipetten (Messbereich 50 ul, 300 pl, 1ml)

e Probenrohrchen: Zur Vorverdiinnung wurden Rundbodenréhrchen eingesetzt. Wah-
rend des eigentlichen Messverfahrenes wird mit Spitzbodenréhrchen gearbeitet, um
das Absinken der Immunkomplexe und das Messen im Gamma- Counter zu erleich-

tern.
e Vortexer (oder Schiittler-Geréte) dienen dem Homogenisieren der Probe

Der Radioimmunoassay, der routineméifig zum Nachweis der TPO-AK eingesetzt wird
und hier als Referenzmethode dient, arbeitet mit Serum. Zur Serumgewinnung muss eine
Venenpunktion durchgefiihrt werden. Vor der Blutabnahme wird die Haut an der Abnah-
mestelle sorgfiltig desinfiziert. Danach wird das Gefaft gestaut und die Venenpunktion

mit einer weitlumigen Kaniile durchgefiihrt. Die erforderliche Blutmenge betragt 50 ul

‘Bei Entnahme einer Blutprobe mit einer Spritze und nachfolgender Verteilung in Probenréhrchen
besteht die Gefahr der Entmischung, deshalb sollte dies vermieden werden!
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Serum pro Probe. Das bedeutet auch bei Doppel- und Nachbestimmungen reichen ca.
2 ml Vollblut (0,5-1 ml Serum) aus. Das Blut wird in Probenréhrchen zur Abnahme
von Serumproben aufgefangen. Serumréhrchen verfiigen iiber eine spezielle Granulatfiil-
lung, die als Gerinnungs- und Zentrifugierhilfe dient. Die Abtrennung des Plasmas von
den korpuskuldren Blutbestandteilen sollte in der Regel im Untersuchungslabor durch-

gefiihrt werden.

Zur Serumgewinnung wird das Blutréhrchen ca. 30 min. bei Raumtemperatur senk-
recht stehen gelassen. Es ist wichtig, die Zentrifugation erst nach Eintritt der Gerinnung
durchzufiihren, da sonst mit einer Nachgerinnung gerechnet werden muss. Die Zentri-
fugation der Serumréhrchen erfolgt 10 min lang mit max. 3.000 U/min. Die Lagerung
ist bei 2-8°C ist bis zu 3 Tagen mdglich. Bei -20 °C kénnen Serumproben iiber langere
Zeit aufbewahrt werden. Allerdings sollten einmal aufgetaute Proben direkt untersucht
und nicht erneut tiefgefroren werden. Bevor man die so gewonnenen Serumproben mit
dem Radioimmunoassay getestet werden konnen, miissen sie zundchst wieder auf Raum-
temperatur gebracht werden. Anschliefend werden die Proben kurz gemischt, um die
Homogenitédt der Probe zu sichern. Schlieflich miissen die Proben vor dem Einsatz im
Testsystem vorverdiinnt werden. Der hier verwendete CentAK anti-TPO Test verlangt
eine Verdiinnung von 1:20 Teilen. Das bedeutet, dass man jeweils 50 pl der Serumprobe
abpipettiert und in einem neuen Reagenzglas mit 1 ml Puffer vermischt. Bei den iiblichen

Doppelansitzen geschieht das pro Serumprobe zweimal.

3.3.2. Filterpapiermethode

Gegenstiande zur Kapillarblutentnahme:
e Desinfektionslosung und steriles Material zum Auftragen der Losung

e Sterile Lanzette/Sicherheitslanzetten mit Entnahmehilfe (z.B. MiniCollect) oder

Punktionsgerite

e Die Filterpapierkarte: Es handelt sich um eine Filterpapierkarte der Firma Schlei-
cher und Schuell (Nummer 2992). Sie hat eine Grofe von 7x12 c¢m, die iiber neun,
im Durchmesser jeweils 1 cm grofe, markierte Kreisflichen verfiigt, auf die das
Blut des Probanden aufgetraufelt werden mufs. Ein Blutstropfen reicht meist nicht
aus, um die Kreisfliche vollstédndig auszufiillen . Der Tropfen kann grofer als die
markierte Fliache sein, darf aber nicht kleiner als der gekennzeichnete Kreis sein.

Die Blutmenge in der Stanzfliche betrigt 15 ul.

e Die Stanze: Zum gleichméafigen Entfernen der blutgefiillten Flachen wird eine Me-

tallstanze mit einem Durchmesser von 6,5 mm verwendet.
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e Der Vortexer (oder Schiittler-Geréte): Sie dienen dem Homogenisieren der Probe

und unterstiitzen den Losungsprozess des Blutes in der Pufferlésung.

e Die Probenrohrchen: Zur Vorverdiinnung wurden Rundbodenréhrchen eingesetzt,
wihrend des eigentlichen Messverfahrenes wird mit Spitzbodenréhrchen gearbeitet,
um das Absinken der Immunkomplexe und das Messen im Gamma-Counter zu

erleichtern.

. . . . ® .
® . L] . ® ®

L] . . - »
. . .

Durchtrénken Sie alle Kreise gleichmaBig
und volistiindig mit je einem Blutstropfen.
Tropfen darf grdBer, nicht kleiner als Kreis
sein, auch Rlckseite mufl ganz durchtriinkt sein.
Name:

mannl. weibl.
Geburtsdatum:

Tag d. Probe:

Einsender:

848 2902

Abbildung 3.4.: Filterpapierkarte zum Auftropfen von Kapillarblut

Es ist entscheidend auf einheitliche Filterpapiertriiger zu achten [31], da nach einer
Arbeit von Hintze, 1989 [29], erhebliche Unterschiede in der Saugfihigkeit bestehen. So
wird z. B. bei Filterpapierkarten aus den USA (S&S 903) eine hohere Saugféhigkeit be-
schrieben als bei dem entsprechenden Produkt aus der Bundesrepublik (S&S2992). Aus
der hoheren Saugfihigkeit ergeben sich dann auch hoéhere Ergebnisse, was zu Fehlein-
schitzungen fiihren konnte. Die hier gemachten Angaben gelten nur fiir das Filterpapier
2992 der Firma Schleicher und Schuell.

Es ist mit dieser Methode nicht erforderlich eine Venenpunktion vorzunehmen. Es ge-

niigt die nahezu schmerzfreie Gewinnung von Kapillarblut aus Fingerbeere, Ferse oder
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Ohrldppchen mit Hilfe einer Lanzette oder eines Punktionsgerites. Dazu ist die Entnah-
mestelle vor dem Einstich thermisch zu hyperdmisieren. Danach wird die entsprechende
Stelle desinfiziert und anschliefend wird die Haut mit einem der oben genannten Instru-
mente kurz durchdrungen, bis Blut austritt. Die Blutstropfen werden dann direkt auf die
bereits beschriebene Filterpapierkarte aufgetropft. Dabei die Fingerbeere nicht driicken,
nicht reiben oder quetschen, da sonst Gewebsfliissigkeit austritt (Verdiinnungseffekt).
Ein Blutstropfen reicht meist nicht aus, um die Kreisfliche vollstindig auszufiillen. Die
Blutstropfen kénnen iiber die markierte Fliche hinaus auslaufen, aber sie sollten so grofs

sein, dass sie mindestens die gekennzeichnete Fliche ausfiillen.

Zum gleichméfkigen Entfernen der blutgefiillten Flichen wird eine Metallstanze mit
einem Durchmesser von 6,5 mm verwendet. Zum Ausstanzen muss der Blutstropfen
vollstindig getrocknet sein, da im nassen Zustand ein Ausfasern der Rander beim Stanzen
zu Ungenauigkeiten fithrt. Bei einer Einfachbestimmung werden drei Tropfkreise (bei
Doppelbestimmungen entsprechen sechs Tropfkreise) ausgestanzt und in ein Reagenzglas
gegeben (siehe dazu Kap. 3.4.1). Zu diesen drei Filterpapierblittchen eines Patienten
werden dann 300 ul Pufferlosung pipettiert (siehe dazu Kap. 3.4.2). Anschliefend werden
die Proben in einem Vortexer oder dhnlichen Geriten fiir 30 min durchmischt. In dieser
Inkubationszeit 16sen sich die Blutbestandteile und mit ihnen die TPO-Antikérper in der
Pufferlosung (siehe Kap. 3.4.3). Zwischenzeitlich kann ein Rack mit Spitzbodenréhrchen
vorbereitet und beschriftet werden. In diese pipettiert man die fiir den Test verwendeten
50 pl Probenlésung, die Totalaktivitit, die sechs Standardseren und beide Kontrollen.
Die folgenden Arbeitsschritte entsprechen genau den im Abschnitt 3.2.3 beschriebenen.
Die Arbeitsschritte zur Durchfiihrung des RIA gelten fiir die Serummethode und die

Filterpapiermethode gleichermafien.

3.4. Versuchsmodifikationen zur Evaluation der
Filterpapiermethode

3.4.1. Variation der Filterpapierbliattchenanzahl

Je nach Anzahl der Filterpapierbldttchen, dndert sich die Anzahl der TPO-AK und mit
ihnen die Anzahl der spezifischen Bindungen zwischen Antigen und Antikdérper. Je mehr
Blattchen gelost werden, desto mehr TPO-AK gehen wihrend des Inkubationsprozesses

in Losung und entsprechend mehr Antigen-Antikérperkomplexe konnen gebildet werden.
Nun kann man aber nicht beliebig viele Probenblattchen benutzen, da in der Regel von

einem Patienten nur eine Filterpapierkarte betropft wird. Eine Filterpapierkarte besteht

aus neun Tropfkreisen. Man muss damit rechnen, dass nicht jeder betropfte Kreis zu ver-
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wenden ist, unzureichend grofse oder unvollstindig aufgetropfte Kértchen sind eher die
Regel als die Ausnahme. Des weiteren muss eine Doppelbestimmung/Nachbestimmung
moglich sein. Aus diesen rein praktischen Uberlegungen ergibt sich ein Maximum von

allerhochstens vier Tropfkreisen.

Auf der anderen Seite ist es erforderlich die Anzahl der Blutbléttchen nicht zu gering
zu wahlen, um eine ausreichende Menge an Antikorpern in der Losung zur Bestimmung

zur Verfiigung zu haben, und damit ein zuverlédssiges Ergebnis zu erzielen.

Es wurden mehrere Ansitze mit der gleichen Probe, aber einer jeweils unterschiedli-
chen Anzahl an Filterpapierblédttchen durchgefiihrt, um die optimale Anzahl an Filter-

papierbldttchen zu bestimmen.

Dabei wurden die neun Tropfkreise eines Patienten ausgenutzt, um vergleichbare Er-
gebnisse zuhaben. Da nie mehr als zwei, in vielen Féllen jedoch nur eine, Filterpapierkarte
von einem Patienten zur Verfiigung stand, wurde hierbei zugunsten der Vergleichbarkeit

der Ergebnisse auf Doppelansitze verzichtet.
Als Beispiel fiir die Vorgehensweise sind im Folgenden die Ergebnisse und die un-
mittelbar daraus folgenden Schlussfolgerungen fiir die erste Patientin beschrieben Die

Patientin hatte im Serumtest einen Wert von 9280 U/ml.

Im Filterpapiertest ergab sich:

Konzentration (Blattchen / pl) | 1/200 | 3/600 | 5/1000

Filterpapierwert (U/ml) 5684 | 5613 | 4855
Serumwert (U/ml) 9280 | 9280 | 9280

Tabelle 3.1.: Vergleich der Filterpapierwerte bei unterschiedlicher Anzahl der Filterpapier-
bléttchen bei gleicher Pufferkonzentration

Es wurde die Anzahl der Filterpapierbldttchen von einem Blédttchen zu drei Blattchen
und dann auf fiinf gesteigert. Dabei wurde die Konzentration von 1:20 (wenn man von
10 pl in Losung gehendem Blut pro Bldttchen ausgeht) beibehalten. Daraus ergeben sich
folgende Schlussfolgerungen:

e Konzentration an Blut (Immunkomplexen) ist zu niedrig. Das Ergebnis ist, unab-
hingig von der Anzahl der Filterpapierblattchen, nur etwas mehr als die Halfte des

Ergebnisses mit Serum.

e Das Verwenden von fiinf Blattchen bringt gegeniiber der Verwendung von weniger
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Bléattchen keine Vorteile, solange das Verhéltnis von Pufferlésung zur Anzahl der

Blutblattchen gleich bleibt.

e Die Menge von 200 pl Puffer stellt das absolute Minimum an zu verwendenden
Puffer dar. Dabei muss man beriicksichtigen, dass die Blidttchen jeweils noch in der
Lage sind Pufferlosung zu resorbieren. Verwendet man weniger als 200 pl Puffer-

16sung treten arbeitstechnische Schwierigkeiten beim Abpipettieren auf.

Nun gibt es zwei Mdoglichkeiten, die im geschilderten Versuch offenbar zu niedrig ge-

wahlte Konzentration zu erhéhen.

1. Entweder erh6ht man die Anzahl an Filterpapierblattchen oder

2. man verringert die Menge an verdiinnendem Puffer.

Da bei der Losungsvariante mit einem Filterpapierblidttchen die Menge an zugegebe-

nem Puffer nicht weiter reduziert werden kann, ohne Pipettierfehler in Kauf zu nehmen,

muss folglich die Anzahl der Filterpapierblédttchen erh6ht werden.

Dazu wird Blut von einer weiteren Patientin untersucht, wobei diesmal pro Probe je-

weils zwei Filterpapierblattchen verwendet wurden. Die Patientin hatte diesmal einen

Serumwert von 1337 U/ml und in der Filterpapiermethode ergaben sich folgende Ergeb-

nisse:

Konzentration
(Blattchen / pl)

2/220

2/240

2/260

2/280

2/300

2/320

2/340

2/360

Filterpapierwert
(U/ml)

287

471

359

318

321

262

195

302

Serumwert,

(U/ml)

1337

1337

1337

1337

1337

1337

1337

1337

Tabelle 3.2.: Vergleich der Filterpapierwerte bei steigender Konzentration und Einsatz von 2
Filterpapierblédttchen

Schlussfolgerungen:

e Auch bei der Benutzung von zwei Filterpapierblattchen und einer gleichbleibend

niedrigeren Puffermenge (Verdiinnung wie bei Patient 1) und damit einer fast dop-

pelt so hohen Konzentration (1:11) sind die Ergebnisse der Filterpapiermethode

wesentlich geringer als die der Referenzmethode.

e Das erste und das letzte Ergebnis fallen aus der erwarteten Reihe heraus (fallende

Werte mit fallender Konzentration bzw. steigendem Pufferanteil).
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Aufgrund der oben genannten Ergebnisse ist eine weitere Konzentrationserh6hung in den
Proben erforderlich, um ein Ergebnis zu erzielen, was mehr dem Ergebnis der Serum-
methode und damit den tatséchlichen Verhéltnissen des Patienten entspricht. Da eine
Verringerung der verdiinnenden Puffermenge aus den oben ausgefiihrten arbeitstechni-
schen Griinden nur schwer moglich ist, wird die Anzahl der Filterpapierbldttchen erneut

um eines erhoht.
Die Patientin wies diesmal in der Serummethode einen Wert von 2906 U/ml auf.

Es wurden in dieser Versuchsmodifikation 3 und mehr Filterpapierblittchen je Probe
benutzt. Die entsprechenden Abstufungen in Blattchenanzahl und Puffermenge erge-
ben sich dabei aus den jeweiligen Konzentrationen, wobei angenommen wurde, dass pro
Blattchen 10 pl Blut in Losung gehen. Das heifst, 5 Blittchen in 200 pl entsprechen einer
Konzentration von 50:200 oder 1:4. Dieses System wurde in Zweierschritten fortgefiihrt

bis zu einer Konzentration von 1:16 (das entspricht 3 Blittchen in 480 ul Pufferlésung).

Konzentrati
OMACIUTANION =1 5900 | 4/240 | 3/240 | 3/300 | 3/360 | 3/420 | 3/450 | 3/480
(Bldttchen/pl)
Filterpapierwert
PLCIDADIEIWEEE ) 5503 | 4044 | 4451 | 3752 | 3459 | 2195 | 2023 | 1906
(U/ml)
Serumwert

2006 | 2906 | 2906 | 2906 | 2006 | 2906 | 2906 | 2906
(U/ml)

Tabelle 3.3.: Vergleich der Filterpapierwerte bei Einsatz von mehreren Filterpapierblattchen
und steigender Konzentration

Schlussfolgerungen

1. In dieser Versuchsmodifikation waren die Ergebnisse der Filterpapiermethode erst-

malig hoher als das entsprechende Serumergebnis.

2. Die zu erwartende Linearitdt der Ergebnisse, (mit fallender Konzentration jeweils

einen niedrigeren Wert, zu erhalten) war gegeben.

3. Die Ergebnisse, die dem Ergebnis der Serummethode am néchsten kamen waren
die mit jeweils drei Filterpapierbldttchen. Bezogen auf die Konzentration lag das
beste Ergebnis zwischen 1:12 und 1:13. Die optimale Filterbldttchenanzahl liegt
demnach bei drei Blédttchen pro Probe, die optimale Verdiinnung muss in einer

gesonderten Versuchsreihe gefunden werden.
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3.4.2. Verdiinnungsreihen zur Ermittlung des optimalen
Blut /Puffer- Verhiltnisses

Nachdem die optimale Filterpapierbldttchenanzahl auf drei festgelegt wurde, gilt es nun
die richtige Puffermenge im Sinne der optimalen Losung der Blutstropfen vom Filter-
papier zu ermitteln. Es gilt dabei die Modifikation ausfindig zu machen, die mit ihrem
Wert dem der Referenzmethode am nichsten kommt. Dabei ist gleichzeitig auf eine aus-

reichende Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu achten.

Da in der Versuchsmodifikation zur Ermittlung der Filterpapierbldttchenanzahl die
ideale Konzentration zwischen 1:12 und 1:14 lag, liegt es nahe, zunéchst die Konzentra-
tion von 1:13 zu iiberpriifen.

Da moglicherweise mit Schwankungen dieser Konzentration in Abh#ngigkeit von der
absoluten Antikorperanzahl des Patienten gerechnet werden muss, wird diese Verdiin-
nungsstufe nicht solitdr betrachtet sondern in einer Verdiinnungsreihe gepriift. Dazu
wurden jeweils drei Filterpapierblattchen von Patienten mit unterschiedlichen Antikor-
pertitern in einer unterschiedlichen Puffermenge gelost und das jeweilige Ergebnis mit
dem Ergebnis der Referenzmethode verglichen. Die Puffermenge ergibt sich dabei aus der
Uberlegung, dass pro Blittchen, dass in der Lage ist etwa 15 ul Vollblut zu absorbieren,
ca. 10 ul Vollblut in Lésung gehen. Das heifit, bei Verwendung von drei Blattchen und

einer Konzentration von 1:10 ergeben sich 300 ul Puffer.

K trati

orll‘zen ration 3/300 | 3/360 | 3/390 | 3/420 | 3/450
(Blittchen / pl)

Filt i thod

ilterpapiermethode 3132 | 3158 | 2812 | 2765 | 2994
(U/ml)

Serummethode 2848 | 2848 | 2848 | 2848 | 2848
(U/ml)

Tabelle 3.4.: Verdiinnungsreihe Patient 1

Patient 1 steht stellvertretend fiir eine optimale Verdiinnungsstufe bei einer Konzen-
tration von 1:13 (d.h. 3 Bléttchen in 390ul), Patient 2 hingegen représentiert optimale
Verdiinnung bei 1:10 (d.h. 3 Blattchen in 300ul).

In der Folge soll nun festgestellt werden, welche der beiden Verdiinnungsstufen re-

priasentativere Ergebnisse liefert. Aus diesem Grund sind explizit diese beiden Verdiin-
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Konzentrati
enzentration 3/240 | 3/300 | 3/360 | 3/390 | 3/420 | 3/450 | 3/480
(Blattchen / pl)
Fil i h
ilterpapiermethode | o 00 1 o0/ | 9940 | 2296 | 2025 | 1903 | 1894
(U/ml)
Serummethode

2906 | 2906 | 2906 | 2906 | 2906 | 2906 | 2906
(U/ml)

Tabelle 3.5.: Verdiinnungsreihe Patient 2

nungsstufen miteinander verglichen worden. Jeweils drei Tropfkreise von Patienten mit
unterschiedlich hohen Antikoérpertitern wurden in 300ul Pufferlosung und in 390u1 Puf-
ferlosung aufgeldst und das Ergebnis im Gamma- Counter gemessen und mit den Ergeb-

nissen der Referenzmethode verglichen.

Pationt Filterpapiermethode Filterpapiermethode Serummethode
(3B/300u1) in(U/ml) (3B/390p1) in(U/ml) in(U/ml)

1 13334 9872 15725

2 164 78 189

3 528 400 2902

4 180 151 285

5 4636 3703 11653

6 9115 9380 10916

7 926 1013 1726

8 4828 4564 5548

9 3247 5180 11407

10 0,1 0,1 0,1

Tabelle 3.6.: Vergleich der Verdiinnung (1:13) und der Verdiinnung (1:10) fiir 10 Patienten
mit unterschiedlichen Antikérperwerten in der Referenzmethode

Bei den Patienten 6, 7 und 9 sind die Ergebnisse fiir die Verdiinnung mit 3004l sind die

Ergebnisse einer Nachuntersuchung® entnommen und ihre Werte deshalb vergleichsweise

5Nachuntersuchungen wurden mit dem identischen Probenmaterial zu einem spiteren Zeitpunkt durch-
gefiihrt, sowie bei Ergebnissen, deren Werte extrem abweichend vom erwarteten Wert waren. Mit Hilfe
der Nachuntersuchungen sollte festgestellt werden, ob eine methodische Unsicherheit vorliegt oder ein
arbeitstechnischer Fehler (z.B. Pipettierfehler) die Ursache bildet. In diesen Fillen konnte mit der sel-
ben Probe zu einem spiteren Zeitpunkt ein besseres Ergebnis erzielt werden, weshalb wahrscheinlich
urspriinglich ein Pipettierfehler o.4. zugrunde lag. Der Nachteil einer Nachuntersuchung ist, dass das
Ergebnis niedriger ist als es bei einem regulidren Durchlauf vermutlich gewesen wire, da inzwischen
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geringer ausgefallen.

Ansonsten zeigt die Darstellung, dass die Verdiinnung mit 300 pl der Verdiinnung mit
390 pl iiberlegen ist, da das Ergebnis jeweils ndher an dem der Referenzmethode lag.

Aus diesem Grund soll nun mit Verdiinnungen um 300 ul weiter experimentiert werden.

Zusitzlich wurde noch die Verdiinnung mit 290 ul iiberpriift, aber obwohl die Ergeb-
nisse noch ein wenig dichter an den Serumergebnissen lagen, wurde mit Riicksicht auf
eine 6konomische Nutzung von Test-Kitts bzw. Patientenproben, eine iibersichtliche Ar-
beitsanleitung und eine leichte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse, auf eine Anpassung

der Verdiinnungsstufe in Zehnerschritten und Fiinferschritten verzichtet.

Patient 1 2 3 4 0 0
Filt i thode (300 ul
ilterpapiermethode ( 1) 140 | 9999,99 | 118 | 4689 900 | 3388
(U/ml)
Filt i thode (2 1
ilterpapiermethode (290 ul) 230 | 9999.99 | 102 | 9999.99 | 895 | 4151
(U/ml)
Serummethode

268 | 12882 161 | 11166 893 | 8657
(U/ml)

Tabelle 3.7.: Verdiinnungsreihe in 300ul und 290u1 Pufferlosung

Ziel der Modifikationen ist es, den Assay der Firma Medipan zwar auf optimale Emp-
findlichkeit, aber auch auf entsprechende Reproduzierbarkeit und im Sinne einer Arbeits-
erleichterung zu modifizieren. Diesen Forderungen wird man mit einer Puffermenge von
300l leichter gerecht, weil sich so Fehler vermeiden lassen, die sich durch die uniibli-
che Menge an Puffer (die sich ohnehin nur mit einer entsprechend verstellbaren Pipette
tiberhaupt erreichenden lisst) ergeben kénnten. Der Vorteil, minimal niher am Serumer-
gebnis zu liegen, relativiert sich durch den Grenzwert von 40 U/ml, der entweder deutlich
tiberschritten oder erheblich unterschritten wurde (auch bei Ergebnissen, die nahe am
Grenzwert lagen ergab sich mit der 300ul- Verdiinnung kein Fall, in dem die Filterpapier-
methode ein anderes Ergebnis im Sinne von pos./neg. aufwies als die Serummethodik).
Diagnostische Konsequenzen hat nur die Uberschreitung oder Unterschreitung dieses
Grenzwertes (40 U/ml). Weiter interessant ist zur Beurteilung, ob ein Patient sehr hohe
oder nur grenzwertige TPO- AK Titer aufweist. Zur Beurteilung einer Tendenz liegt im-

mer ein Vergleichstiter vor, der allerdings mit der selben Methode bestimmt sein muss.

die Lagerung an der Probe gezehrt hat.
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3.4. Versuchsmodifikationen zur Evaluation der Filterpapiermethode

Der absolute Wert, der ja als Folge der Spontanitéit des radioaktiven Zerfalls Schwankun-
gen unterliegt, ist fiir die Diagnose nicht von Bedeutung. Deshalb kénnen die Ergebnisse,
die mit einer Verdiinnung von 300 pl erreicht wurden, hinreichend genau interpretiert

werden.

3.4.3. Einfluss der Inkubationszeit

Da bei der Bestimmung mit Filterpapier nicht die gleichen kinetischen Bedingungen
gelten wie bei einer Bestimmung der TPO-AK aus Serum, ist der Einfluss der Inkubati-

onszeit auf die Sensitivitdt des Assays untersucht worden.

Die Inkubationszeiten sind von 10 min, 30 min, 60 min, 2 h, 4 h bis hin zur 24 h
-Inkubation variiert worden. Dabei sind die Proben max. 30 min durchmischt worden.

Die Inkubation hat immer bei Zimmertemperatur (22°C) stattgefunden.

Inkubationszeit
) 10 30 60 120 | 240 | 1440
(min)

Filterpapierwert, Patient 1
(U/ml)
Filterpapierwert, Patient 2
(U/ml)

2655 | 6866 | 5820 | 7599 | 8271 | 5919

4295 | 5325 | 6844 | 3062 | 4292 | 6647

Tabelle 3.8.: Einfluss der Inkubationszeit auf die Anzahl der Antikoérper

In diesen Kinetikversuchen wurde festgestellt, dass es moglich ist, durch eine lingere
Inkubationszeit eine grofere Zahlrate und damit auch eine hohere Konzentration an An-

tikérpern nachzuweisen.

Die Anzahl der Antikorper ist nach einer Inkubationszeit von 10 min deutlich geringer
als nach einer Inkubationszeit von 30 min. Letzteres Ergebnis ist dem der Referenzmetho-
de ndher, und deshalb dem Ergebnis nach 10 min Inkubation vorzuziehen. Offensichtlich
ist der Vorgang des Losens der Blutbestandteile und damit auch der TPO-AK nach 10

min noch nicht abgeschlossen.

Nach 60 min hingegen wurde im Fall von Patient 2 eine Erhohung der gemessenen
Werte festgestellt, die aber bei Patient 1 nicht festgestellt werden konnte. Ferner muss
man bemerken, dass die zusdtzlichen 30 min zu Lasten der Praktikabilitdt gehen und
damit der Gewinn von einem etwas hoheren Wert der Wartezeit von einer Stunde gegen-

iibersteht. Wobei hier ausdriicklich darauf hingewiesen sei, dass die Werteverdnderung
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in keinem Fall so grofs gewesen ist, dass sich daraus diagnostische Konsequenzen ergeben
hétten. Die gleichen Folgen zeigt eine Erhéhung der Inkubationszeit auf zwei, vier bzw.
24 Stunden. Auch hier stehen den méglicherweise hoheren Antikérperwerten Zeitverluste

beim Ansatz entgegen.

Im Rahmen der Vorversuchsreihen ist ebenfalls ermittelt worden, dass das in Losung
gehen des Blutes vom Filterpapier in die Pufferlésung nach ca. 20 min abgeschlossen ist
(Kontrolle der Aktivitdt nach 5 min, 10 min, 20 min, 30 min, 45 min, 60 min, 1 d, 4 d).
Die Ergebnisse der Vorversuche bestitigen also zusétzlich die oben gezogenen Schliisse.
Da die Konzentration in den Vorversuchen jedoch eine andere war, sind die Ergebnisse
nicht direkt miteinander zu vergleichen und sollen hier deshalb nicht zusétzlich aufge-

fithrt werden.

Zusammenfassend lésst sich also anmerken, dass die Werte der Filterpapiermethode
nach einer 30 min iiberschreitenden Inkubationszeit, geringfiigig hoher sind als solche, die
nach 30 min gemessen wurden. Allerdings entspricht der Wert nach 30 min anndhernd
dem Endergebnis, und die Praktikabilitdt der Methodik wird durch die vergleichsweise

kurze Inkubationszeit nachhaltig erhoht.

3.4.4. Verwendung von Antikoagulanzien

Der Einfluss von Antikoagulanzien auf die Testergebnisse der Trockenblutproben musste
festgestellt werden, da zu internen Kontrollzwecken im Rahmen der Versuchsreihen (z.B.
Verdiinnung der Filterpapierbldttchen) nicht immer reines Vollblut, sondern auch mit
Antikoagulanzien vermischtes Blut verwendet wurde. Dies geschah rein aus Praktikabi-
litdtsgriinden. Zum einen konnten so von einem Patienten mehrere Filterpapierkarten
betropft werden, und zum anderen konnten so Proben von Patienten untersucht werden,

bei deren Routineblutabnahme gerade keine Filterpapierkarte zur Hand war.

Zur Priifung der Auswirkung von Antikoagulanzien wurde bei der Blutabnahme zu-
nichst bei sieben Patienten der Klinik fiir Nuklearmedizin jeweils Blut ohne Zusatz auf
Filterpapierkarten getropft. Vom jeweils gleichen Patienten wurde anschlieffend Blut in
ein EDTA-R&hrchen getropft, und so mit EDTA versetztes Blut gewonnen. Anschlie-
fsend wurde das Blut aus den EDTA-R6hrchen auf Filterpapierkarten aufgetropft, um
moglichst dhnliche Versuchsbedingungen wie bei der Filterpapiermethode zu schaffen.
Danach wurde jeweils eine Doppelbestimmung mit dem direkt aufgetropften Blut ohne
Zusétze und mit dem spéater aus dem EDTA-Rohrchen aufgetropftem Blut durchgefiihrt.

Als Referenzwert dient der Wert, der mit Hilfe von Patientenserum bestimmt wurde.
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i 1bl
remnes VOlDIUE 1 o501 1 9999 | 1013 | 0,1 | 3058 | 3388 | 2195
(U/ml)
EDTA-Blut

8644 | 9999 | 1599 | 31,6 | 2812 | 4151 | 2023
(U/ml)
: thod
serummethode |y 017 1 11407 | 1726 | 0,01 | 2848 | 8657 | 2906
(U/ml)

Tabelle 3.9.: Einfluss der Antikoagulanzien auf die Anzahl der Antikérper

In der Auswertung der oben aufgefiihrten Ergebnisse zeigte sich eine durchschnitt-
liche Abweichung von 28%. Die Untersuchungen zeigen, dass bei der Verwendung von
EDTA-Proben statt reinen Vollblutproben eine geringfiigige Abweichung besteht. Fiir
die Routinediagnostik ist der Einsatz von aufgetropftem EDTA-Blut ohne Bedeutung.
Eine Rolle spielt diese Abweichung nur fiir die selbst hergestellten Trockenblutproben
aus EDTA-Blut von Patienten, die als Proben fiir Versuchsreihen in dieser Arbeit ver-
wendet wurden. Da es aus rein praktischen Beweggriinden notwendig war, mit solchen

EDTA-Proben zu arbeiten, sollte diese Variation entsprechend beriicksichtigt werden.

3.4.5. TPO-AK Verteilung im Trockenblutfleck

Untersuchungen von Hopfner, 2001 [31] zum Auftropfen von Blut auf Filterpapierkarten
haben ergeben, dass es dabei zu einer ungleichen Verteilung von TSH-Konzentrationen
vom Zentrum des Filterpapiertropfens gegeniiber dessen Randbereich kommt. Die TSH-
Konzentration in den Randbereichen ist relativ zum Zentrum erhoht. Man spricht in die-
sem Zusammenhang von einem sogenannten Chromatographie-Effekt. Aus diesem Grund
empfiehlt es sich einen ausreichend grofen Stanzdurchmesser zu wahlen, um représenta-
tive Analysenergebnisse zu erzielen. Der Stanzdurchmesser betrégt in dieser Arbeit von
6,5 mm. Da der Stanzdurchmesser dennoch etwas Spielraum innerhalb der Tropfkreise
einrdumt, ist gepriift worden, ob eine dhnliche Konzentrationsdifferenz auch fiir TPO-
AK vorliegt.

Zau diesem Zweck wurden drei Proben von drei unterschiedlichen Patienten jeweils ex-
akt mittig und sehr randstindig ausgestochen. In der folgenden Tabelle ist die relative
Verteilung von TPO-AK in Trockenblutflecken von drei Patientenproben mit verschie-
denen Konzentrationen an TPO-AK dargestellt.

Bei den Patienten 1 und 3 sind die TPO- AK- Konzentrationen am Rand niedriger

gegeniiber der Konzentration, die in der Mitte des Tropfkreises gemessen wurde. Nur im
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Patient 1 | Patient 2 | Patient 3

7Z le P
entrale Probe 1 1826 5681
(U/ml)
Periphere P
eriphere Probe 68 1967 5180
(U/ml)

h
Serummethode 178 9034 £548
(U/ml)

Tabelle 3.10.: Verteilung der TPO-Antikorper im Trockenblutfleck: Vergleich von zentralen
und peripheren Probennahmen

Falle von Patient 2 ist der AK- Wert am Rand relativ zur Mitte erhoht. Bei diesen Beob-
achtungen weichen die Werte nicht so stark ab, wie es bei den TSH-Konzentration, die
am Rand deutlich hoher ist als in der Mitte, der Fall gewesen ist [31]. Moglicherweise ist
das unterschiedliche Verteilungsmuster von TSH-AK und TPO-AK im Trockenblutblétt-
chen auf die unterschiedliche Gréfe der Antikorper-Molekiile zuriickzufiihren. Denkbar
ist auch, dass der Stanzdurchmesser im TSH-Versuchsaufbau kleiner gewéhlt wurde und
die Unterschiede zwischen Rand und Mitte der Blattchenfliche deshalb deutlicher zum
Tragen kommen. Der Chromatographie-Effekt spielt jedoch in diesem Versuchsaufbau

nur eine vernachléssighare Rolle.

3.4.6. Lagerung und Lagerfihigkeit der Filterpapierkarten

Um den Einfluss der Lagertemperatur und der Lagerzeit auf die Filterpapierproben zu
untersuchen, wurden Filterpapierkarten mit aufgetropftem Vollblut bei Zimmertempe-
ratur (22°C), im Kiihlschrank (4°C) und im Tiefkiihlschrank (-30°C) aufbewahrt.

Untersucht wurden drei Filterpapierkarten von verschiedenen Patienten mit unter-
schiedlichen TPO-AK-Werten unter den unterschiedlichen Lagertemperaturen am Pro-
benentnahmetag und jeweils drei Wochen spéter. Die Bestimmungen wurden als Einzel-

bestimmungen durchgefiihrt; als Vergleichswert dient der Serumwert der Patienten.

Die folgenden Proben stammen alle von Patienten des Zentrums fiir Kinderheilkunde
der Universitdt Bonn. Bei diesen Proben liegen zwischen dem Entnahmedatum und dem
Untersuchungsdatum ein Zeitraum von mindestens einem halben und héchstens einem
ganzen Jahr (siehe Tabelle 3.12). Als Vergleichswert dient der am Probenentnahmetag
bestimmte Serumwert. Der Untersuchungswert wurde mit Hilfe der Filterpapiermethode
ermittelt.
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Patientenprobe 1 2 3
Fil i h

ilterpapiermethode 8530 | 246 7859
nach max. 6 h Lagerung (U/ml)
Fil i h

ilterpapiermethode . 6666 | 158 5015
nach 3 Wochen Lagerung (U/ml) bei 20°C
Fil i h

ilterpapiermethode . 2091 | 193 5930
nach 3 Wochen Lagerung (U/ml) bei 4°C
Filt i thod

HLCTPAPICTIEEROAe _ 7101 | 203 | 7270
nach 3 Wochen Lagerung (U/ml) bei -20°C

thod

Sernmmethode 0345 | 357 | 8467
(U/ml)

Tabelle 3.11.: Einfluss der Lagerung auf die Anzahl der Antikérper

) Ergebnis der Filterpapiermethode
Ergebnis der Serummethode
. Lagerungsdauer 6-12 Monate
Patient am Entnahmetag (42 Tage) T
bei Zimmertemperatur
(U/ml)
(U/ml)
1 1174 172
2 188 33
3 9999 5067
4 9999 3640
5 4072 505
6 2308 404
7 468 12
8 7231 591
9 6719 562
10 19125 618
11 23 3125

Tabelle 3.12.: Grenzen der Lagerfihigkeit der Filterpapierkarten

Bei sehr langen Lagerzeiten (Zeitraumen zwischen einem halben Jahr und einem Jahr)
und einer Lagerung bei Zimmertemperatur sinkt der TPO-AK-Wert deutlich. Trotzdem
ist es bei den folgenden Proben nicht zu falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen
gekommen. Da die Verdnderung der Werte aber grof ist, konnte es, insbesondere bei

grenznahen Werten, zu falschen Interpretationen kommen. Von einer Probenlagerung
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iiber eine Zeitspanne die ldnger als drei Wochen dauert bei Zimmertemperatur, muss

deshalb abgeraten werden.
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4. Ergebnisse

Die hier aufgefiihrten Ergebnisse beruhen auf insgesamt 147 Messungen, die in dem
zweijdhrigen Untersuchungszeitraum in dem Labor der Klinik und Poliklinik fiir Nukle-
armedizin der Friedrich Wilhelm Universitat in Bonn mit beiden Messmethoden parallel
durchgefiihrt wurden. Die TPO-AK von 47 Patienten sind als positiv einzustufen (Ta-
belle 4.1). Das bedeutet, dass bei diesen Patienten eine immunogene Erkrankung der
Schilddriise vorlag. Die Ergebnisse der 21 TPO-negativen Patienten ergeben sich aus
Tabelle 4.2.

Ausgenommen von den Betrachtungen wurden die im Kapitel 3.4.6 und in der Tabelle
3.12 aufgefiihrten 11 Messungen zur Grenze der Lagerfihigkeit der Filterpapierkarten.
Die Proben, auf die hier Bezug genommen wird, stammen aus der Kinderklinik der
Universitdt Bonn. Sie waren interessant beziiglich der sehr langen Lagerungszeit, aber in
Folge derselben waren die Abweichungen der Ergebnisse von den Ergebnissen der Serum-
methode zu grof. Aus diesem Grund sind diese Ergebnisse in einer gesonderten Gruppe
zusammengefasst, in der es ausschlieflich um die Lagerfdhigkeit von Filterpapierkarten
geht.

Methodisch wurden die bekannten Ergebnisse nach der Serummethode mit den Er-
gebnissen der Filterpapiermethode verglichen. Dazu wurde wie bereits im Abschnitt
Methoden beschrieben, das Vollblut auf die Filterpapierkarten getropft, die Tropfkreise
ausgestanzt und jeweils drei Tropfkreise in 300 pl Puffer aufgelost. Im Anschluss wurde
der Radioimmunoassay der Firma Medipan gemifs den Herstellerangaben durchgefiihrt,
und danach im Gamma-Counter gemessen. Die Serummethode wurde als sogenannter
Gold-Standard gewertet. Die Bewertung der Filterpapiermethode richtet sich ausschlief-
lich daran aus und beriicksichtigt dabei nicht die Fehler der Referenzmethode.

Patienten, deren TPO-AK-Titer bei weniger als 40 U/ml lag, wurden als TPO-negativ
bezeichnet, Ergebnisse iiber 50 U/ml wurden als positiv bewertet. Diese Grenze ergibt
sich aus den Herstellerangaben fiir den Radioimmunoassay, der fiir Patientenserum aus-
gelegt ist, und diese Grenze hat sich auch fiir die Filterpapiermethode als richtig heraus-

gestellt.
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. Serumwert Filterpapierwert,
Patient
(U/ml) (U/ml)

pl 129 223
p2 161 118
p3 178 100
p4 189 164
po 246 193
p6 268 140
p7 285 181
ps 357 158
P9 364 279
pl10 384 995
pll 428 949
pl2 894 900
pl3 1337 1321
pl4 1726 1599
pl5 2035 1340
pl6 2622 1166
pl7 2848 2812
pl8 2903 528
p19 2906 2949
p20 3259 3247
p21 3464 2057
p22 3828 435
p23 3990 3073
p24 4111 2095
p25 5549 4828
p26 2807 5803
p27 6340 6473
p28 6806 2722
p29 6974 5325
p30 8234 6105
p31 8466 7858
p32 8657 4921
p33 9289 5684
p34 9345 8589
p35 9505 982




4.1. Methodenvergleich

. Serumwert Filterpapierwert
Patient
(U/ml) (U/ml)
p36 10000 10000
p37 10000 2700
p38 10917 9115
p39 10980 4377
p40 11167 10000
p4l 11408 5180
p42 11564 6866
p43 11653 4635
p4d4d 12882 10000
p45 13034 13950
p46 13122 11924
p47 15726 13334

Tabelle 4.1.: Ubersicht iiber die TPO-positiv getesteten Patienten mit Filterpapier- und
Serummethode

4.1. Methodenvergleich

Fiir 68 Proben von Patienten wurde im Rahmen der experimentellen Arbeit der TPO-
AK-Wert mittels der Serummethode gemessen. Danach wurden diese entsprechend der
Aufteilung nach positivem und negativem TPO-AK-Nachweis gruppiert und numeriert!.
Die identische Probe wurde danach dem Filterpapierverfahren unterzogen. Das Ergebnis
ist dann mit dem Ergebnis der Serummethode als Wertepaar zusammen der Patienten-
nummer zugeordnet. Alle Proben, die im Serumverfahren positiv getestet wurden, haben
auch im Filterpapierverfahren das gleiche qualitative Ergebnis geliefert, allerdings gab es
quantitative Abweichungen. Entsprechend verhielt es sich mit negativen Ergebnissen der
Serummethode. Daher gibt es keine widerspriichlichen Ergebnisse, d.h. unterschiedliche
Zuordnungen eines Wertepaares zur positiven und negativen Ergebnisgruppe in Abhén-

gigkeit vom verwendeteten Verfahren.

Aus technischen Griinden lautet in 19 der 21 negativ getesteten Proben das Ergebnis
beider Methoden 0,01 U/ml. Dies ist auf die funktionale Assay-Sensitivitit zuriickzufiih-
ren. Beim CentAK anti-TPO-Test, der hier als Goldstandard eingesetzt wird, sind die

Ipz ist der positive Patient o, ny der negative Patient y.
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. Serumwert Filterpapierwert,
Patient
(U/ml) (U/ml)

nl 0,01 0,01
n2 0,01 0,01
n3 0,01 0,01
n4 0,01 0,01
nd 0,01 0,01
n6 0,01 0,01
n7 0,01 0,01
n8 0,01 0,01
n9 0,01 0,01
nl0 0,01 0,01
nll 0,01 0,01
nl2 0,01 0,01
nl3 0,01 0,01
nl4 0,01 0,01
nld 0,01 0,01
nl6 0,01 0,01
nl7 0,01 0,01
nl8 0,01 0,01
nl9 0,01 0,01
n20 0,01 30

n21 29 31

Tabelle 4.2.: Ubersicht iiber die TPO-negativ getesteten Patienten mit Filterpapier- und
Serummethode

Werte unterhalb von 15 U/ml mit einem Variationskoeffizienten >10% (Intraassy) und
einer Schwankung von Tag zu Tag von 20% im Interassay behaftet. Damit sind Werte
unterhalb von 15 U/ml aufserhalb der statistischen Sicherheit, die nach dem Qualitéts-
management (GLP) gefordert ist, und damit nicht mehr sicher von null zu unterscheiden.
Aus diesem Grund werden Konzentrationen < 15 U/ml als 0,01 U/ml angegeben. Kon-
zentrationen die jedoch grofer als 15 U/ml sind, geniigen der statistischen Sicherheit und

werden somit als absolute Zahlenwerte wiedergegeben.
Eine Probe weifst in der Filterpapiermethode einen signifikant hoheren Wert auf (n20)

und ein weiterer Fall zeigte einen erhohten Messwert (n21), allerdings ist in beiden Me-

thoden die relative Abweichung kleiner 10%. Da mehr als 90% der negativen Proben,
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aus den oben erlauterten Griinden, qualitative und quantitative Identitit aufweisen, und
der mathematisch signifikante Stichprobenumfang dadurch auf 2 schrumpft, wurde die
Stichprobe mit negativen TPO-AK Nachweis keiner weiteren statistischen Betrachtung
unterzogen. Es bleibt aber festzuhalten, dass der negative Nachweis in allen 21 Féllen
bei beiden Methoden zur identischen Diagnose gefiihrt hat. Daher werden alle folgenden
Betrachtungen ausschliefslich auf den positiven TPO-AK-Nachweis bezogen.

4.2. Quantitativer Vergleich

4.2.1. Deskriptive Betrachtung

Im ersten Schritt werden nun die Methoden der deskriptiven Statistik angewendet um die
Merkmale der beobachteten Grundgesamtheit darzustellen. Bei den Merkmalen handelt
es sich um absolute, kontinuierliche und nichtnegative Gréfen unbekannter Verteilung.

Die in Tabelle 4.3 dargestellten statistische Kenngrofen ergeben sich dabei.

Serumwert Filterpapierwert
Kennzahl

(U/ml) (U/ml)
Minimum 129 100
Maximum 15726 13950
Arithmetisches Mittel ul | 5667 4072
Median 4111 2949
Standardabweichung s 4664 3863
Intervallbreite 15597 13850

Tabelle 4.3.: Deskriptive Kennzahlen der Serum- und der Filterpapiermethode im Vergleich

Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, dass die Serummethode im Vergleich zur Filterpa-
piermethode im Mittel wie auch beziiglich des Medians einen um 1200 bis 1600 U/ml
hoheren Messwert aufweist. Diese Merkmalsauspragung wird allerdings durch grofte ab-
solute Abweichungen bei Patienten mit hohen Serumwerten (Abb. 4.1) verzerrt. Bei
relativer Betrachtung mit dem Ergebnis der Serummethode als Basiswert fiir jedes Wer-
tepaar, ergibt sich aber ein deutlich geringerer Wert von 19% fiir den Mittelwert. Im
Vergleich liegt der Mittelwert bei 28 % bei absoluter Betrachtung. Damit kann gefol-
gert werden, dass die Filterpapiermethode gegeniiber der Serummethode im allgemeinen
zu einem Unterschétzen des TPO-AK Wertes fiihrt. Der geringere Fehler bei relativer
Messung, lasst eher auf einen Bias-Fehler als auf eine lineare Verzerrung schlieffen. Der

relative Fehler liegt dabei im Mittel bei ca. 1/5 der Merkmalsausprigung der Serumme-
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4. Ergebnisse Humanmedizinischer Teil

thode.

Da kein Messergebnis der Serummethode oder der Filterpapiermethode in signifikanter
Néhe zum Grenzwert des Cent-AK TPO Verfahrens von 40 bzw. 50 U/ml aufgetreten ist,
bestand nicht die Gefahr einer Fehldiagnose hinsichtlich einer Erkrankung des Patienten.
Allerdings kann die Abweichung von 1/5 nach unten z.B. bei einem kritischen Serumme-
thodenwert von 50 U/ml zu einem statistisch zu erwartendem Wert von 40 U/ml bei der
Filterpapiermethode fiihren, d.h. zu widerspriichlichen diagnostischen Ergebnisse. Diese
Problematik endet allerdings bereits bei einem Serummethodenmesswert von 63 U/ml,
da dann der erwartete Ergebniswert der Filterpapiermethode auf Basis des Unterschiedes

der Mittelwerte auch einen Messwert von > 50 U/ml ausgibt.
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Abbildung 4.1.: Differenz aus Serum- und Filterpapiermethode

Bei Verwendung des Mittelwertes ergibt sich damit eine relative Varianz zwischen
beiden Methoden von ca. 20% wobei nach Herstellerangaben die Intraassay-Varianz bei
einem Testset bereits bei 10% liegt. Das relativiert die Einschrinkung der Vergleich-
barkeit der Ergebnisse deutlich hinsichtlich der Existenz eines Fehlers innerhalb des
CentAK. Daher kann auf Basis der deskriptiven Daten nicht mit Sicherheit von einer

systematischen Verzerrung ausgegangen werden.
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4.2.2. Regressionsanalyse

Im néchsten Schritt wird eine Regressionsanalyse beider Merkmalsauspragungen durch-
gefiithrt. Uber der x-Achse ist dabei in Abb. 4.2 das Ergebnis der Filterpapiermethode,
iiber der y-Achse das Ergebnis der Serummethode aufgetragen. Das Diagramm ist linear

in beiden Dimensionen. Jeder Punkt stellt dabei ein Wertepaar dar. Die Regressions-

x 10'
2_ .
[}
e]
2 15 -
iz ;
% 05 O Wertepaare
o lineare Regression
0@ @» i i i i T T i
x 10'
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Abbildung 4.2.: Lineare Regression beziiglich der Wertepaare und Residuen

kurve als Schiatzung der Funktion fserum(Zritter), Wobel fserum der abhéngige Wert der
Serummethode in U/ml und e, unabhéngige Werte der Filterpapiermethode in U /ml
ist, hat dabei die Form

fSerum (xFilter) = 1; O643IFilter + 13327 6U/ml . (41)

Analog zur deskriptiven Betrachtung nach Kap. 4.2.1 ergibt sich wieder ein absoluter
Versatz (Bias) von 1332, 6 U/ml zwischen beiden Methoden, ausgedriickt durch den Ach-
senabschnitt der Regressionskurve. Dies ist analog zum deskriptiven Teil ein signifikanter
Fehler fiir kleine Messergebnisse. Dieser resultiert aber aus der Betrachtung in vertika-
ler Richtung. Neben der Abweichung beim Achsenabschnitt ist eine extreme Linearitit
zwischen beiden Methoden festzustellen, da der Wert des Regressionskoeffizienten a der
Geraden mit 1,064 sehr nahe an der Winkelhalbierenden liegt.

69



4. Ergebnisse Humanmedizinischer Teil

Entsprechend ergibt sich der empirische Korrelationskoeffizient als

r=a T _ () 8813, (4.2)

SSerum

Damit ist ein positiver, linearer, stochastischer Zusammenhang zwischen den Ergebnissen
der beiden Methoden gegeben. Hauptursache fiir diese Abweichung vom Idealwert 1
ist der Bias in der Regressionskurve, da mit dem Regressionskoeffizienten von 1,064
nahezu eine optimale Linearitét vorliegt. Der empirische Korrelationskoeffizient ist eine
Invariante des Problems, da er sich genauso aus der Regression von Filterpapier- iiber
Serummethode ergeben hitte. Daher kann der Korrelationskoeffizent Aufschluss iiber
die Giite des Zusammenhanges zwischen beiden Messreihen geben, unabhéngig davon,

welche Grofe als abhéngige und unabhéngige Grofe gewihlt wird. Die Residuen

e; = f(xi) — f(x) (4.3)
mit f(z;) als tatsiichlicher Wert an der Stelle ; und f(z;) als durch die Regressionskurve
gebenener Wert an x;, sind in der unteren Hélfte von Abb. 4.2 dargestellt. Die euklidsche

Norm der Residuen ergibt

lell =, [ €? = 14938 U/ml (4.4)

wobei e = [eq, €a, . .., e47] sei.

Der umgekehrte, zeichnerisch nicht dargestellte Fall der Regression mit dem Serum-
methodenwert als unabhéngige Grofse, und dem Filterpapiermethodenwert als abhingige
Grofke (KQ-Verfahren mit horizontaler Abstandsminimierung in Abb. 4.2) ergibt

fFilter($Serum) = 07 729981’Serum - 647 663U/m1 (45)
mit
lle|l> = 12372 U/ml. (4.6)

Dabei ist der Regressionskoeffizient im Vergleich zu (4.1) mit 0, 72998 deutlich weiter
von der Winkelhalbierenden entfernt. Allerdings ist der Bias zwar negativ, aber iiber
20 mal geringer als im umgekehrten Fall. Ursache fiir diesen Unterschied ist die grofere
Standardabweichung bei der Serummethode, die zu einer Verstirkung des Effektes fiir
kleine Messwerte fiihrt, und damit die Regressionskurve zum Ursprung hin nach unten
versetzt. Zudem ergeben sich bei der Filterpapiermethode nur 5 Messwerte kleiner als
250 U/ml, dagegen bei der Serummethode 8 in diesem Intervall. Dies fiir zu einer Ballung
der Messwerte auf der Ordinate und durch die gleichméfige Gewichtung zu einem Abrut-

schen der Regressionsgerade und einer Drehung mit dem Uhrzeigersinn. Die euklidsche
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Norm der Residuen ist dabei deutlich geringer, was auf eine bessere Approximation hin-
deutet. In Abhéngigkeit von der Definition der unabhéngigen bzw. abhingigen Variablen
ergibt sich daher entweder ein dominanater Fehler hinsichtlich idealer Linearitdt durch

einen Bias oder eine lineare Verzerrung.

Die Autokorrelationen sind mit den Quadraten der Standardabweichungen in 4.3 ge-
geben (Var(zpiyer) und Var(Zgeum)). Die Kreuzkorrelation wurde implizit bereits durch

den empirischen Korrelationskoeffizient gegeben, es gilt

Cov(Tserum, TFilter)

. 4.7
\/V&f(SL’Fﬂter)var(xSerum) ( )

wobei r auch als normierte Kovarianz bezeichnet wird. Die Kovarianz

n

1

COV(xSeruma xFilter) = (xFilter - EFﬂter)<$Serum - jjSerum) (48)
n—1
i=1

=1,5881 - 10"(U/ml)? (4.9)

mit n = 47 ergibt eine normierte Kovarianz von r = 0,8813 - wie auf Grund des In-
variantencharakters nichts anders zu erwarten war. Damit variieren beide MeRreihen

gleichlaufig.

Die maximale normierte Kovarianz (|r| < 1) ergibt sich bei einer Skalierung beider

Datensétze mittels Logarithmus zur Basis e zu
Tog, = 0,9202. (4.10)

Polynomiale Skalierungen (z") erreichen dagegen nur mittels eines Optimierungsverfah-

rens beziiglich des Exponenten eine derartige Giite.

Daher werden die sidmtliche Daten mit dem log, skaliert. Damit ergeben sich die Daten

der Tabelle 4.4. Die beiden Regressionskurven haben dann die Gleichungen

8 (zE ) =0,90849228 4 0,35826U /ml (4.11)
08 (2198 ) =0,9321621%5, . + 0,88343U /ml . (4.12)

Die euklidschen Normen der Residuen ergeben sich zu
[lel]2,, = 3,9378 log U/ml = 8665,6 U/ml (4.13)
bzw.

le]]2,, = 3,9889 log U/ml = 9474,7 U/ml (4.14)
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Serumwert Filterpapierwert
Log. Kennzahl

(U/ml) (U/ml)
Minimum 4,858 4,606
Maximum 9,663 9,543
Arithmetisches Mittel p; | 7,949 7,58
Median 8,322 7,989
Standardabweichung s; 1,503 1,484
Intervallbreite 4,805 4,937

Tabelle 4.4.: Deskriptive logarithmische Kennzahlen der Serum- und der Filterpapiermethode
im Vergleich

fiir fio8 (28, ) bzw. fif (x98,..). Die Linearitiit ist in beiden Fillen unterproportio-
nal gegeniiber der Winkelhalbierenden, konvergiert aber in beiden Féllen deutlich stérker
gegeneinander. Beide Geradensteigungen sind kleiner eins sowie beide Achsabschnitte
sind positiv und ca. mit den Faktor 2,5 multiplikativ verkniipft (im Vgl. zu ca. 20 im
nichtskalierten Fall). Dies fiihrt zu einem iiberproportionalen Schitzverhalten fiir kleine
Messwerte und einem unterproportionalen Verhalten gegeniiber der perfekt linearen Lo-
sung. Die euklidschen Normen sind in beiden Fallen deutlich kleiner als im unskalierten
Fall und geben daher einen weiteren Hinweis auf die bessere Giite der logarithmisch ska-

lierten Daten.

O  Wertepaare
lin. Regression

=
o
T

Skalierte Serummethode
[log U/ml]
(00]

4 Il 1 1 Il 1 J
4 5 6 7 8 9 10

Skalierte Filterpapiermethode [log U/ml]

Abbildung 4.3.: Lineare Regression beziiglich der logarithmisch skalierten Wertepaare

Zusammenfassend kann gesagt werden, dafs aus der unskalierten Betrachtung sowohl
auf einen rein statischen Bias als auch auf eine lineare Verzerrung geschlossen werden

kann. Dabei unterschitzt die Filterpapiermethode die Serummethode hinsichtlich der
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Abbildung 4.4.: Logarithmische Differenz aus Serum- und Filterpapiermethode

deskriptiven Kennzahlen. Die Verzerrung bewegt sich im relativen Mittel um ca. 20% der
Mefergebnisse und liegt in der doppelten Grofenordnung der Intraassayvarianz bezogen
auf den CentAK Anti-TPO. Der beste Zusammenhang beziiglich der Kreuzkorrelation
bzw. der normierten Kovarianz ergibt sich fiir einen logarithmisch skalierten Datensatz.
Dabei ergibt sich dann ein iibereinstimmendes Bild aus Kombination aus statischen Bias
und linear unterproportionaler Verzerrung der Daten im Vergleich beider Mefreihen.
Die absolute normierte Kovarianz ist aber mit iiber 0, 92 signifikant hoch, die euklidsche

Norm der Residuen signifikant niedrig.

4.2.3. Induktive Betrachtung

4.2.3.1. Anpassungtest

Im folgenden soll mittels eines y2-Anpassungstest gezeigt werden, dafl die Ergebnisse
der positiven Mefreihen als normalverteilt angenommen werden konnen um dann damit
spater Aussagen iiber den Zusammenhang beider Stichproben machen zu kénnen. Dazu
miissen die Daten entsprechend der Tabelle 4.5 klassifiziert werden. Als Konfidenzinter-

vall gilt 0,05. Die Hypothesen lauten demnach:
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4. Ergebnisse Humanmedizinischer Teil

i | Definitionsbereich i+ Anzabl h?F : Anzafhl
Serummethode Filterpapiermethode
1| 2 <1000 U/ml 12 15
2 1 1000 < z < 3000 U/ml 9
3 14000 < z < 5000 U/ml 6
4 | 5000 < x < 7500 U/ml 8
5| 7500 < z < 10000 U/ml 6
6 | x > 10000 U/ml 10 3

Tabelle 4.5.: Klassizierung der positiv getesteten Patienten gemaf Tab. 4.1

Hy: Die Mefsreihen der Serummethode und der Filterpapiermethode sind normalverteilt.
H: Die Mefsreihen der Serummethode und der Filterpapiermethode sind nicht normal-
verteilt.

Als Priifgrofsen ergeben sich in diesem Fall

6
hls — hig)?
X5= (Sh—S) (4.15)
i=1 i3
6
h0p — hep)?

e
1 h’LF

(2

wobei hfp die Werte geméf Normalverteilung sind. Mit den Werten aus Tab. 4.3 kann
eine standartisierte N (0, 1)-Verteilung erzeugt werden durch

0
Li — Hs

Ss
0 _
SF

(4.17)

0 _
Zis =

wobei z{ die obere Klassengrenze ist. Die Tabelle 4.6 zeigt die numerischen Ergebnisse
mit Fy als Normalverteilungsfunktion. Um auf die erwarteten absoluten Haufigkeiten
hiq, hip schliefen zu kénnen, die in der Priifgrofie bendtigt werden miissen die relativen

erwarteten Haufigkeiten ff, % berechnet werden. Dabei gilt
fis = FNZZQS - FNZ?Z’—I)S (4.19)
7 = Fnzip — FN2(_yyp (4.20)
mit Fy(20g) = Fx(z3z) = 0. Die absoluten Hiufigkeiten ergeben sich dann aus den rela-
tiven Haufigkeiten mit dem Stichprobenumfang n = 47 nach Tabelle 4.7. Damit kénnen
die Priifgrofsen berechnet werden. Allerdings verletzt die Klasse 6 bei der Filterpapier-

methode die Anforderung einer erwarteten Merkmalsanzahl von > 5. Daher wird fiir
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37? ZzQS Z?F FN(ZES) FN(’Z?F>

1000 U/ml | —1,0005 | —0,7953 | 0,159 | 0,213
3000 U/ml | —0,5717 | —0,2776 | 0,284 | 0,391
5000 U/ml | —0,1430 | 0,2402 | 0,443 | 0,595
7500 U/ml | 0,3930 | 0,8873 | 0,653 | 0,813
10000 U/ml | 0,9290 | 1,5345 | 0,824 | 0,938

oo U/ml 00 00 1 1

[

S O = W N

Tabelle 4.6.: Werte der erwarteten Verteilungsfunktion fiir Serum- und Filterpapiermethode

1 is iF his hip | his | Pip
110,159 | 0,213 | 7,451 | 10,021 | 12 | 15
210,125 [ 0,177 | 5,885 | 8,340 9
310,159 [ 0,204 | 7,493 | 9,599 | 5 | 6
410,210 | 0,218 | 9,855 | 10,230 | 5 | 8
510,171 (0,125 | 8,023 | 5,875 | 8 | 6
60,175 | 0,062 | 8,243 | 2,935 | 10 | 3

Tabelle 4.7.: Werte der erwarteten relativen f und absoluten h{ erwarteten sowie beobach-
teten absoluten hY Hiufigkeiten fiir Serum- und Filterpapiermethode

die Klassierung der Filterpapiermethode die Klasse 6 der Klasse 5 zugeschlagen. Da-
mit sind alle anderen Klassierungen grofs genug um mit den diskreten Werten weiter zu
rechnen, ansonsten hétte auf die kontinuierliche Betrachtung des Kolmogorov-Smirnov-
Anpassungstest ausgewichen werden miissen. Die Freiheitsgrade fiir die x2-Verteilung
ergeben sich dann zu v = kK —m — 1 mit k als Anzahl der Klassierungen, m als An-
zahl der geschitzten Parameter der Stichprobe (Mittelwert und Standardabweichung)
zu vg = 3 fiir die Serummethode und vy = 2 fiir die Filterpapiermethode. Aus einer

Berechnung der y2-Verteilung zum geg. Konfidenzintervall ergeben sich die kritischen

Grenzwerte
Xig = 7,815 (4.21)
Xip =5,991. (4.22)

Die Auswertung der Priifgroflen unter Einbeziehung der verringerten Klassenanzahl bei

den erwarteten Haufigkeiten der Filterpapiermethode ergeben im Vergleich dazu

X% = 6,561 (4.23)
X2 =4,364. (4.24)
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Da in beiden Fillen x? < x? gilt kann die Nullhypothese nicht verworfen werden. Tm

folgenden wird daher eine Normalverteilung der Mefreihen unterstellt.

4.2.3.2. Unabhéingigkeitstest

Im niichsten Schritt soll anhand des y2-Unabhingigkeitstests die Unabhingigkeit beider
Mefreihen gepriift werden. Dazu wird die bekannte Kontingenztablle (Tab.4.8) verwen-
det. h)y ist dabei Anzahl der Beobachtungen bei der Serummethode, die in die Klassie-
rung i nach Tab. 4.5 fallen, fiir hY gilt das entsprechende. Als Konfidenzintervall wird

abermals 0,05 verwendet. Die Hypothesen lauten:

[ M [ 18 [ S [ e [ W8 | Hee | 3 ] £(S)) |

Mg |12 0] 0| 0| 0] 0|12 £
hdg 31470, 01]0]0 =
hg 0|5 |00/ 071]0 =
his 0|0 |5 ]0] 010 =
hlg 0O 01 /|5 010 =
hdg 0] 0] 0|3 ]3]6 |12 £
> 596 |8 | 3|6 [47] 1
IR

Tabelle 4.8.: Kontingenztabelle zum Unabhéigigkeitstest

Hy: Beide Versuchsreihen sind voneinander unabhéngig.

H4: Beide Versuchsreihen sind voneinander abhéngig.

Die Priifgrofe ist diesem Fall die erwartete Héaufigkeit f(.S;) die sich aus der Zeilen-
summe (rechte Spalte) geteilt durch die Zahl der Erhebungen n ergibt. Fiir die Filterpa-
piermethode gilt das Entsprechende. Die Gleichungen

> s

_ Zeile
F(8i) == =— (4.25)
> hip
Spalte

geben daher die oben beschriebenen relativen Haufigkeiten an. Mit dem Multiplikations-
satz fiir unabhingige Ereignisse, der auf Basis der Hypothese der Unabhéngigkeit ange-
wendet wird ergibt sich die relative Haufigkeit einer Merkmalskombination (.S; () F;)als
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Produkt aus den relativen Haufigkeiten

ST RS > hip

F Zeile Spalte ' 4.9
S i (4.27)

Daraus laft sich die absolute erwartete Haufigkeit

> hls >0 hip
e Zeile Spalte
hey pi = 4; . (4.28)

durch Multiplikation mit n ableiten. Da die Tabelle 4.8 eine nach unten verschobene
Bandstruktur besitzt ergibt sich bei den erwarteten Haufigkeiten nach Tabelle 4.9 ein

ganz anderes Bild, denn diese ist voll besetzt. Die Priifgrofe

hip | hsp | hsp | hip | Psp | hgp || 20
hey |3,830 [ 2,298 | 1,532 2,043 | 0,766 | 1,532 | 12
hSe | 2,234 [ 1,340 | 0,894 | 1,191 | 0,447 | 0,894
hee | 1,596 | 0,957 | 0,638 | 0,851 | 0,319 | 0,638
ey | 1,596 | 0,957 | 0,638 | 0,851 | 0,319 | 0,638

.| 1,915 | 1,149 | 0,766 | 1,021 | 0,383 | 0,766

.| 3,830 (2,298 | 1,532 | 2,043 | 0,766 | 1,532 || 12

> 15 9 6 8 3 6

Tabelle 4.9.: Relative Haufigkeit der Merkmalskombinationen zum Unabhigigkeitstest

_y oy R (4.29)

=1 j=1

und betrigt 137, 2838. Die y2-Verteilung hat dabei v = 25 Freiheitsgrade. Damit betrigt
de kritische Grenzwert x7 = 37,6525 und es gilt x> > x?. Man kann daher nicht anneh-
men, dafs beide Versuchsreihen voneinander unabhéngig sind, was der Grundannahme

des Experimentes entspricht.

4.2.3.3. Homogenitatstest

Abschliefsend soll die Hypothese verifiziert werden, daf beide Versuchsreihen der gleichen
Grundgesamtheit entstammen. Als Signifikanzniveau wird abermals o = 0,05 verwen-
det. Die Hypothesen lauten:

Hy: Beide Versuchsreihen enstammen der gleichen Grundgesamtheit.

H4: Beide Versuchsreihen enstammen nicht der gleichen Grundgesamtheit.
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i | his | his | Pip | hip
1112 | 13,5 15 | 13,5
2 8 9 8

3 505 | 6 | 5,0
4 6,5 | 8 | 6,5
5 7 6 7

610 65| 3 | 65

Tabelle 4.10.: Tatsichliche und erwartete Hiufigkeiten zum Homogenitétstest

Die erwarteten absoluten Haufigkeiten ergeben sich indem die die Anzahl Patienten in
Tabelle 4.5 gleichméfig iiber beide Gruppen aufteilt. Damit ergibt sich Tab. 4.10. Die
Priifgrofe ist identisch zu (4.29) mit v = 25 Freiheitsgraden und x; = 37,6525. Die
Priifgrofe folgt damit zu x? = 5,421. Damit kann die Nullhypothese nicht abgelehnt
werden. Beide Versuchsreihen entstammen der gleichen Grundgesamtkeit muft mit o =

0,05 angenommen werden.

4.2.3.4. Zweistichprobentest fiir die absolute Differenz arithmetischer
Mittel bei verbundenen Stichproben

Die Stichprobe der Tabelle 4.1 ist verbunden, da beide Mefreihen aus der gleichen Grund-
gesamtheit erhoben wurden, d.h. aus jeweils ein- und derselben Probe. Es seien zg; bzw.
xp; das i-te unskalierte Mefergebnis der Serum bzw. Filterpapiermethode. Die Testver-
teilung wird dadurch abgeleitet, daf angenommen wird, dafs die Messwerte Realisationen
von normalverteilten Zufallsvariablen Xg; bzw. Xg; seien. Damit sind aber auch die Dif-
ferenzen D; = Xg; — Xp; und die durchschnittliche Differenz

D_lip. (4.30)
= ‘

normalverteilt. Die Schatzfunktion fiir die unbekannte Varianz der Differenzen lautet
1 A\ 2
op=—Y (D;—Dy)*. (4.31)

Die studentverteilte Priifgrofe mit v = 46 Freiheitsgraden folgt damit zu

D — E(Xg) + E(Xp)
op /4T '

Die Nullhypothese lautet dann entsprechend:
Hy: Die Mefergebnisse beider Mefreihen sind im absoluten Mittel identisch (E(Xg;) —

T= (4.32)
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E(XFp;) =0) (kein Bias).

Damit folgt die Alternativhypothese:
H 4: Die Filterpapiermethode unterschétzt den Mefwert im absoluten Mittel (F(Xg;) —

Als Signifikanzniveau wird o = 0,05 angenommen.

Unter diesen Annahmen ist die Priifgrofe

d
t= —4,931. (4.33)

\/O’d/47

mit d = 1594,5 U/ml und o4 = 4.9130 - 10° (U/ml)%. Aus Tabellen kann der kritische
Grenzwert t;, = 1,678 abgelesen werden. Da ¢t > ¢; mufl die Nullhypothese abgelehnt

werden. Es kann also nicht davon ausgegangen werden, daf die Mefergenisse beider
Mefreihen identisch sind, die Serummthode ergibt demnach hohere Ergebnisse als die
Filterpapiermethode zum Konfidenzintervall 0,05, was auch durch die deskriptiven Da-

ten bestatigt wird.

Alternativ kann aber die Nullhypothese wie folgt formuliert werden:
Hy: Die Meflergebnisse beider Mefreihen sind identisch konstant versetzt, die Filter-
papiermethode unterschétzt die Serummethode um einen konstanten Wert (E(Xg;) —
B(Xps) = ).

Unter sonst gleichen Annahmen ist das minimale § mit dem die Nullhypothese noch

angenommen werden kann

d—0

\/O'd/47

t > (4.34)

bzw.

§>d—\/0o4/ATt, = 1052 U/ml. (4.35)

Damit mufs um die Nullhypothese annehmen zu kénnen von einer Differenz beziiglich
der Mittelwerte in der Grofenordnung von ca. 1050 U/ml zwischen Serummethode und
Filterpapiermethode ausgegangen werden. Eine obere Grenze zum Konfidenzintervall
0, 05 ergibt sich bei analoger Berechnung mit negativen t; zu 2137 U/ml fiir die Differenz
der Mittelwerte.
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4.2.3.5. Zweistichprobentest fiir die relative Differenz arithmetischer Mittel
bei verbundenen Stichproben

Wie bereits im deskriptiven Teil gezeigt ist die Intervallbreite bezogen auf den Mini-

malwert ca. mit dem Faktor 100 grofer bei Betrachtung absoluter Zahlen. Daher wird

Xsi—Xpi
ver-
Xsi

wendet. Bei analoger Verfahrensweise mit den Hypothesen Hj: Die Mefergebnisse bei-

(EXsi))—EXFrd) _ 0
E(Xg;

zerrung) und Hy: Die Filterpapiermethode verzerrt den Mefwert im relativen Mittel
(E(Xs;) — E(XFi) #0) (lineare Verzerrung) ergibt sich zum Signifikanzniveau a = 0, 05

unter diesen Annahmen ist die Priifgrofe

anstatt der absoluten Differenz im Folgenden die relative Differenz D; =

der Mefsreihen sind im relativen Mittel identisch ) (kein lineare Ver-

d
- =3,332. (4.36)
O'd/47

+
I

mit d = 0,1976 und 64 = 0,1652. Da eine beideseitige Priifung vorliegt (positive ode
negative Verzerrung) ergibt sich #;, = 2,013. Da #; < t kann die Nullhypothese zu diesem

Signifikanzniveau nicht angenommen werden.

Eine analoge Abschiitzung zur Anderung der Nullhypothese ergibt in diesem Fall

5> d— \/Ga/ATl, (4.37)

das Intervall [0,0772,0,318] beziiglich einer linearen Verzerrung des relativen Mittels.
Zum Signifikanzniveau 0,05 kann daher die oben genannte Nullhypothese akzeptiert

werden falls eine lineare Verzerrung in dem zuvor genannten Intervall vorausgesetzt wird.

Mit diesen beiden Zweistichprobentests bestatigen sich damit die Ergebnisse der de-
skriptiven Analyse und der Regressionsanylse, die von einer Uberlagerung von Bias und
linearer Verzerrung ausgehen. Die Ergebnisse der deskriptiven Betrachtung entsprechen
in etwa den Medianwertden der beiden Intervalle in denen die Nullhypothesen akzeptiert

werden konnten.

Auf eine Betrachtung der logarithmierten Ergebnisse wurde verzichtet, da die Rechen-
regeln fiir Logarithmus-Funktionen auf diese auf Differenzen basierende Methode nicht

angewendet werden konnen.

4.2.4. Prazision der Ergebnisse

Es wurden Tests zur Priifung auf Prazision bei den Ergebnissen der Filterpapiermethode

durchgefiihrt. Dabei wird die Reproduzierbarkeit der Mefergebnisse durch die Analyse
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von Mehrfachanséitzen einer Probe bestimmt. Die Streuung der Einzelmesswerte um ih-
ren Mittelwert gilt als Mals fiir die Prazision der Methode, wobei zwischen Intraassay
(Mehrfachansitze innerhalb eines Problendurchlaufes) und Interassay (Probendurchliu-

fe zu verschiedenen Zeitpunkten) unterschieden wird.

Zur Ermittlung der Intraassayvarianz wurde von einem Patienten (p30) mit bekanntem
Serumwert (zg = 8234 U/ml) fiir TPO-AK Blut in ein EDTA-Rohrchen abgenommen
und hinterher auf mehrere Filterpapierkarten aufgetropft. Die 10 identischen Proben
wurden dann in einem Probendurchlauf gemessen. Zur Ermittlung der Interassayvarainz
wurde jeweils eine Probe mit dem bekanntem p-30 Serumwert in 5 in einwochigen Ab-

stdnden aufeinander folgenden Ansétzen iiberpriift.

4.2.4.1. Intraassayvarianz

Beim Test der Intraassayvarianz ergaben sich die Ergebnisse nach Tabelle 4.11. Daraus

. Filterpapierwert TFi— ME, | TEi—Ts
Patient
(U/ml): x4 IE, Ts

al 5549 -9,1207 % | -32,6087 %
a2 6246 2,2945 % | -24,1438 %
a3 6365 4,2434 % | -22,6986 %
ad 6278 2,8186 % | -23,7552 %
ad 5259 -13,8702 % | -36,1307 %
ab 6568 7,5681 % | -20,2332 %
a’ 6586 7,8629 % | -20,0146 %
a8 5487 -10,1361 % | -33,3617 %
a9 6029 -1,2594 % | -26,7792 %
all 6692 9,5989 % | -18,7272 %

Tabelle 4.11.: Mefergebnisse der Intraassayvarianzanalyse

ergibt sich ein Mittelwert von pg, = 6105,9 U/ml und eine Standardabweichung sp, =
507,7 U/ml sowie ein Median von mp, = 6262 U/ml. Die dritte und die vierte Spalte
der Tabelle 4.11 ergibt die relative Abweichung in % beziiglich des Mittelwertes bzw. des
Serumwertes xg. Damit ergibt sich eine mittlere relative Abweichung von ~ —25, 84%
was den Ergebnissen der deskriptiven Betrachtung entspricht. Daraus folgt eine Intraas-

sayvarianz von =~ 8, 1%.

Im néchsten Schritt soll die Intraclass Korrelation nach Bartko ermittelt werden. Dabei

81



4. Ergebnisse Humanmedizinischer Teil

gibt die Formel

~ MSB - MSW
~ MSB + [C — 1]MSW

ICC (4.38)

den Korrelationskoeffizienten wieder. C' = 2 ist die Zahl der Methoden, MSW der ,mean
square within subjects variance” und MSB der ,mean square between subjects variance®.
Damit verkniipft der Ansatz nach Bartko die Konzepte von Kreuz- und Autokorrelati-
on. Erstere ermittelt wie gut die Filterpapierergebnisse der Intraassaymethode mit den
Ergebnissen der Serummethode zusammen passen, letztere dagegen wie gut die Auto-
korrelation innerhalb der 10 Filterpapierproben sind. Insgesamt gibt N = 11 Proben die

ausgewertet wurden, diese wurden zu k = 10 Paaren zusammengesetzt.

Der gesamte Mittelwerte aus allen N Proben ergibt sich zu pg, = 6299,4 U/ml. Die
Grofen

MSB = ni(i, — pic,)? (4.39)

MSW = > (N —k)s], (4.40)

ergeben die beiden o.g. Rechengrofen. s; ist dabei die Standardabweichung innerhalb
einer der beiden ¢ = S, ' Probenreihen, p;, der Mittelwert innerhalb der Probenreihe
und n; der Umfang der Probenreihe. Es gilt N = ng +np = 1+ 10 = 11. Dabei ist
is, = s und sg, = 0. Es ergibt sich

MSB = 4.122.138,6(U /ml)? (4.41)
MSW = 257.759,29(U /ml)?. (4.42)

Daraus folgt
ICC, = 0,8822 (4.43)

als Intraclasskorrelationkoeffizient nach Bartko. Die entsprechenden Standardweichwei-
chungen ergeben sich durch Divison der mean square Werte durch Ihre Freiheitsgrade,
d.h. N — k innerhalb der Gruppe und k — 1 zwischen den Gruppen. Der Gesamtfreiheits-
grad ist damit N — k 4+ k —1 = N — 1. Zur Nullhypothese

Hy: Die Mittelwerte der Mefreihen sind identisch. ergibt sich die Priifgrofe

MSB/(k —1) _ MSB/9

= NSW/(N — k)~ Mswj1 LT (4.44)

Mit dem Konfidenzintervall o = 0,05 und den Freiheitsgraden 9,1 ergibt sich der kriti-
sche Wert zu Fj, = 240, 5. Die Nullhypothese kann daher nicht abgelehnt werden.
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] Filterpapierwert Tpi — WUE, Tpi—Ts
Patient : -
(U/ml): xp.; IE, s

el 5549 -2.6867 % | -32,6087 %
e2 5853 2,6446 % | -28,9167 %
e3 6109 7,1341 % | -25,8076 %
ed 5985 4,9595 % | -27,3136 %
eb 5015 -12,0515 % | -39,0940 %

Tabelle 4.12.: Meftergebnisse der Interassayvarianzanalyse

4.2.4.2. Interassayvarianz

Analog zum Vorgehen bei der Intraassayvarianz wird die Interassayvarianz betrachtet.
Die deskriptiven Kennzahlen lauten pgr, = 5702,2 U/ml, mg, = 5853 u/ml und sg, = 437
U/ml. Die mittlere relative Abweichung betragt ~ —30, 75% und die Interassayvarianz
~ 7,66%.

Der Korrelationskoeffizient mit N = 6, k = 5 und C' = 2 gemifs (4.38) ergibt sich mit

MSB = 5.341.676(U /ml)? (4.45)

MSW = 190.969(U /ml)?. (4.46)
sowie pg, = 6124,2 U/ml zu

ICC, =0,93. (4.47)

Mit entsprechender Nullhypothese ergibt sich die Priifgréfe zu

~ MSB/4
- MSW/1

Mit analogem Konfidenzintervall und Fj = 224,6 kann auch diese Nullhypothese nicht

=6,99. (4.48)

abgelehnt werden.

4.2.5. Zuverlassigkeit der Filterpapiermethode

Bei der Evaluation einer neuen Methode muss die Md&glichkeit in Betracht gezogen wer-
den, dass die Methode falsch positive Ergebnisse liefert. Das bedeutet, dass der Test
positiv ausfillt, obwohl keine TPO-AK vorliegen. Auch der umgekehrte Fall (negati-
ver Test bei Vorliegen von TPO-AK ), also falsch negative Ergebnisse, ist denkbar. Im
Rahmen der Evaluation einer neuen Arbeitsmethode gilt es nun die Wahrscheinlichkeit

solcher Fehlentscheidungen der Methode zu quantifizieren.
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Dabei muss man beriicksichtigen, dass der “wahre,, Zustand der Patienten (TPO-AK
positiv oder TPO-AK negativ), nur mittels eines anderen Testverfahrens nachgewie-
sen werden kann. Dieses Testverfahren, dass sich in der Routine bereits bewéhrt, hat
nennt man auch Gold-Standard. In dieser Untersuchung wurde der Nachweis von TPO-
AK durch einen Radioimmunoassay auf der Grundlage von Patientenserum als Gold-
Standard benutzt.

Allerdings liefert der Radioimmunoassay auf Basis von Patientenserum, der hier als
Referenzmethode verwendet wurde, nicht in allen Féllen eindeutige Ergebnisse. Laut
[30] weisen 30% der Patienten mit Autoimmunthyreoiditis oder mit M. Basedow nur
grenzwertige oder leicht erhohte TPO-AK-Titer auf. Bei ca. 20% der Patienten mit einer
nicht immunogenen Schilddriisenerkrankung (beispielsweise Knotenstruma) sind eben-
falls leicht erhohte bzw. grenzwertige Titer feststellbar. Selten wurde bei Schilddriisen-

gesunden (Frauen, &lter als 60 Jahre) TPO-AK nachgewiesen.

Bei den hier vorliegenden Aussagen iiber die Zuverlissigkeit der Filterpapiermethode
wurde diese nur an der Referenzmethode gemessen. Die genannten Ungenauigkeiten der

etablierten Serummethode wurden dabei nicht beriicksichtigt.

4.2.5.1. Spezifitdt der Filterpapiermethode

Die Sperzifitit eines Tests gibt die Wahrscheinlichkeit an mit der ein Gesunder als TPO-
AK-negativ nachgewiesen wird. Sie ist also ein Maf fiir die Treffsicherheit eines Testver-
fahrens. Ein spezifischer Test wird keine TPO-AK nachweisen bei Patienten, die diese

Antikorper nicht bilden.In einer Formel ausgedriickt kann dies durch

Anzahl der richtig negativen

Preg = (449)

Anzahl der richtig negativen plus falsch positiven

ausgedriickt werden. Dabei ist im Zahler die Anzahl der Gesunden mit negativen Test
nach der Filterpapiermethode einzutragen. Im Zahler folgte die Anzahl der Gesunden
mit negativen Test nach der Serummethode plus die Anzahl der Gesunden mit positiven

Test nach der Filterpapiermethode.

Mit den Daten aus Tab. 4.13 ergibt sich eine Spezifitit von p,e, = 1. Die Filterpa-
piermethode fiihrt zur selben Einschitzung wie die Serummethode. Die Sensitivitéit der
Gold-Standard-Methode (pGa? = 0,815) gilt daher gleichermafen fiir die Filterpapier-

methode.
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ositiv negativ
TPO-AK b &
Serumwert Serumwert,

ositiv
b _ A7 0
Filterpapierwert
negativ

SV 0 21
Filterpapierwert

Tabelle 4.13.: Vierfelder-Tabelle

4.2.5.2. Sensitivitiat der Filterpapiermethode

Unter der Sensitivitit eines Testes versteht man die Wahrscheinlichkeit, mit der man bei
einem Patienten mit TPO-AK, diese auch positiv nachweist. In einer Formel ausgedriickt

kann dies durch

Anzahl der richtig positiven

Ppos = (4.50)

Anzahl der richtig positiven plus falsch negativen

ausgedriickt werden. Dabei ist im Zahler die Anzahl der Erkrankten mit positiven Test
nach Filterpapiermethode einzutragen. Im Nenner folgt die Summe aus Anzahl der Er-
krankten mit positiven Test nach Serummethode und der Erkrankten mit negativen Test
nach Filterpapiermethode. Man konnte also sagen dass die Sensitivitit eines Testverfah-
rens dessen Empfindlichkeit angibt. Ist die Sensitivitit einer Methodik hoch so ist das

Risiko mit dieser Methode Kranke zu iibersehen gering.

Mit den Daten aus Tab. 4.13 ergibt sich eine Sensitivitit von p,es = 1. Die Filterpa-
piermethode fiihrt zur selben Einschitzung wie die Serummethode. Die Sensitivitdt der
Gold-Standard-Methode (p5o® = 0,923) gilt daher gleichermafen fiir die Filterpapier-
methode.

4.2.5.3. Tetrachorische Korrelation

Da die Elemente der Tabelle 4.13 perfekt auf der Hauptdiagonalen liegen und alle Ne-

bendiagonalelemente Null sind ergibt sich der Tetrachorische Korrelationkoeffizient

T
Tt = COS ———F—— 4.51
. 1+ 1/987/0 (4.51)
zu cos 0 = 1, d.h. die dichotomen Merkmale beziiglich Serum- und Filterpapiermethode
korrelieren perfekt. Dies lidfst aber nur auf den Zusammenhang zwischen der Serum- und
der Filtperpapiermethode schlieften. Fiir die gegebene Stickprobe vom Umfang 68 er-
gibt sich zwar perfekte Ubereinstimmung. Falsche Testergebnisse der Serummethode im

Vergleich auf die klinische Gesamtdiagnose werden daher von der Filterpapiermethode
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genauso wiedergegeben. Daher ist die Filterpapiermthode hinsichtlich der tetrachorischen
Korrelation zur Serummethode identisch, weifst aber im Vergleich zur klinischen Gesamt-

diagnose die gleichen Schwichen auf wie die Serummethode.

Der Fehler 1. Art zu der Nullhypothese “Beide Verfahren liefern identische Ergebnisse,,
kann mit Hilfe der y2-Verteilung bestimmt werden. Dabei muf aber auf Grund der
perfekten Korrelation das Signikanzniveau gegen 0 gedriickt werden um den nétigen
Wert in der einseitigen x*-Verteilung mit einem (dichotom) Freiheitsgrad zu erhalten

um die Nullhypothese zu verwerfen.

4.2.6. Referenzbereich

Die Klassifikation als richtig positiv und richtig negativ orientiert sich an der Empfeh-
lung des Radioimmunoassay, bei dem Serumwerte grofser 50 U/ml als positiv eingestuft
werden. Stimmt die Klinik des Patienten mit diesem Ergebnis iiberein, kommt man,
entsprechend der obigen Ausfiihrungen, auf richtig positive Ergebnisse. Ist das Ergebnis
nicht mit dem klinischen Zustand des Patienten vereinbar, so handelt es sich um ein
falsch positives Ergebnis. Genauso verhilt es sich bei den Ergebnissen die kleiner als 40
U/ml sind und dem Test zur Folge als negativ einzustufen sind. Auch hier entscheidet
der Zustand des Patienten, oder ggf. Ergebnisse anderer Untersuchungen, iiber ein falsch

oder richtig negatives Ergebnis.

Der vom Hersteller angegebene Referenzwert (mit dem Hinweis das ein jedes Labor
diesen priifen sollte) wurde fiir die Filterpapiermethode iibernommen, nachdem sich in
den Versuchsreihen ergab, daf so der Zustand des Patienten in den untersuchten richtig
eingeschitzt wurde. Bei den 47 Proben, die anhand der Filterpapiermethode gemesse-
nen wurden, sind die Werte kleiner 40 U/ml als negativ oder Werte grofer 50 U/ml als

positiv kategorisiert worden.

Aus den Abbildungen zur Sensitivitat und Spezifitdt wird ersichtlich, dass die Messung
der Konzentration mit der Filterpapiermthode in 47 von 47 Féllen (100%) die gleiche

diagnostische Einstufung erbringt wie die Messung der Serumkonzentration.

Auffillig sind jedoch vier Patienten, deren Antikorperkonzentrationen mit der Serum-
methode gemessen, iiber dem Referenzbereich liegen also positiv sind, deren Gesamtdia-
gnose aber nicht von einer immunogenen Erkrankung der Schilddriise spricht. Trotzdem
ergaben sich keine Fehleinschatzungen innerhalb dieser Studie, die sich nicht durch die
Bestimmung mit Patientenserum ebenso ergeben héatten. Jedoch muss beriicksichtigt

werden, dass aufgrund der dieser Stichprobe nur bedingt auf die Grundgesamtheit (die
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Bevolkerung bzw. alle Patienten) geschlossen werden kann.
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Veterinarmedizinischer Teil
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5. Literatur

5.1. Vergleich der Schilddriise der Katze mit der
Schilddriise des Menschen

Im Groflen und Ganzen gelten fiir die Schilddriise der Katze dhnliche Verhiltnisse wie
die fiir den Menschen beschriebenen. Dies gilt sowohl fiir den anatomischen und hi-
stologischen Bau der Schilddriise, als auch fiir die Funktion der Schilddriise sowie die

physiologische Rolle der Schilddriisenhormone (siche Kap. 2.1 - 2.2).

Trotzdem gibt es einige Unterschiede, auf die an dieser Stelle eingegangen werden soll.

5.1.1. Vergleich der Anatomie

Die Bezeichnung Schilddriise ist angelehnt an die anatomische Lage des Organs beim
Menschen, wo sie tatsdchlich auf dem Schildknorpel liegt. Bei der Katze liegt sie wei-
ter distal den ersten 7-10 Trachealspangen dorsolateral auf. Bei vergroferter Schilddriise
kann eine Palpation dadurch erschwert sein, dass das vergroferte Organ ganz oder teil-

weise intrathorakal zu liegen kommt.

Die Schilddriise der Katze ist wegen ihrer extrem flachen Form nur bei Vergroferung
zu palpieren. Sie ist etwa 2 cm lang aber nur 3-5 mm hoch. [hr Gewicht betrdgt durch-

schnittlich 80-120 mg pro kg Korpermasse [5, 23].

Die Schilddriise der Katze stellt sich in zwei getrennten bilateralsymmetrischen Drii-
senlappen dar, die an ihrem caudalen Ende nicht in jedem Fall durch einen 1-2 mm brei-
ten, bindegewebigen Steg verbunden sind. Das heift, es gibt keine direkte Verbindung
des Driisengewebes der beiden Schilddriisenanteile. Wahrend der Isthmus der Schild-
driise des Menschen eine aus Driisengewebe bestehende Gewebebriicke darstellt, die den
Lobus dexter mit dem Lobus sinister der Schilddriise verbindet [45].

Die Katze verfiigt nicht iiber eine kaudale Schilddriisenarterie [44], die Hauptgefifs-

versorgung erfolgt iiber die kraniale Schilddriisenarterie, A. thyreoidea cranialis, die wie

auch beim Menschen aus der A. carotis communis entspringt.
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Der vendse Blutabfluss, die Lymphgefifse und die Innervation entsprechen anatomisch
vergleichend den beschriebenen Verhéltnissen beim Menschen (siche Kap. 2.1.1).
Die Katze verfiigt iiber sogenannte ektopische Schilddriisenanteile, die bei einer Resek-
tion der Schilddriise fiir einen ausreichend hohen Spiegel an Schilddriisenhormon sorgen
konnen, sonst aber in der Regel hormonell inaktiv sind. Allerdings kénnen diese ver-
sprengten Schilddriisenanteile, die von Brusteingang bis Herzbasis zu finden sind, genau
wie die Schilddriise selbst, tumords entarten. Nachweisen kann man diese ektopischen
Anteile mittels Szintigraphie, allerdings nur, wenn sie auch hormonell aktiv sind und
somit Jod einlagern.

5.1.2. Vergleich der Physiologie

Der tégliche Jodbedarf der Katze fiir eine ausreichende Produktion an Schilddriisen-
hormon betrigt 100 bis 150 ug /Katze [49]. Die Abldufe der Jodination, Jodisation ,
Hormonspeicherung und Hormonfreisetzung entsprechen denen beim Menschen. Aller-
dings ist die Menge an sezerniertem Schilddriisenhormon bei der Katze grofer als beim
Menschen [9].

Nach der Sekretion des Thyroxins (T4) aus der Schilddriise bindet, dieses an Albu-
min und Praalbumin als Transportproteine und nur ein geringer Anteil der Hormone
bleibt ungebunden (sogenanntes freies T3 oder FT3 bzw. freies T4 oder FT4). Wie
beim Menschen auch, ist ausschlieklich der freie Anteil der Schilddriisenhormone verant-
wortlich fiir die Wirkungen auf den Gesamtorganismus. Die Bindungsverhéltnisse der
Jodhormon-bindenden Proteine sind bei der Katze von anderer Art als die beim Men-
schen [50]. Katzen verfiigen nicht iiber Thyroxin-bindendes Globulin [35, 80].

Die Schilddriisenhormonwirkung wird, genau wie beim Mensch, auch zum Grofteil
durch nukledre T3 Rezeptoren vermittelt, die die Regulation und Expression von Genen
bewirken. Man unterscheidet a - und 3 - Rezeptoren, die jeweils in drei Unterarten ge-
gliedert werden konnen. Diese Rezeptoren kommen je nach Gewebe in unterschiedlicher

Anzahl vor. Die Expression der einzelnen T3-Rezeptoren ist speziesspezifisch unterschied-
lich [4].
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5.2. Schilddriisenerkrankungen der Katze

5.2.1. Morphologische Veranderungen der Schilddriise
5.2.1.1. Euthyreote Strumen

Struma bedeutet, wie bereits in dem humanmedizinischen Kap. 2.4.1.1 erklart, eine Ver-

groferung der Schilddriise unabhéngig von deren Ursache.

Von einem euthyreoten Struma spricht man, wenn diese Vergroferung ohne Einfluss
auf den Hormonhaushalt bleibt. Die Hauptursache fiir solche auch als ,blande” Struma
bezeichneten Verdnderungen, bildet bei Mensch wie Tier der Jodmangel. Der ablaufende
Wachstumsmechanismus entspricht dem fiir den Menschen geschilderten Prinzip, siehe
2.4.1.1. Das Vorkommen solcher Mangelerscheinungen ist aufgrund des ausreichenden

Jodgehalts von Fertignahrungsmitteln fiir Tiere sehr selten geworden.

Eine andere Ursache fiir die Kropfbildung sind sogenannte ,strumigene Substanzen.
Uber die fiir den Menschen als strumigen bekannten Chemikalien (Kap. 2.4.1.1) hinaus,
gibt es Studien die darauf hinweisen, dass der wechselnde Jodgehalt von Katzendosen-
futtermitteln unterschiedlicher Geschmacksrichtungen, und die Verwendung von Kat-
zenstreu das Risiko erh6hen, das Katzen eine Hyperthyreose entwickeln [39]. Ob dieser
Zusammenhang jetzt durch den schwankenden Jodgehalt selbst oder das Vorhandensein

strumigener Substanzen ausgelost wird, ist noch nicht vollstdndig bekannt.

5.2.1.2. Schilddriisentumoren

Euthyreote Schilddriisentumoren bezeichnen benigne oder maligne Neoplasien der Schild-
driise, bei denen es weder zu einer Uber- noch einer Unterfunktion der Schilddriise

kommt.

Adenome
Bei der Katze kommen Adenome vor, die zu keinerlei klinischen Symptomen fiithren und
so nur als Zufallsbefunde bei Sektionen in Erscheinung treten. Héufig jedoch findet man
unter den Adenomen sogenannte ,toxische Adenome”, die dann mit einer iiberméfigen
Schilddriisenhormonbildung einhergehen, und zum klinischen Bild der Hyperthyreose
fiihren. Die Hyperthyreose wird in Kap. 5.2.3.3 erlautert. Follikelzellkarzinome, papillire
Karzinome und Mischformen, wie sie beim Hund héufiger zu finden sind, kommen bei

der Katze nur selten vor. Die Karzinome sind meist funktionell nicht aktiv.
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Uber Neoplasien der Schilddriise die zu einer Hypothyreose fithren ist bei der Katze
nichts bekannt [33].

Adenome der bzw. eine adenomatdse Hyperplasie der Schilddriise lassen sich keines-
wegs eindeutig von den knotigen Hyperplasien unterscheiden [12]. Eine wichtige Erkennt-
nis ist, dass die Schilddriisenadenome und durch eine Kapsel abgetrennte Schilddriisenk-
noten iiberwiegend klonalen Ursprungs sind. Das bedeutet, dass es sich um echte beninge
Tumore handelt, die sich von einer Ursprungszelle ableiten [2|. Allerdings lassen sich in
einem Knotenstruma klonale und polyklonale Zellen hiufig nebeneinander nachweisen,

so dass insbesondere histologisch eine Differenzierung nur schwer moglich ist [37].

Als Ursache der gesteigerten funktionellen Aktivitdt von Knoten und autonomen Ade-
nomen der Schilddriise, sind in den letzten Jahren in der Humanmedizin aktivierende
Mutationen des TSH-Rezeptors und auch Mutationen des G,-Gens identifiziert worden
[15]. Bei der Katze ist daraufhin systematisch nach somatischen Mutationen des TSH-
Rezeptor-Gens gesucht worden. Doch es konnten zunéchst keine derartigen Mutationen
bei der Katze festgestellt werden |64]. Eine neuere Studie von Watson et al, 2005 [92]
weist jedoch auf moglicherweise bedeutsame Mutationen des TSH-Rezeptor-Gens hin.
Einer anderen Studie zu Folge von Peeters, 2002 [65] hat die Mutation in einem Gy,-Gen
gefunden, die bei einigen hyperthyreoten Katzen vorkam und mdéglicherweise eine Rolle

bei der Entstehung der adenomatdsen Hyperplasie der Schilddriise spielt.

In einer weiteren Studie von Merryman et al, 1989 [57] konnte eine hohe Expression
des Oncogens c-ras in den adenomatos verdnderten Bezirken der Schilddriise immunhi-
stologisch dargestellt werden. Moglicherweise hat dieses Oncogen mehrere Funktionen

iibernommen und spielt so vielleicht eine Rolle in der Pathogenese des Adenoms.

Die adenomatdsen Zellen und ihre Kerne sind viel grofer als gesunde Schilddriisenzel-
len, und sie inkorporieren mehr Jod als diese. Sie wachsen, im Rahmen von entsprechen-
den Versuchen (Xenotransplantaten auf Nacktméausen, genau wie in TSH-freier Losung)
in vitro ohne TSH-Stimulation. Sie unterscheiden sich also deutlich in Aussehen und

Funktion von herkdmmlichen Schilddriisenzellen [24].

Die benignen Zubildungen lassen sich szintigraphisch darstellen. Zur Sicherung der
Diagnose, und insbesondere zur Unterscheidung von Malignomen, sollte eine Biopsie
entnommen werden. Da eine zytologische Untersuchung der Feinnadelbiopsie hdufig nur
unzureichend Aufschluss iiber die Art des Tumors liefert, empfiehlt sich die histologische

Untersuchung der Schilddriisenprobe.
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Karzinome

Bei den Malignomen der Schilddriise handelt es sich vornehmlich um follikulire Kar-

zinome.

Schilddriisenkarzinome werden nur bei ein- bis zwei Prozent der betroffenen Katzen

beobachtet [24] und sind somit ein eher seltenes Ereignis.

Das follikuldre Karzinom stellt sich histologisch wenig differenziert mit wenig Kolloid
dar. Kapseleinbriiche und Geféfeinbriiche gelten als weitere typische Kennzeichen dieses

Karzinoms.

Das weitaus seltenere papillire Karzinom ist durch seine farnwedelartigen, fibrovas-
kuldren Bindegewebsstrukturen gekennzeichnet. Auch hier ist mit Kapseleinbriichen zu

rechnen.

Man kann z.B. anhand einer sonographischen Untersuchung bzw. einer Szintgraphie
eine Verdachtsdiagnose auf Schilddriisenkarzinom stellen. Diese Verdachtsdiagnose muss
jedoch durch eine Feinnadelbiopsie oder auch histologisch nach Exstirpation des Schild-

driisenlappens abgesichert werden.

Metastasen der Schilddriisenkarzinome findet man bevorzugt in ektopischem Schild-

driisengewebe und in der Lunge.

5.2.1.3. Weitere morphologische Veridnderungen der Schilddriise

Neben der Ausbildung von Adenomen und Karzinomen ist die Ausbildung anderer Tu-
morarten, wie in Kap. 2.4.1.2 fiir den Mensch beschrieben, auch bei der Katze grund-
satzlich moglich. Da sie aber bisher extrem selten diagnostiziert wurden, soll an dieser

Stelle nicht ndher auf sie eingegangen werden.

Erwahnenswert ist bei der Katze zusatzlich noch die Moglichkeit von leukotischen In-

filtrationen der Schilddriise, die ebenfalls zu deren Vergroferung fithren kann.
Abgesehen von tumordsen Entartungen der Schilddriise gibt es noch andere morpho-

logische Verdnderungen. Zu nennen wiren hier die Amyloidose 16| der Schilddriise sowie
Zystenbildungen der Schilddriise [12].
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5.2.2. Thyreoditiden

Uber Entziindungen der Schilddriise ist bei der Katze noch fast nichts bekannt. Obwohl
das Krankheitsbild bisher extrem selten nachgewiesen wurde, gibt es vereinzelt Hinweise

auf eine lymphozytéire Thyreoiditis bei der Katze.

Es gibt einen Fall beschrieben von Rand, 1993 von spontaner lymphozytarer Thyreoi-
ditis bei der Katze [72|. Ein weiterer Fall von Arnold, 1984 [3] stellt eine primére juvenile
Hypothyreose bei der Katze fest. Eine Untersuchung von Schummm-Draeger, 1996 [82]
berichtet iiber eine hereditdre Autoimmunthyreoiditis vom Typ Hashimoto bei der Kat-
ze. Neben den typischen Anzeichen des Kretinismus (Kap. 5.2.3.1) fielen die Tiere in
der Studie durch signifikant erniedrigte TT4 und TT3-Werte auf. Dariiber hinaus wur-
den Antikorper gegen mikrosomale Strukturen und Thyreoglobulin nachgewiesen. Die
bei der histologischen Untersuchung gemusterten Katzenschilddriisen imponierten durch
deutliche lymphozytére Infiltration. Bei 2 Jahre dlteren erkrankten Tieren konnte eine
ausgepragte zystische Degeneration mit Vernarbungen bei nur noch sparlicher lymphozy-
tarer Infiltration festgestellt werden. Weitere Hinweise auf die lymphozytéare Thyreoiditis
bei der Katze ergaben sich durch die histologische Untersuchung von Katzenschilddrii-
sen. Offenbar kommt es infolge der Entziindung nur selten zur klinisch manifesten Hypo-

thyreose, weshalb die Erkrankung bisher eher post mortem diagnostiziert werden konnte.

5.2.3. Funktionsstorungen
5.2.3.1. Die Hypothyreose der Katze

Die Hypothyreose der Katze ist eine extrem seltene Erkrankung. In der Literatur wird

nur von Einzelfiallen berichtet.

In einer Studie von Rand, 1993 [72] wird ein Fall von spontaner lymphozytérer Thyreoi-
ditis bei der Katze beschrieben. In einer weiteren Studie von Arnold, 1984 [3] wird eine
primére juvenile Hypothyreosese bei der Katze festgestellt. Mehrere Forschungsgruppen
[82] und [86] berichten unabhéngig voneinander, iiber das Auftreten von kongenitaler
Hypothyreose, die dann das Bild des Kretinismus nach sich ziehen. Haufiger als das
spontane Entstehen der Hypothyreose werden in der Literatur iatrogene Hypothyreosen
diskutiert, die in Folge einer Thyreoidektomie, einer Radioiodtherapie oder einer Uber-

dosis an Thyreostatika entstehen.

Bei der Hypothyreose der Katze handelt es sich, genau wie fiir den Mensch bereits defi-

niert, um einen Mangel an Schilddriisenhormon, hervorgerufen durch eine Unterfunktion
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der Schilddriise.

Die Atiologie ist aufgrund der Seltenheit der Erkrankung bei der Katze noch nicht rest-
los gekldrt. Vermutet wird eine lymphozytire Thyreoiditis [82| und [72], so wie sie vom
Hund und auch vom Menschen her bekannt ist. Bisher konnten lymphozytére Infiltratio-
nen in der Schilddriise der Katze nur post mortem, als Zufallsbefunde im Rahmen von
Sektionen nachgewiesen werden. Als Ursache der kongenitalen Hypothyreose beschreiben
Studien an einer Abessinierkatzenfamilie [38] und [86] einen Defekt der thyreoidalen Per-
oxidase, der sich autosomal rezessiv vererbt. In seltenen Fillen kann eine Hypothyreose

bei Katzenwelpen auch durch einen alimentédren Jodmangel hervorgerufen werden.

Die Einteilung der Hypothyreosen, bei der man zwischen primiren Hypothyreosen,
die von der Schilddriise selbst ausgehen und sekundiaren Hypothyreosen, die von einer
Storung der Hypophyse verursacht werden, unterscheidet, entspricht der Einteilung der

Humanmedizin.

Klinisch stellt sich die Hypothyreose bei der Katzen mit den, im Folgenden genannten,
Hauptsymptomen dar: Tonnenférmiger Korperbau, Ausbildung von Welpenhaar, Dicken-
zunahme der sproden und zu Ekzemen neigenden Haut, vielfach mit Hyperpigmentation,
Seborrhéen und Dermatitiden. Moglich ist auch die Ausbildung eines Myxddems, insbe-
sondere im Bereich der Vordergliedmafen und des Kopfes. Die Tiere fallen haufig durch
Bewegungsunlust und ein erhohtes Schlafbediirfnis auf. Das Herz erscheint bradykard
und die Korpertemperatur ist erniedrigt. Es kommt haufig zu Obstipationen. Labordia-
gnostisch lisst sich neben dem niedrigen Wert fiir T4 oft noch eine hypochrome Anémie
nachweisen. Fortpflanzungsstorungen konnen auftreten. Besonders auffillig sind neben
Adipositas und Apathie, die zunehmende Haarkleidverfilzung und der beidseitige sym-

metrische Haarverlust.

Von kongenitaler Hypothyreose betroffene Katzenwelpen erscheinen zunéchst normal,
bleiben jedoch im Alter von sechs bis acht Wochen im Wachstum zuriick. Sie entwickeln in
den folgenden Monaten typische Symptome von Kretinismus: unproportionierten Zwerg-
wuchs, Lethargie, mentale Retardierung, verzogerter Zahnwechsel, Hypothermie, Bra-
dykardie und persistierendes Welpenfell. Typische rontgenologische Befunde bei jungen
Tieren sind ein unausgereiftes Skelettsystem mit teilweise komplett fehlenden epiphysea-

len Ossifikationszentren [3].
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5.2.3.2. Die Atiologie der Hyperthyreose der Katze

Die Atiologie der Hyperthyreose der Katze ist bis heute nicht eindeutig geklirt. Die
adenomatose Hyperplasie ist die hdufigste Verdnderung, die mit der Hyperthyreose der
Katze einhergeht. Schilddriisenkarzinome hingegen, wie sie beim Hund vielfach zu finden

sind, stellen bei der Katze eine Ausnahme dar.

Histologisch weist das Schilddriisengewebe knotige Hyperplasien auf, die von normalem
Schilddriisengewebe umgeben sind. Die Ubergiinge zwischen den teilweise stark verdinder-
ten Zellen der Knoten und dem normalen Schilddriisengewebe kénnen fliekend sein. Die
histologischen Verdnderungen erinnern an den Morbus Basedow des Menschen und an die
funktionelle Autonomie der Schilddriise. Morbus Basedow ist eine Autoimmunkrankheit
des Menschen. Die Uberproduktion von Schilddriisenhormonen entsteht hierbei durch
stimulierende Autoantikorper, die anstelle des TSH an dessen Rezeptor andocken und so
einen Produktionsreiz darstellen, der der negativen Riickkopplung nicht mehr unterliegt,
siche Kap. 2.4.4.3.

Aufgrund der Ahnlichkeit mit dem Morbus Basedow des Menschen hat es zahlreiche
Studien gegeben, in denen man versucht hat, die entsprechenden stimulierenden Anti-
korper bei der Katze nachzuweisen. In einer Studie von Peterson, 1986 [68] hat man
die Erhéhung der CAMP-Konzentration in Schilddriisenzellen der Ratte gemessen, die
dem Serum von gesunden, dem Serum von hyperthyreoten Katzen und Morbus Basedow
Patienten ausgesetzt wurden. Sie konnten hierbei keine Erhohung des CAMP-Spiegels
nach Zugabe des hyperthyreoten Katzenserums feststellen. Damit ergibt sich aus dieser

Untersuchung kein Hinweis auf Antikorper, die den TSH-Rezeptor stimulieren.

In einer weiteren Studie von Nguyen, 2002 [61] hat man den TSH-Rezeptor der Kat-
ze geklont, was tierartspezifische Unterschiede als Fehlerquelle ausschliefst. Anschliefend
sind Seren von 16 hyperthyreoten Katzen mit dem geklonten TSH-Rezeptor in Kon-
takt gebracht worden. Auch in diesem Versuch konnten keine stimulierenden Antikérper

nachgewiesen werden.

In einer anderen Studie von Kennedy, 1988 [40| wurden mikrosomale Antikérper und
antinukledre Antikorper festgestellt. Diese Antikorper richten sich nicht gegen den TSH
Rezeptor sondern gegen die thyreoidale Peroxidase. Ihr Nachweis konnte man als einen
Hinweis auf eine immunologische Atiologie der Hyperthyreose der Katze deuten. Das ist

aber bisher noch nicht weiter untersucht worden.

Man hat festgestellt [66], dass das Schilddriisengewebe hyperthyreoter Katzen, wenn
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man es auf Nacktmause transplantiert, weiter wichst und auch funktioniert. Genauso ver-
halt sich Gewebe von Menschen, die unter einem hyperthyreoten Knotenstruma leiden.
Beim Mensch hat man als Ursache hierfiir Mutationen des TSH-Rezeptorgens ermittelt.
Bei der Katze konnten jedoch zunéchst keinerlei Mutationen des TSH-Rezeptor-Gens
nachgewiesen werden. Erst neuere Untersuchungen [92| haben gezeigt, dass doch Muta-
tionen bestehen, die fiir die Entstehung der adenomatosen Hyperplasie eine Rolle spielen

konnten.

In einer weitern Studie [10]| zur Ursache der Hyperthyreose bei Katzen wurden erhoh-
te Spiegel von wachstumstimuliernden Immunglobulinen bei der Katze festgestellt. Da
diese aber nur das Wachstum, nicht jedoch die Aktivitdt der Zellen erhéhen, bleibt ihre
Rolle in der Pathogenese der Hyperthyreose unklar.

Moglicherweise spielen Mutationen in der Signaltransduktion eine Rolle bei der Ent-
stehung der Hyperthyreose. In einigen Untersuchungen [92, 65] wurden bei einigen hy-

perthyreoten Katzen Mutationen des G, Gens gefunden.

In einer Studie [57] hat man das Schilddriisengewebe hyperthyreoter Katzen auf On-
cogene hin untersucht und eine erhéhte Expression von c-ras ermittelt. Mdglicherweise

ist es an der Entstehung der Hyperthyreose beteiligt.

Die Hyperthyreose wird erst seit 1979 haufiger diagnostiziert, und die Zahl der klinisch
diagnostizierten Fille von feliner Hyperthyreose nimmt seither zu. Die Griinde dafiir
nicht ausschlieflich auf die erhohte Aufmerksamkeit der Untersucher, die vermehrt ein-
gesetzten Screening-Untersuchungen auf T4, die gestiegene Lebenserwartung der Katzen
und der Anstieg der Katzenpopulation insgesamt zuriickzufiihren [48]. Sondern Studien,
wie die von Merchant 1997 [56], beleuchten vielmehr nutritive und umgebungsabhéngi-

ge Faktoren, die moglicherweise das Risiko an einer Hyperthyreose zu erkranken erhohen.

Nach einer Studie [39] erhoht sich das Risiko der Erkrankung zwei- bis dreifach bei
der Fiitterung von Dosenfutter gegeniiber Trockenfutter und dreifach bei der Verwen-
dung von Katzenstreu. Auch die Geschmacksrichtung des Dosenfutters kann Einfluss auf
die Erkrankung nehmen [54], da der Jodgehalt der einzelnen Geschmacksrichtungen er-
heblich schwankt. Des Weiteren werden als mogliche nutritive und umgebungsabhéngige
Risikofaktoren verschiedene strumigene Substanzen genannt, wovon die meisten durch
Glukoronidierung metabolisiert werden. Dieser Prozess ist bei Katzen erschwert und for-

dert aus diesem Grund eine Akkumulation der Substanzen [21].

In einer anderen Studie 91| werden Zusammenhinge mit Kastrationen und Impfun-
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gen, Anésthetika, oder sogar auch mit dem Reaktorunfall in Tschernobyl im April 1986

vermutet.

5.2.3.3. Klinische Befunde der Hyperthyreose der Katze

Eine Hyperthyreose ist eine Stoffwechselstérung, die durch die Uberproduktion der Schild-
driisenhormone T3 und T4 entsteht.

Es handelt sich, wie bereits eingangs erwdhnt, um die hiufigste Endokrinopathie der
Katze. Sie tritt vermehrt bei édlteren Katzen auf. Das Durchschnittsalter betrigt 13 Jah-
re [59]. Es besteht keine Geschlechtsdisposition fiir diese Erkrankung. Siam Katzen und

Himalaya Katzen erkranken weniger hiufig als andere Hauskatzenrassen.

Das klinische Erscheinungsbild einer Hyperthyreose ist so vielfiltig wie die Wirkun-
gen der im Uberschuss produzierten Schilddriisenhormone. Im Vordergrund stehen Sym-
ptome, die durch die Steigerung des Stoffwechsels entstehen. Durch die Steigerung des
Grundumsatzes kommt es zu einer erhdhten chemischen Wérmebildung, und damit zu

einer gesteigerten Korpertemperatur.

Die gesteigerte Warmebildung ist teilweise verantwortlich fiir die Entstehung der Sym-
ptome Polydipsie und Polyurie und das vermehrte Aufsuchen von kiihlen Plitzen der
betroffenen Katzen. Hauptursache fiir die Polyurie (PU) und Polydipsie (PD) bilden
jedoch die gesteigerte Nierendurchblutung, die gesteigerte Resorptionskapazitit und die
vermehrte Sekretionskapazitat des Tubulus. Der Abfall des medulldren Konzentrations-
gradienten resultierend aus dem erhohten Blutfluss in der Niere, fiihrt zu dieser Sympto-
matik. In einigen Féllen ist es moglich, dass durch die gesteigerte Nierendurchblutung

bei Hyperthyreose eine chronische Nierenerkrankung maskiert wird.

Auferlich auffillig sind die Veriinderungen des Haarkleids. Sie reichen in ihrer Aus-

priagung von einem schlicht matten, ungepflegten Fell bis hin zur Alopezie.

Die stindige Unruhe und Bewegung der Katze ist auf die iibersteigerte Ansprechbar-
keit auf Katecholamine zuriickzufithren. Dadurch und durch den erhéhten Grundumsatz
entsteht ein insgesamt sehr hoher Energieverbrauch. Dies fiihrt zur Polyphagie. Die ver-
mehrte Nahrungsaufnahme reicht aber nicht aus, um den erhohten Energiebedarf zu
decken und so entsteht ein kachektisches dufteres Erscheinungsbild. Durch den damit
einhergehenden Abbau des Unterhautfettgewebes kann die Hautelastizitit herabgesetzt

sein.
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Magen-Darmtrakt-Symptome, wie Vomitus und Diarrhoe, entstehen zum einen sicher-
lich durch die hektische Nahrungsaufnahme, zum anderen aber auch durch den verstérk-
ten Einfluss der Katecholamine, die fiir eine schlechtere Durchblutung des Magen-Darm-
Traktes sorgen. Betroffen ist davon auch die Leber. Die schlechte Durchblutung in Ver-
bindung mit der, durch den chronischen Stress ausgelosten, Hyperglykimie, sorgt hier
fiir Laborwertverdanderungen der Leberenzyme. Biopsien der Leber zeigen geringgradige

zentrilobuldre Lipidosen und Nekrosen. In seltenen Fillen entsteht auch ein Ikterus.

Durch die erhohten Mengen an Schilddriisenhormonen kann sich eine hypertrophe
Kardiomyopathie, oder in einzelnen Féllen auch eine dilatative Kardiomyopathie ent-
wickeln [46]. Symptome fiir hypertrophe Kardiomyopathie sind Tachykardie und po-
chender Herzschlag. Galopprhythmen, Pulsdefizit und Thoraxergiisse werden seltener
festgestellt. Durch das héufig derart vorgeschidigte Herz und den gesteigerten Sauer-
stoffbedarf des Organismus, kommt es bei Aufregung schnell zur Dekompensation des

Herzens und in der Folge zu Atemnot, Maulatmung sowie Muskeltremor.

Gewichtsverlust

Ungepflegtes Haarkleid

Unruhe, Aggression

Temperaturerhhung

Polyphagie, Polyurie und Polydipsie

Diarrh6, Vomitus, gesteigerte Darmmotilitat

hypertrophe Kardiomyopathie, Tachykardie, Extrasystolie, Hypervoltage, Herzge-

rausche, harter, schneller Puls und ausgepragter Herzspitzenstof

Dyspnoe, Maulatmung

Muskeltremor, Schwéche

Schilddriisenvergroferung

Tabelle 5.1.: Ubersicht iiber die Symptome der Hyperthyreose

5.3. Diagnose von Schilddriisenerkrankungen -
Labordiagnostik

Zur Diagnose von Schilddriisenerkrankungen ist es wichtig, eine griindliche Anamnese zu
erheben, da die Beurteilung z. B. von Verhaltensweisen der Katze, bei der Vorstellung

des Tieres hdufig durch die Untersuchung selbst stressbedingt verfilscht wird.
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Neben der sorgfiltigen klinischen Untersuchung auf die bereits beschriebenen Sympto-
me der einzelnen Schilddriisenerkrankungen, kann eine Palpation der Schilddriise hin-
weisend sein, um eine Hyperthyreose festzustellen. Dabei muss man wissen, dass die
Schilddriise der Katze haufig bei Vergroferung zum Teil intrathorakal zu liegen kommt,

und so nicht mehr tastbar ist [6].

Geben Anamnese und klinische Untersuchung Hinweise auf das Vorliegen einer Schild-
driisenerkrankung, sollte weiterfiihrende Diagnostik eingeleitet werden. Zu diesem Zweck
werden labordiagnostische und auch bildgebende Verfahren herangezogen. Zu den bild-
gebenden Verfahren, die an der Schilddriise der Katze angewendet werden, gehoren ganz
allgemein Szintigraphie, Ultraschall und Rontgen. Auf die bildgebende Diagnostik soll an
dieser Stelle nicht ndher eingegangen werden. Die Labordiagnostik der Schilddriisener-

krankungen wird im Folgenden detailliert erortert.

5.3.1. Schilddriisenhormonbestimmung
5.3.1.1. Gesamt-Thyroxin (TT4)

Die Bestimmung des Thyroxinwertes aus Serum gilt als die zuverléssigste Methode zur
Bestimmung von hyperthyreoten Zustinden. Die RTA und ELISA-Testkitts der Human-
medizin sind auch fiir Katzen validiert worden. Klinische Symptome, gemeinsam mit

einem erhohten TT4-Wert, gelten als beweisend fiir eine Hyperthyreose [63].

Beim Radioimmunoassay (RIA) konkurrieren radioaktives T4, und das T4 aus der
Serumprobe der fraglichen Katze um Bindungsorte eines T4-Antikorpers. Nicht gebun-
denes radioaktives T4 wird an einem weiteren Bindungsort fixiert und gemessen. Anhand

einer Eichkurve bekannter T4-Konzentrationen, lisst sich das T4 im Serum berechnen.

Der Enzyme linked immunosorbant Assay (ELISA) funktioniert &hnlich wie der RIA,
nur dass hier das T4 des Testsystems mit einem Enzym markiert ist. Gemessen wird hier
das an den T4-Antikérper gebundene, durch enzymatische Farbreaktion fotometrisch er-

fasste T4. Die T4-Serumwerte werden auch hier anhand einer Eichkurve ermittelt.

Der Referenzbereich liegt bei 1,5 — 4,0 mg/dl, wobei die verschieden Labore unter-
schiedliche Referenzbereiche angeben [50].

Zu den Vorteilen von T4 zihlt sicherlich die Stabilitit des Hormons, so vertréigt es Pro-

zesse wie Einfrieren und Auftauen ohne Schaden zu nehmen. Es lasst sich bei —20 ° C bis

zu einem Jahr, und bei 4" C immerhin noch zwei Wochen lagern ohne Verdnderungen
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aufzuweisen |70].

Nachteile der T4-Messung sind die zahlreichen Faktoren, die auf T4 -Konzentration
im Blut Einfluss nehmen. Eine Verfilschung der klinischen Situation tritt im Fall der
sogenannten ,okkulten Hyperthyreosen“ auf. Die T4 Werte liegen hier im hochnorma-
len Referenzbereich, obwohl eine Hyperthyreose vorliegt. Hervorgerufen wird die Ab-
weichung durch sogenannten nicht thyreoidal bedingten Erkrankungen (NTT). Das sind
Allgemeinerkrankungen, die den T4 -Wert und den T3 Wert senken. Bei stark erhohten
TT4-Ausgangswerten, wie sie bei der Hyperthyreose der Katze meistens vorkommen,
fallt das nicht weiter ins Gewicht. Allerdings ist dieser Sachverhalt bei den grenzwerti-
gen hyperthyreoten und (hypothyreoten) Katzen relevant. Nach einer Studie [58] wird
nur das TT4 aber nicht das freie T4 (FT4) von den NTI beeinflusst. In einer weiteren
Studie [18] ist festgestellt worden, dass nicht die Art der Erkrankung die Verdnderung
des T4-Wertes beeinflusst, sondern der Schweregrad der Erkrankung.

Verantwortlich fiir die verdnderte TT4-Konzentration und T3 Konzentrationen sind
vermutlich mehrere Faktoren. Eine erniedrigte Deiodaseaktivitit, die die Bildung von
T3 aus T4 vermindert, ist ein wichtiger Grund. Auferdem wird die Riickbildung von
inaktivem r'T3 erniedrigt. Zusétzlich ist bei schweren Allgemeinerkrankungen die Prote-
inbindung an TBG erniedrigt. In der Hypophyse wird durch die Deiodase 2 weniger T4
in T3 umgewandelt. Durch die geringere Menge an T3 (Kontrolle der Hypophysenfunk-
tion durch intrahypophyséres T3) wird weniger TRH und TSH aus Hypothalamus und
Hypophyse ausgeschiittet [14]. In Versuchen an Ratten hat man zusétzlich zeigen kénnen
[84], dass nach langen Hungerzustinden bei den Tieren die mRNA fiir TRH abnimmt,
was vermutlich durch eine stressinduzierte erhéhte Freisetzung von Zytokinen und Glu-

kokortikoiden zusatzlich unterstiitzt wird.

Ein weiterer Grund fiir zweifelhafte Ergebnisse bei Bestimmung der Gesamtthyro-
xinkonzentration stellt die Fluktuation des TT4-Blutspiegels dar. Bei einer milden Hy-
perthyreose kénnen die Werte daher in und aus dem Referenzbereich schwanken, wobei
diese Schwankungen pro Tag wesentlich grofer sind als pro Stunde [67]. Eine wiederholte
Messung sollte demnach nicht am gleichen Tag, sondern friihestens eine Woche spiter
vorgenommen werden. Kraft, 2005 [50| empfiehlt eine erneute Messung sogar erst nach

ein bis zwei Monaten.

Eine zusiatzliche Rolle spielt vielleicht die TT4 senkende Wirkung von bestimmten

Medikamenten®. Allerdings ist dieser Sachverhalt fiir die Katze kaum untersucht. Aus

!Diese Medikamente sind: Androgene, Diazepam, Dopamin, Flunixin, Furosemid, Heparin, Imidazol,
hoch dosiert Jod, Kortikosteroide, Mitotane, Methamizol, Penizillin, Phenobarbital, Phenylbutazon,
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Veroffentlichungen der Humanmedizin geht ein solcher Effekt aber deutlich hervor und

Feldmann, 2003 [20] geht von einer dhnlichen Entwicklung bei der Katze aus.

Die Interpretation der TT4 -Werte erfolgt unter Beriicksichtigung der oben Beschrie-
benen Effekte wie folgt: TT4-Werte 1,5 — 2, 8ug/dl bedeuten wahrscheinlich das Vorlie-
gen einer Euthyreose. Bei Werten 2,9 — 4, 0ug/dl ist eine Hyperthyreose moglich. Ein
T3-Suppresionstest sollte zur Absicherung der Diagnose angeschlossen werden. Bei TT4-
Werten iiber 4ug/dl ist von einer Hyperthyreose auszugehen. Wenn TT4 unter 1, 5ug/dl
ermittelt wird ist nur in Ausnahmefillen mit einer Hypothyreose zu rechnen, wahrschein-

licher ist das Vorliegen einer N'T1.

5.3.1.2. Freies Thyroxin (FT4)

Das freie nicht proteingebundene Thyroxin (FT4) ist in der Lage, in die Zielzellen ein-
zudringen, und nach Umwandlung in T3 dort die Wirkungen der Schilddriisenhormone

auszulosen.

Es ist ebenso gut in der Lage, iiber die Funktion der Schilddriise Auskunft zu geben
wie das TT4. Liegt das Ergebnis der Untersuchung auf TT4 im hochnormalen Referenz-
bereich kann man den FT4 -Wert bestimmen, um einen weiteren Hinweis zu erlangen.
Da das FT4 nach einer Studie [58] durch NTI weniger beeinflusst wird.

Wenn man den FT4- Wert mittels der Dialyse-Methode bestimmt ist das Ergebnis
weitaus zuverldssiger als wenn man seine Bestimmung mit einem ELISA durchfiihrt.

58, 69].

Der Referenzbereich fiir FT4 bei der Katze liegt bei 0,5 bis 2,6 ng/dl dieser Wert

differiert aber auch in unterschiedlichen Laboren.

5.3.1.3. Trijodthyronin (T3) und freies Trijodthyronin (FT3)

Die Bestimmung von Trijodthyronin (T3) hingegen ist weniger zuverléssig. Da bei Katze
noch kein Fall von isolierter T3 Hyperthyreose bekannt geworden ist, bringt die Messung
von T3 gegeniiber der T4-Bestimmung keine weiteren Vorteile. Nach einer Studie [69]
weisen 20% der hyperthyreoten Katzen, (gemeint sind hier Katzen mit klinischer Sym-
ptomatik und erhohten TT4-Werte), T3-Werte im Referenzbereich auf. T3 wird jedoch

zur Kontrolle der Medikamenteneingabe im T3-Suppresionstest bestimmt.

Phenytoin, Primidon, Propanolol, Salizylate, Sulfonamide [50]
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Das freie Trijodthyronin ist die Form in der die Schilddriisenhormone tatsachlich wir-

ken. Man kann es zur Bestatigung einer Hyperthyreose bestimmen.

Das Testprinzip ist hier ein ELISA. Es wird ein Sanwich-Komplex gebildet aus dem
FT3 des Serums, einem enzymmarkierten Antikérper und einem zweiten Antikorper, der
an anderer Stelle bindet und der so das Hormon mit der Gefidfswand verbindet. Die Hohe

des FT3-Wertes ist direkt proportional zur gemessenen Farbintensitét.

Der Referenzbereich liegt bei 1,6 — 4,9 pg/ml, wobei die verschieden Labors unter-
schiedliche Referenzbereiche angeben [50].

5.3.1.4. TSH-Bestimmung

In einer Studie|71| wurde der Chemiluminezenzimmunoassay ACS:180 der Firma Bayer
validiert. Es ergab sich ein Referenzbereich fiir Serum-TSH von 0,24 mU/1 40,20 bei
hyperthyreoten Katzen wurden hingegen Werte um 0,02 mU/1 £0,5 festgestellt. Der
Test zeichnet sich durch eine hohe Spezifitit aus und der TSH-Wert von Katzen kann

damit zuverldssig bestimmt werden.

5.3.2. Suppresions-/Stimulationstests
5.3.2.1. Trijodthyroninsuppressionstest

Dieser ist nur bei zweifelhaften Thyroxinwerten und eindeutigem klinischem Bild der
Hyperthyreose von praktischem Interesse. Zur Durchfithrung wird nach Bestimmung des
Basalwertes von T3 und T4, zwei Tage lang T3 in der Dosis von dreimal téglich 25ug/Tier
gegeben. Durch diese hohe Dosis an T3 wird bei einem gesunden Tier die Hypophyse an
der Ausschiittung von TSH gehindert und der T4-Wert sinkt. Bei Euthyreose sollte der
T4-Wert bei der Bestimmung von T3 und T4 am dritten Tag, unter 1, 5ug/dl (Der Wert
kann laborbedingt abweichen)absinken. Der T3 -Wert muss ebenfalls ermittelt werden,
um die ordnungsgemiéfe T3 -Applikation durch den Besitzer zu kontrollieren. Bei Hy-
perthyreose produziert die Schilddriise unabhingig vom TSH weiter T4 und ein Absinken
des T4-Wertes ist dann nicht festzustellen.

5.3.2.2. TSH-Stimulationstest

Nach Mooney [83] ist der TSH-Stimulationstest bei der Katze zur Diagnose nicht sehr
zuverlassig. Aufserdem kommt noch die Schwierigkeit der TSH-Beschaffung hinzu. Bovi-
nes TSH steht nicht mehr zur Verfiigung und rekombinates, humane TSH ist sehr teuer.
Deshalb wird der TSH-Stimulationstest bei der Katze kaum durchgefiihrt. Der Test wird

105



5. Literatur Veterindrmedizinischer Teil

angewandt, um niedrignormale oder verminderte T4- oder FT4-Werte zu iiberpriifen.
Der Test findet daher beim Hund Anwendung, wo die Hypothyreose ein haufiges Pro-

blem ist, im Gegensatz zur Katze.

Die einzelnen Durchfiihrungsprotokolle variieren. Moglich wire folgender Ablauf:
e Blutentnahme zur Bestimmung des Ausgangswertes an T4 (FT4)

e Injektion von 1 IU/kg KM TSH i. m. (CAVE: Unvertréglichkeitsreaktion bei i. v.
Applikation moglich)

e Acht Stunden nach TSH- Gabe miisste der Serumthyroxinwert (oder FT4-Wert)
bei einer gesunden Katze im oder sogar deutlich iiber dem Referenzbereich (1,5 —
4,0ug/dl) liegen wihrend bei einem hypothyreoten Tier wenig Verdnderungen zu
erwarten wéren, das heifit das der T4-Wert (FT4) unterhalb des Referenzbereiches
bleibt.

5.3.2.3. TRH-Stimulationstest

Dieser Test wird hauptsichlich dann durchgefiihrt, wenn TSH nicht zur Verfiigung steht.
Sein Effekt ist aber deutlich schwicher und die Ergebnisse sind nicht unbedingt konstant.
Wie der TSH-Test wird er zur Diagnose der Hypothyreose eingesetzt und ist wegen deren
seltenen Vorkommen bei der Katze nicht von grofer Bedeutung.

e Zur Durchfiihrung des TRH-Testes wird &hnlich wie beim TSH -Test zunéchst der
T4-Ausgangswert bestimmt.

e Anschliefend nimmt man die Injektion von 100ug TRH/Katze, i. v. vor.

e Nach vier Stunden miisste der T4 Wert im oder iiber dem Referenzbereich liegen,
bei T4- Werten unterhalb von 1, 5ul/dl liegt eine Hypothyreose vor. Allerdings kon-
nen die Nebenwirkungen (starke Salivation, Vomitus und Maulatmung) drastisch
sein Auferdem sind die Ergebnisse wenig spezifisch, da eine Erniedrigung des Se-
rumthyroxinwertes auch infolge einer nicht thyreoidalen Erkrankung entstanden

sein kann.

5.3.2.4. Weitere Schilddriisentests

Aufer den bisher genannten Verfahren gibt es noch weitere Tests, zu denen gehoren
z. B. die Cholesterinbestimmung (Cholesterinwerte sind bei Hyperthyreose erhoht) und
die K- wert -Bestimmung. Da diese Methoden, aufgrund ihrer geringen Aussagekraft,
entbehrlich bzw. zum Teil in ihren Aussagen sogar irrefiihrend sind, sollen sie hier nicht

naher erlautert werden.
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5.3.3. Schilddriisenautoantikorper
5.3.3.1. Messung von Antikdrpern gegen Thyreoglobulin (Hund)

Fiir den Hund gibt es bereits einen Test zum Nachweis von Schilddriisenautoantikor-
pern. Das entsprechende Testkit weist Thyreoglobulin-Antikorper (Tg-Ak) nach. Der
Test wird zur &tiologischen Diagnose einer Hypothyreose verwendet. Antikérper gegen
Thyreoglobulin weisen auf eine autoimmune Genese der Thyreoiditis hin. Das entspricht
dem Krankheitsbild der Hashimoto-Thyreoiditis des Menschen. Allerdings ist der Nach-
weis von Tg-Ak alleine nicht zur Diagnose einer Hypothyreose geeignet |[60]. Nur wenn
der Hund klinische Symptome und entsprechende Schilddriisenhormonwerte aufweist,
spricht der Nachweis von Tg-Ak fiir das Vorliegen einer lymphozytéiren Thyreoiditis. Es
werden auch immer wieder bei euthyreoten Hunden oder bei Hunden mit nicht thyreoi-
dalen Erkrankungen Schilddriisenautoantikorper nachgewiesen. Bisher ist nicht gekliart,
ob das Auftreten von Tg-Ak als erstes Anzeichen einer Hypothyreose oder als zufélliger,
voriibergehender Befund zu werten ist. Bei familidrer Haufung von Hypothyreose konnte
der Test allerdings einen friihzeitigen Hinweis auf betroffene Tiere geben, die man dann

von der Zucht ausschliefen konnte.

5.3.3.2. Untersuchungen zu Antikorpern gegen den TSH-Rezeptor bei der
Katze

Ahnlich wie beim Hund ist auch bei der Katze nach Schilddriisenautoantikérpern gesucht
worden. Da die Hyperthyreose der Katze vom Erscheinungsbild her an den Morbus Ba-
sedow des Menschen erinnert, hat man bei der Katze hauptsichlich nach Antikorpern
gegen den TSH-Rezeptor gesucht. Bei Menschen mit Morbus Basedow entsteht die Uber-
produktion von Schilddriisenhormonen durch stimulierende Autoantikorper, die anstelle
des TSH an dessen Rezeptor andocken und so einen Produktionsreiz darstellen, der der

negativen Riickkopplung nicht mehr unterliegt (siehe 2.4.4.3).

In einer Studie [68] wurde die CAMP -Konzentration in Schilddriisenzellen der Ratte
gemessen, die dem Serum von gesunden und dem Serum von hyperthyreoten Katzen
ausgesetzt wurden. Sie konnten hierbei keine Erhhung des CAMP -Spiegels nach Zuga-
be des hyperthyreoten Katzenserums feststellen. Setzte man die Zellen jedoch humanem
Serum von Morbus Basedow Patienten aus, das die stimulierenden Antikérper enthielt,
war eine deutliche Erh6hung des CAMP -Spiegels zu messen. Aufgrund dieser Untersu-
chung geht man davon aus, dass stimulierende Antikérper am TSH -Rezeptor bei der
Katze nicht die Ursache der Erkrankung bilden.

Die Forschungsgruppe [61] geht ebenfalls von der Existenz von stimulierenden Au-

toimmunantikorpern gegen den TSH -Rezeptor aus. Diese Gruppe geht sogar soweit
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den felinen TSH-Rezeptor zu klonen, was sichert, dass tierartspezifische Unterschiede
nicht die Ursache eines negativen Ergebnisses sein kénnen. Nach dem Klonen des TSH-
Rezeptors der Katze, wurden Seren von 16 hyperthyreoten Katzen mit dem geklon-
ten TSH-Rezeptor in Kontakt gebracht und es konnten keine stimulierenden Antikérper
nachgewiesen werden. Aber sowohl bovines TSH als auch humane Seren von Morbus
Basedow Patienten waren in der Lage eine Stimulation (CAMP-Erh6hung) zu erzeu-
gen. Der Versuch Antikorper gegen den TSH -Rezeptor bei der Katze nachzuweisen, war

demzufolge nicht erfolgreich.

5.3.3.3. AntikOrper gegen die thyreoidale Peroxidase (TPO)

Die TPO spielt, wie bereits in Kap. 2.3.1 erwidhnt eine Schliisselrolle in der Biosynthese
der Schilddriisenhormone. Deshalb fithren Defekte der thyreoidalen Peroxidase zu Sto-
rungen der Schilddriisenhormonsynthese. Die TPO katalysiert die Oxidation von Jod
zu dem reaktiveren elementarem Jod. Sie katalysiert weiter den Einbau von elementa-
rem Jod in die Tyrosinreste des Thyreoglobulins. Anschliefend erfolgt die Kopplung der
Hormonvorldufer Monojodthyronin und Dijodthyronin zu den Schilddriisenhormonen 1T'3
und T4, ebenfalls durch die Katalyse der thyreoidalen Peroxidase. Zu diesem Zweck ist
sie in der apikalen Membranwand der Schilddriisenfollikelepithelzelle gelegen. Sie liegt

mit den katalytischen Regionen zum Follikellumen hin orientiert [78|.

Das TPO-Gen liegt auf dem Chromosom 2 p25.3 und besteht aus 17 Exons, wovon die
Exons 8, 9 und 10 fiir das katalytische Zentrum des Enzyms kodieren. Durch alternatives
Spleiften resultieren zwei verschiedene cDNA, die fiir zwei unterschiedliche Proteinvari-

anten kodieren.

In Studien [53]konnte anhand der iibereinstimmenden Proteinsequenz gezeigt werden,
dass das sogenannte mikrosomale Antigen und die TPO identisch sind. In der Humanme-
dizin nutzt man die Antikorper gegen die TPO zur Diagnose einer autoimmunen Schild-
driisenerkrankung. Beim Vorliegen einer Autoimmunthyreoiditis findet man zu 90% Anti-
korper gegen die thyreoidale Peroxidase. Bei 70% der Patienten, die unter einem Morbus
Basedow leiden sind TPO-Antikorper stark erhoht. Allerdings muss man sagen, dass
auch bei 20% der nichtimmunogenen Schilddriisenerkrankungen (Knotenstruma) leicht
erhohte Antikdrpertiter zu finden sind und dass in seltenen Fillen TPO-Antikérper auch

bei Schilddriisengesunden vorkommen.
Die Schilddriisenautoantikorper werden mit Hilfe eines Radioimmunoassays bestimmt

(siehe 2.5.5.3). Im Testsystem liegt die humane TPO als vollstdndiges Protein vor. Ver-

schiedene Untersuchungen haben ermittelt, welche Epitope von den Autoantikérpern
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gegen die TPO erkannt werden. [22, 79, 7, 53, 19|

In einer Studie aus dem Jahr 1995 [90] war nach TPO- Antikérpern beim Hund gesucht
worden. Zu diesem Zeitpunkt war es nicht gelungen TPO-Antikorper bei hypothyreoten
Hunden nachzuweisen. Laut einer neueren Studie [87] ist es gelungen TPO beim Hund zu
isolieren und Antikérper gegen die TPO nachzuweisen. Die Bedeutung des Nachweises
fiir die Diagnostik von Schilddriisenerkrankungen muss in weiteren Studien noch unter-

sucht werden.

Uber die TPO der Katze ist bisher fast nichts bekannt. Es existiert allerdings eine
Studie [40], in der 29 hyperthyreoten Katzen untersucht wurden und in 34% der Fille
Autoantikérper gegen Strukturen der Schilddriise nachgewiesen worden sind. In diesem
Artikel wiesen die Autoren mit Hilfe von indirekter Immunfluoreszenz mirkrosomale An-
tikorper, also TPO-AK, und antinukledre Antikorper bei den Katzen nach. Aus einer
weiteren Quelle [13] geht hervor, dass einige betroffene Katzen antinukleire Antikorper
und schilddriisenspezifische Antikorper zeigen. Aufserdem wurde eine lymphozytéire In-
filtration der Schilddriise, deren Bedeutung fiir die Pathogenese bisher unbekannt ist,

festgestellt.
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Um Aussagen iiber die mogliche Anwendung des in der Humanmedizin gebréauchlichen
Radioimmunoassay, Cent AK-Anti-TPO Testset, in der Veterindrmedizin zutreffen, muss
man zundchst die Frage beantworten, ob der Humantest, der mit humaner TPO als An-

tigen ausgestattet ist, iiberhaupt in der Lage ist, die felinen Antikorper zu erkennen.

Der Radioimmunoassay besteht, wie bereits in Teil I Kapitel 3.2 erldutert, aus voll-
stindiger humaner TPO, die mit Jod-125 als Tracer verkniipft ist. An die humane TPO
bindet der humane Antikorper aus dem Serum des Patienten, an dessen Fc-Fragment
bindet wiederum Protein A (siehe dazu Abbildung 6.1).

%->—-4

Abbildung 6.1.: Bindungen im humanmedizinischen Radioimmunoassay bei Nachweis von
TPO-Antikérpern: Der humane Antikérper bindet an die humane TPO und iiber seinen
Fe-Teil wird Protein A gebunden.

Der Test féllt nur dann positiv aus, wenn der Antikérper, gewissermafen als Briicke,
den Tracer und Protein A bindet. Nun stellt sich die Frage, ob die Bindungen zwischen
dem Fab -Teil des felinen Antikérpers und der humanen TPO auf der einen Seite und
zwischen dem Fc- Teil des felinen Antikérpers und Protein A auf der anderen Seite mog-
lich sind (siehe Abbildung 6.2).

Zur Bindung von Protein A und felinem IgG ist aus zahlreichen Beispielen in der Li-
teratur bekannt [88], dass Protein A an den Fc-Teil der felinen Antikérper problemlos

bindet.

Deutlich schwieriger nachzuweisen ist es, dass die Bindung zwischen felinem Antikor-

per und dem humanen Enzym des Testsystems funktioniert. Der Nachweis wird dadurch
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°
Abbildung 6.2.: Theoretische Bindungen beim Anwenden des humanmedzinischen Radioim-
munoassay zur Untersuchung von schilddriisenkranken Katzen: Es gilt zu kldren, ob die Bin-
dung zwischen dem felinen Antikérper und dem humanen Antigen-Tracer-Komplex méglich
ist.

erschwert, dass die katzenspezifischen Antikérper nicht zur Verfiigung stehen, da man
kein sicher TPO positives Tier kennt, dem man Serum entnehmen kénnte. Vielmehr noch
nicht mit Sicherheit bekannt ist, ob Katzen {iberhaupt Antikdrper gegen die thyreoidale
Peroxidase bilden. In der Literatur ist eine immunologische Genese der Hyperthyreose
zwar wiederholt diskutiert worden (siehe Kapitel 5.3.3.2), aber bisher konnten keine An-
tikdrper gegen den TSH-Rezeptor nachgewiesen werden und aufser der bereits genannten
Studie [40] ist {iber das Vorkommen von Antikérpern gegen die TPO nichts bekannt.
Man steht nun vor dem Problem die Funktionsfihigkeit eines Testsystems zu priifen,
von dem man nicht weifs, ob die Substanz, auf die getestet wird tatsichlich existiert. Um
dessen Funktionsfahigkeit zu demonstrieren ist es aber nétig, den positiven Nachweis von

felinen Antikorper zu fiihren.

Da kein feliner Antikérper zur Verfiigung steht, muss ein realisierbarer Ansatz ge-
funden werden, der einen anderen Weg beschreitet, die Frage zu beantworten, ob das
im humanmedizinischen Test verwendete Antigen (humane -TPO) von felinen TPO-
Antikorper gebunden werden kann. Im Folgenden soll dieser so entstandene Ansatz kurz
erlautert werden: Der humane Antikorper, der sich gegen die humane TPO richtet, soll
im Rahmen einer Immunhistologischen Untersuchung mit der felinen TPO aus der Kat-
zenschilddriise (Paraffinschnitt) konfrontiert werden (siche dazu Abbildung 6.3). Der
verwendete Sekundérantikorper markiert dabei die Verbindung von dem humanen Anti-

korper mit dem felinen Antigen.

Ziel der Untersuchungen ist herauszufinden ob eine Bindung zwischen humanem An-
tikdrper und feliner-TPO zustande kommt. Natiirlich kann von der Bindung der thy-
reoidalen Peroxidase der Katze mit dem humanen Antikorper gegen das Enzym, nicht
direkt auf eine umgekehrte Reaktion (Feliner-Autoantikorper und humane TPO aus dem

Testkit) geschlossen werden. Aber man konnte im Fall einer Bindung immerhin davon
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e

Abbildung 6.3.: Bindungsverhéltnisse im folgenden immunhistologischen Ansatz: Bindet der
humane-TPO-Antikérper an die feline TPO 7

ausgehen , dass beide Enzyme mindestens ein gemeinsames Epitop aufweisen. Damit wé-
re eine Erkennung des felinen Autoantikorpers durch den Humantest, wenn auch nicht

gesichert, so doch wenigstens wahrscheinlicher geworden.

Untersuchungen zur Bindungsfiahigkeit zwischen dem humanen TPO-Antikorper und
dem felinen TPO-Antigen

6.1. Immunhistologie

Die Immunbhistologie ist eine Technik, die zum Erkennen von Zellen oder Gewebebe-
standteilen (Antigene) benutzt wird. Dies beruht auf der spezifischen Bindung zwischen
Antikorper und Antigen. Die Bindung wird sichtbar gemacht, indem man entweder den
Antikorper direkt markiert, oder einen Sekundarantikorper mit Markierung einsetzt, der

sich gegen den gesuchten Primarantikorper richtet.

Das Antigen ist ein Molekiil, dass die Antikérperbildung induziert und iiber ein oder
mehrere Stellen zur Antikorperbindung verfiigt. Diese Bindungsstellen bestehen aus einer
kleinen Anzahl von spezifischen Aminosduren oder Monosacchariden, bei deren Anord-
nung es nicht nur um die Reihenfolge sondern insbesondere auch auf die dreidimensionale

Topographie ankommt. Sie werden auch Epitope oder Antigendeterminante genannt.

Antikorper sind Immunglobuline. Die Grundeinheiten eines jeden Antikorpers sind
Monomere, die sich in unterschiedlicher Form zusammenlagern kénnen. So entstehen
bei den Saugetieren die unterschiedlichen Formen IgA, IgD, IgE, IgG und IgM. IgG ist
der haufigste und gebriduchlichste Antikorper der in der Immunhistologie zur Anwen-
dung kommt. Seine Grundeinheit besteht aus zwei leichten Ketten und zwei schweren
Ketten, die iiber eine Disulfidbriicke zu einer y-férmigen Struktur zusammengehalten
werden. Die Endregion der beiden y-Arme, auch Fab-Teil genannt, enthélt eine in ihrer

Aminosduresequenz variable Region. Die Variabilitdt der Aminosduren ist die Grund-
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lage der Sperifitit des Antikorpers fiir ein bestimmtes Epitop. Erst das ermdglicht es
dem Antikorper ausschliefslich das Antigen zu erkennen und zu binden, fiir das er her-
gestellt wurde. Die Seitenketten der variablen Region des Antikorpers bilden eine Form
die chemisch und strukturell komplementar zu einer einzigen Epitop-Form ist. In der
Literatur wird oft das Bild des Schliissel-Schlof-Prinzip bemiiht, um den Sachverhalt zu
verdeutlichen. Die genaue Passform, die benotigt wird um eine Bindung zu ermdglichen,
erklart den hohen Grad der Spezifitit der Bindung zwischen Antikérper und Epitop.
Die Bindung wird durch eine Kombination von Kréften zusammengehalten, die sich aus
Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatischen Kréften und van der Waals Kréften zu-

sammensetzen.

Im Rahmen der Immunhistologie unterscheidet man zwischen sogenannten polyklo-
nalen Antikérpern und monoklonalen Antikérpern. Bei ersteren handelt es sich um ein
durch die Immunisierung von Tieren erzeugte Antikorper, die aus dem immunglobulinrei-
chem Serum der Tiere gewonnen werden. Solche Antiseren enthalten mehrere Antikorper,
die sich gegen verschiedene Epitope des Antigens richten. Kreuzreaktionen und uner-
wiinschte Hintergrundfiarbungen kénnen in der Immunhistologie die Folge sein. Mono-
klonale Antikérper hingegen werden durch die Fusion von in Kultur geziichteten Tumor-
zellen mit Immunglobulin- produzierenden B-Lymphozyten hergestellt. Diese Hybrid-
Technik kombiniert die Féhigkeit des transformierten B-Lymphozyten einen spezifischen
Antikorper zu produzieren mit der in vitro Unsterblichkeit neoplastischer Myelomzellen.
Eine aus dieser Fusion gewonnene Zellkultur produziert unaufhorlich den durch Test-
verfahren selektierten Antikorper. Dieser ist dann ausschlieflich gegen ein Epitop des
Antigens gerichtet. Durch sorgfiltiges Selektieren der gewiinschten und Eliminieren der
unerwiinschten Klone kann man so Antikorper mit einer bekannten Spezifitdt erzeugen.

Dies steigert die Spezifitdt der Immunhistologie erheblich.

Fiir den Nachweis der Bindung zwischen Antigen und Antikorper stehen zwei un-
terschiedliche Nachweisprinzipien zur Auswahl. Die direkte Nachweismethode, bei der
der primére Antikorper selbst mit einem Makermolekiil beladen ist und dadurch sofort
sichtbar ist, und die indirekte Nachweismethode, wo der primér Antikdrper mittels eines
sogenannten Sekundirantikorpers iiber eine weitere Antigen-Antikorperreaktion gefun-

den wird und durch dessen Makermolekiil sichtbar gemacht wird.

Die direkte Methode ist nicht so empfindlich, was sich besonders bei kleinen An-
tigenmengen bemerkbar macht. Die indirekte Methode ermoglicht hingegen auch die
Verstiarkung des Nachweissignals. Diese Amplifikation wird erreicht indem mehrere Mar-

kermolekiile iiber den Sekundéarantikdrper an das gesuchte Epitop binden.
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6.2. Entnahme der Katzenschilddriise im Rahmen einer Sektion

Bei denen oben allgemein als Markermolekiile bezeichneten Substanzen handelt es sich
entweder um Enzyme, die einen farblosen Farbstoff umsetzen und so zu einer Farbung
fiithren (zum Beispiel Meerettichperoxidase, alkalische Phosphatase) oder fluoreszieren-
de Farbstoffe, die man mit einem Auflichtmikroskop nachweist. Auch kolloidales Gold
das sich Rot darstellt ist als Marker geeignet. Zur Verstirkung des Signals eigenen sich
ausschlieflich Substanzen mit mehreren Bindungsstellen beispielsweise Avidin -Biotin

Komplexe.

6.2. Entnahme der Katzenschilddriise im Rahmen
einer Sektion

Die Praparat-Serie der Katzen-Schilddriisen stammt aus dem Institut fiir Veterinarpa-
thologie der Justus-Liebig Universitit Giessen. Die dafiir verwendeten Schilddriisen wur-
den im Rahmen von Routinesektionen wie im folgenden beschrieben entnommen: Der
Tierkorper wurde in Riickenlage fixiert. Der Hals {iberstreckt. Die Haut an der ventralen
Halsseite von kranial des Kehlkopfes bis zum Brusteingang durch einen Longitudinal-
schnitt eroffnet. Anschlieffend wird die Haut durch zwei Entlastungsschnitte in trans-
versaler Richtung entfernt. Im Anschluss werden die Muskeln Mm. sternohyoidei, Mm.
sternothyreoidei und sternomastoidei stumpf durchtrennt. Danach ist die Schilddriise
sichtbar. Diese wird nun vorsichtig aus dem umliegenden Fett und Bindegewebe freipra-
pariert, gelost und entnommen.

Bei den sezierten Tieren war in keinem Fall eine Erkrankung der Schilddriise bekannt.

6.3. Fixierung der Schilddriisen

Durch die chemische Fixierung der Katzenschilddriise in Formalin kommt es zu einer
Stabilisation des Gewebes durch Eiweifsfallung und Vernetzung der Molekiile. Die Kat-

zenschilddriisen wurden folgendermafen behandelt

1. Es wurden Organstiicke mit einer Kantenldnge von ca.0,5 cm aus der entnommenen

Schilddriise herausgeschnitten

2. Diese wurden in 37%ige Formaldehydlosung, die 1:10 mit PBS verdiinnt wurde fiir
24h fixiert (iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert).

3. Am nichsten Tag wurden die Organstiicke in pures PBS umgegossen

Ziel der Fixierung ist es Zerfall und Autolyse des Gewebes zu verhindern und das

Material zu harten, um es besser schneidbar zu machen.
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6.4. Einbetten der Schilddriisen

Damit von den Schilddriisenstiicken diinne Schnitte angefertigt werden konnen, werden
sie nach der Fixierung in Paraffin eingebettet. Zur Paraffineinbettung muss das Gewebe
einer langeren Behandlung unterzogen werden. Dies ist erforderlich, da Paraffin nicht
wasserloslich ist. Zunédchst wird aus der Schilddriise das Fixierungsmittel herausgewa-
schen. Danach folgt eine sogenannte Entwésserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe.
Das Gewebe wird dabei schrittweise in Alkoholbéder von 70% bis 100% Athylalkohol
eingelegt. Da Paraffin auch nicht in Alkohol gelost werden kann, wird dieser anschlie-
fsend in Badern mit Xylol I und Xylol II durch die genannten Stoffe herausgewaschen.
Nun kann die Schilddriise in fliissiges Paraffin eingebettet werden. Dabei werden die Lo6-
sungsmittel durch Paraffin ersetzt, dass alle Spalten durchtrinkt und das Praparat wird

in einer Giefform in einem Paraffinblock eingeschlossen.

6.5. Das Schneiden der Priparate

Das Schneiden der eingebetteten Priparate erfolgt auf einem Mikrotom. Nach dem
Schneiden werden die Schnitte im warmen Wasserbad (entionisiertes Wasser) auf einen
Objekttriager aufgezogen. Zum Aufnehmen der feinen Préparatscheiben eignet sich ein
Pinsel. Die Objekttrager werden zuvor mit einer feinen Eiweifischicht iiberzogen um
ein Abschwimmen der Priperatestreifen zu vermeiden. Lichtmikroskopisch verwendba-
re Schnitte haben eine Schichtdicke von 5-20 pm. Zur Immunhistochemie wurden 5pm
dicke Schnitte vom Paraffinblock hergestellt. Die Schnitte werden gewohnlich bei einer

Temperatur von hochstens 60 ° C wiarmegetrocknet.

6.6. Das Farben der Schnitte

Zur Farbung wurde eine gewohnliche Hamatoxylin-Eosin-Farbung angewandt. Zu die-
sem Zweck muss der Schnitt nun wieder entparaffiniert werden. Dies geschieht mittels
einer absteigenden Alkoholreihe(Rehydratation). In der Reihenfolge Rothistol I, Rothi-
stol II, Isopropanol (fiir jeweils 5 min) und 96% Ethanol, 80% Ethanol, 70%Ethanol,
destilliertes Wasser (fiir jeweils 3min). Dann kann der Schnitt mit Himatoxylin-Eosin
gefdarbt werden. Im Anschluss steht dann eine aufsteigende Alkoholreihe, die den oben
genannten Reagenzien in umgekehrter Reihenfolge entspricht. Danach wird das Priaparat

eingedeckt und ist nun fertig fiir die Beobachtung im Lichtmikroskop.
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6.7. Demagkierung der Antigene

6.7. Demaskierung der Antigene

Zur Immunbhistologischen Untersuchung die in Paraffin eingebetteten Préparate, genau
wie vor der Férbung, einer Entparaffinierung und Rehydrierung unterzogen werden (sie-
he dazu 6.6. Das wird durch ein Bad in Xylol und eine absteigende Alkoholreihe erreicht.
Danach wurden die Priparate zweimal in TRIS -gepufferter NaCl-Lsung gespiilt.

Die Fixierung der Préparate fiihrt zu einer Denaturierung oder zum Ausfillen von
Proteinen, was zu einer Maskierung antigener Strukturen fiihren kann. Daher miissen
Formaldehyd-fixierte in Paraffin eingebettete Priaparate entsprechend vorbehandelt wer-
den um eine Demaskierung der Antigen-Strukturen zu erreichen. Zu diesem Zweck wur-
de das Priparat einer dreimaligen Mikrowellenbehandlung bei 600 W fiir jeweils 5 min
unterzogen. Das ganze wurde mit einem Citrat- Puffer (pH6) durchgefiihrt. Nach dem
Demaskierungsarbeitsschritt miissen die Objekttriger mindestens 20 Minuten bei Raum-

temperatur in der Pufferlésung verbleiben.

6.8. Durchfiihrung der Immunhistologie an der
Schilddriise der Katze

Nach dem oben beschriebenen Einbetten in Paraffin und der Routine Himatoxilin-Eosin-
Farbung, wurde die Immunhistologische Untersuchung durchgefiihrt. Um Einfliisse von
potentiellen Schilddriisenautoantikorpern der Katze nach Mdglichkeit auszuschliefen,
wurden nur Schilddriisen von Katzen verwendet, die vorberichtlich keine Anzeichen ei-
ner Schilddriisenerkrankung aufwiesen. Fiir die Immunhistologie wurden Paraffinschnitte
von 5um Dicke verwendet. Die Schnitte wurden auf 75um Glasobjekttrager (ChemMate
microscope slides; Dako) aufgezogen. Die Priparate wurden nach dem oben beschrie-
benen Verfahren Entparaffiniert und es wurde die oben beschriebene Vorbehandlung
zur Demaskierung der Antigene durchgefiihrt. Anschliefend erfolgte das Aufbringen des
Antikorpers, dies wurde in einem automatischen Immunostainer (TechMate 500, Dako)
durchgefiihrt. Zum Nachweis wurde ein Detection Kit (ChemMate Detection Kit LSAB

Mouse; Dako)verwendet.

Dabei wurde der monoclonalen Antikrper BM734, der Firma Abcam, der sich ge-
gen die humane thyreoidale Peroxidase richtet, benutzt. Der TPO Antikérper mit der
Klonnummer 6 H 7, produziert in der Maus, wurde dabei in der Verdiinnung von 1:100
eingesetzt. Es wurde die Verdiinnungssubstanz Dako REAL Antibody Diluent, Code-Nr
52022 des Herstellers verwendet. Der Antikorper ist ein spezifischer, monoclonaler Anti-

korper, des Isotypes Ig(G1, der nach Herstellerangaben, keine Kreuzaktivitdt mit anderen
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menschlichen Serumproteinen zeigt.

Die immunbhistologisch untersuchten Schnitte wurden fotografiert und digitalisiert.
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7. Ergebnisse

7.1. Ergebnisse der Immunhistologie

Zur Uberpriifung der Bindungsfihigkeit von humanen TPO Antikérper und feliner TPO,
wurde der humane monoklonale Antikérper, der sich gegen ein spezifisches Epitop der
humanen thyreoidalen Peroxidase richtet auf einen Paraffinschnitt der Katzenschilddriise
aufgebracht. Ziel des Versuches ist es herauszufinden, ob eine Antigen-Antikérperreaktion
zwischen dem felinen Antigen und dem humanen Antikorper moglich ist. Die allgemeine
Histologie der Schilddriise ist bereits ausfiihrlich beschrieben worden (siehe dazu Teil I,
Kapitel 2.1.2). Auf der Ubersichtsaufnahme (siehe Bild 7.1) sind die Schilddriisenfollikel
zu erkennen. Diese werden durch das zwischen den Follikeln verlaufende Bindegewebe
(2) voneinander getrennt. Das Bindegewebe geht nach aufen in die Bindegewebskapsel
(3) des Organs iiber. In den Aufnahmen sind auch mehrere Gefife (6) sichtbar, die die
Schilddriise versorgen. Die Zellkerne (1) werden durch die Himatoxylin-Gegenfirbung
blau gefirbt. Die Follikelendokrinozyten (4) sind in dieser Ubersichtsvergroferung nur als
Randsaum zu erkennen, der sich um das mit Kolloid (5) gefiillte Follikellumen gruppiert.
Am Ubergang von Follikelepithelzellen hin zum Follikellumen sieht man einen braunen
Niederschlag. Dieser braune Farbniederschlag markiert die Bindung des Primérantikor-
pers am erkannten Zielantigen (8). Bei dem Primé#rantikorper handelt es sich um den
bereits genannten monoklonalen Antikérper BM734 der sich gegen das humane Enzym
TPO richtet. In dem verwendeten Nachweissystem Dako REAI Detection System wird
als Farbsubstrat das Diaminobenzidin verwendet, was die braune Farbe letztendlich her-

vorruft.

Besser zu erkennen ist die Lokalisation des braunen Farbniederschlags (8) in den
folgenden Abbildungen mit stérkeren Vergroferungen (siehe Bild 7.2 und Bild 7.4).

Interessant ist in diesem Zusammenhang die Lage des Enzyms TPO, um dessen Nach-

weis oder vielmehr dessen Bindung durch den humanen Antikérper hier zusehen ist.

Die TPO ist ein Typ I glykosiliertes Transmembranprotein, das im apikalen Zellpol der
Schilddriisenfollikelepithelzelle lokalisiert ist |11]. Die TPO wird mit Hilfe der Polyribo-
somen gebildet und in die Membran des endoplasmatischen Retikulums eingebracht, wo

es glykosiliert wird. Die TPO wird anschliefend, gemeinsam mit Thyreoglobulin in exo-
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Nummer | Bezeichnung

Zellkern

Bindegewebssepten

Bindegewebskapsel

Follikelendokrinozyten
Kolloid

Gefals

Gefifendothel

TPO

RO~ | Ot = | W N

Tabelle 7.1.: Legende zu der Nummerierung in den Abb. 7.1, 7.2, 7.4, 7.5, 7.6

cytose Vesikeln zum Golgiapparat gebracht, wo die Glycolisierung abgeschlossen wird.
Danach wird sie zum apikalen Zellpol der Thyreozyten gebracht. Der katalytisch-aktive
Teil des Enzyms, der mit der Haimgruppe verbunden ist, zeigt dabei zum Follikellumen
hin [78|. Die TPO katalysiert die Iodination von Thyrosinresten und die Kopplung von
Jodthyrosinen zu T3 und T4. Diese Schliisselrolle der TPO in der Schilddriisenhormon-

syntese wird in Teil I in Kapitel 2.3.1 bereits erldutert.

Die beschriebene Lage des funktionsfahigen Enzyms ist also in der apikalen Zellmem-
bran zum Follikellumen hin gewandt, also genau dort, wo auch der braune Farbnieder-
schlag zusehen ist. Durch die deutliche Farbreaktion an dieser Stelle ldsst sich auf eine
intakte Antigen-Antikérperreaktion schliefsen. Offensichtlich ist der humane monoklona-
le Antikorper, der sich spezifisch gegen ein Epitop auf der menschlichen thyreoidalen
Peroxidase richtet, in der Lage das gleiche Epitop auch auf dem felinen Enzym wieder-

zufinden.

7.2. Kontrolle

Kontrollen validieren immunhistologische Resultate. Es ist deshalb erforderlich, dass man
in der Immunhistochemie Kontrollen mit einbezieht, um die Spezifitit des genutzten An-
tikorpers einschétzen zu konnen. Obwohl monoklonale Antikorper sich definitionsgemaf
nur gegen ein Epitop richten, gibt es trotzdem Epitopahnlichkeiten zwischen manchen
Molekiilen und ungewollte Kreuzreaktionen kénnen die Folge sein. Generell gilt, um die
Spezifitat des Antikorpers nachzuweisen, es darf keine Féarbung ohne den Primérantikor-
per entstehen. Diese negativ Kontrolle zur Priifung der Spezifitit der immunhistoche-

mischen Reaktion, wurde in dieser Arbeit durch das Auslassen des Priméirantikorpers
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Abbildung 7.1.: Ubersichtsaufnahme des felinen Schilddriisengewebes. Der Primérantikorper
(BM734, anti Thyroid Peroxidase) wurde mit dem Dako REAL Detection System nachge-
wiesen. Das darin enthaltene Diaminobenzidin erzeugt am Ort des vom priméren Antikérper
erkannten Zielantigens ein braunes Endprodukt. (Vergréferung: 100x)

tiberpriift (siehe Bild 7.5). Zur Kontrolle wird einmal im Ablauf des Standardprotokolls
auf den Primédrantikorper verzichtet, um sicher zu gehen das der Sekundérantikérper
auch nicht mit anderen Strukturen kreuzreagiert. Eine unspezifische Reaktion stellt sich
als diffuse Braunfarbung dar, die in Bild 7.5 nicht zu sehen ist. Alternativ konnte man
den Primérantikérper durch ein Immunglobulin ersetzten, dass sich gegen ein nicht re-

levantes Antigen richtet.

Da das nicht Zustandekommen einer Farbung im Test nicht notwendigerweise be-
deutet, dass das Antigen nicht vorhanden ist, ist eine Positiv-Kontrolle angezeigt. Zur
Positiv-Kontrolle eigenen sich Antikorper, die sich gegen Elemente richten, deren Vor-
kommen im Gewebeschnitt als gesichert gilt. Die gelungene Positiv-Kontrolle bestétigt
regulér erhaltener Epitope. In dieser Arbeit (sieche Bild 7.6) wurde ein monoklonaler
Anti-Vimentin Antikorper (KlonV9, DAKO) mit einer Konzentration von 1:50 einge-
setzt. Vimentin ist ein Intermedidrfilamentprotein, das ausschliefslich in mesenchyma-
lem Gewebe genauer in Fibroblasten und Endothelzellen vorkommt. Fiir die Vimentin-
Immunhistochemie wurde das Chem Mate Detection Kit APAAP Mouse; der Firma

Dako eingesetzt. Das in der Positiv-Kontrolle verwendete Chromogen erzeugt am Ort
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Abbildung 7.2.: Immunhistologisches Priaparat des felinen Schilddriisengewebes 320. Der Pri-
mérantikorper (BM734, anti Thyroid Peroxidase) wurde mit dem Dako REAL Detection Sy-
stem nachgewiesen. Die Diaminobenzidin enthaltende Lsung erzeugt am Ort des vom pri-
miéren Antikorper erkannten Zielantigens ein braunes Endprodukt. Zellkerne werden durch

die Himatoxylin-Gegenfarbung blau gefarbt.Vergrofherung: 320x

des Vimentins eine rote Farbung. Wie in Bild 7.6 gut zu erkennen firbt sich ausschliefs-

lich das Gefikendothel (7) rot an, was bedeutet, dass es sich um eine gelungene positiv

Kontrolle handelt.

Die Ergebnisse der Immunhistologie zeigen, dass eine Bindung zwischen dem humanen

Antikérper und der felinen TPO zustande gekommen ist.

7.3. Strukturvergleich der Gensequenz
Menschen und der Katze

der TPO des

In der Immunhistologie konnte gezeigt werden, dass die TPO von Mensch und Katze

gewisse Ubereinstimmungen aufweisen. Es konnte gezeigt werden, dass der Antikérper

gegen die humane-TPO ein Epitop auf dem felinen Enzym erkennt. Um zu untersuchen

wie grofs die Gemeinsamkeiten der beiden Proteine sind, sollen zusétzlich die Gensequen-

zen, der beiden Proteine und auch deren Aminosduresequenzen miteinander verglichen
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Abbildung 7.3.: Schematische Darstellung der Schilddriisenepithelzelle und Lokalisation der
TPO nach [11]

werden.

Die Gensequenz der TPO des Menschen ist bereits vollstindig aufgeklirt. Sie ist unter
verschiedenen Bezeichnungen bei unterschiedlichen Gendatenbanken hinterlegt (siehe da-
zu Tabelle 7.2). Die Sequenz des humanen TPO-Gens und die genauen Kenntnisse des
humanen Proteins machen den direkten Vergleich mit dem Genom der Katze moglich.
Die Gensequenz, die im menschlichen Genom fiir die Informationen iiber das Protein
TPO kodiert, liegt auf 2p25.3. Das bedeutet die Information liegt auf dem kurzen Arm
von Chromosom 2 im Abschnitt 25 vom Centromer aus gezéhlt und dort im Unterab-
schnitt 3. Sie startet auf Position 1,396,242 bp pter und endet auf Position 1,525,502 bp
von pter und umfasst damit 129,261 Basen. Sie besteht aus 17 Exons und 16 Introns.
Die Richtung ist als Plusstrang angegeben. Die cDNA setzt sich aus 3048 Basenpaaren

zusaminen.

Die Gensequenz codiert fiir das Protein TPO. Dieses setzt sich aus 933 Aminosiuren
zusammen. Es besteht eine starke Homologie zur Myeloperoxidase, weshalb die TPO
zur Familie der Myeloperoxidasen gezihlt wird. Aufgrund von Ubereinstimmungen in
den Gensequenzen, geht man davon aus, dass sich die TPO des Menschen, genau wie

die Myeloperoxidase, aus den Doménen MPO (Myeloperoxidase), CCP (Complement
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Abbildung 7.4.: Immunhistologisches Priparat des felinen Schilddriisengewebes. Der Pri-
mérantikorper (BM734, anti Thyroid Peroxidase) wurde mit dem Dako REAL Detection
System nachgewiesen. Die Diaminobenzidin enthaltende Lisung erzeugt am Ort des vom pri-
miéren Antikorper erkannten Zielantigens ein braunes Endprodukt. Zellkerne werden durch
die Himatoxylin-Gegenfarbung blau gefarbt.Vergroferung: 630x

control Protein)und EGF (Epidermal growth factor) zusammensetzt. Doménen sind
kompakte Bereiche im Faltungsmuster einer Molekiilkette, bei denen es den Anschein
hat als konnten sie auch unabhéngig von den iibrigen Strukturen stabil sein. Die drei-
dimensionale Struktur der Myeloperoxidase ist durch Kristallographie bekannt. Davon
abgeleitet, geht man davon aus, dass sich die Sekundérstruktur der TPO hauptséich-
lich aus a-Helices und wenig [-Faltblattstruktur zusammensetzt. Die TPO verfiigt iiber
ein Eisenprotoporphyrin-IX-Derivat als prosthetische Gruppe und bindet ein Calciumi-
on pro Heterodimer. Die Himgruppe, im Zentrum des Enzyms, ist verantwortlich fiir
seine katalytischen Leistungen. Auf die Schliisselrolle der TPO in der Biosynthese der

Schilddriisenhormone wurde in Kapitel 2.3.1 bereits hingewiesen.

Es wurden bisher 8 Isoformen des Enzyms in menschlichen Zellen nachgewiesen. Nur
die Isoform TPO-1 verfiigt iiber die volle m-RNA Lénge bei allen anderen Isoformen,
fehlen ein oder mehrere Exons. Fast alle Isotypen sind jedoch so schlecht gefaltet, dass
sie nicht in der Lage sind die Zelloberfliache zu erreichen. Die Lokalisation des Membran-
proteins, am apikalen Zellpol der Schilddriisenfollikelendothelzelle, wurde im Zusammen-

hang mit der Immunhistologie in Kapitel 7.1 beschrieben und ist in Abb.7.7 verdeutlicht.
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Abbildung 7.5.: Immunhistologisches Priparat des felinen Schilddriisengewebes, Negativ
Kontrolle; Vergroferung: 320x

Aufer der TPO-1 sind nur die TPO-3 und die TPO-4 katalytisch aktiv, wobei die pa-

thophysiologische Rolle der Isoformen drei und vier bisher nicht bekannt ist.

Polyklonale TPO-Antikorper, der Unterklasse IgG; und IgG4, wie sie in Seren von Pa-
tienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen vorkommen, reagieren mit verschie-
den Epitopen, die auf der Oberfliche der humanen TPO lokalisiert sind. Diese immun-
dominante Region (IDR), die von den Antikorpern erkannt wird, beschrénkt sich auf be-
stimmte Doménen. Die genaue Lokalisation und die exakte Struktur des diskontinuierli-
chen IDR muss noch bestimmt werden. Fest steht, dass es sich um stark konformationelle
Epitope handelt, das heifst, dass sie stark abhéngig sind von der dreidimensionalen Struk-
tur des Proteins. Unterschiedliche Studien |7, 8, 11, 19, 22, 26, 27, 53, 55, 74, 77, 79, 94|
haben Fragmente identifiziert, die an der Bildung von Epitopen der humanen TPO be-
teiligt sind. Das sind die folgenden Peptide: 210-225, 353-363, 549-563, 599-617, 713-720
und 766-775. Diese Verteilung unterstreicht den diskontinuierlichen Charakter der Epito-
pe und verdeutlicht die Bedeutung der dichten Proteinfaltung, ohne die die entsprechen-
den Stellen rdumlich zu weit voneinander entfernt liegen wiirden, um an einem Epitop

beteiligt zu sein.

Uber die TPO der Katze ist im Vergleich zu der Fiille von Information iiber das
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Abbildung 7.6.: Immunhistologisches Priparat des felinen Schilddriisengewebes. Der zur Po-
sitiv Kontrolle eingesetzte Antikdrper (Vimentin) wurde mit dem Chem Mate Detection Kit
APAAP Mouse (Dako) nachgewiesen. Das verwendete Chromogen erzeugt am Geféfendothel
ein rotes Endprodukt. Vergrokerung: 400x

menschliche Protein relativ wenig bekannt. In der Sequenzdatenbank des National Cen-
ter for Biotechnology Information (NCBI) ist die Sequenz vorhanden, allerdings ist sie
dort nicht als TPO benannt. Das TPO-Transkript der Katze besteht aus 2730 Basen-
paaren. Das Gen enthélt 17 Exons und 16 Introns. Die 3 “untranslatierte Region ist 52
bp lang. Die 5 “untranslatierte Region ist 50 bp lang. Das daraus resultierende Prote-
in besteht aus 910 Aminosiduren. Die Informationen iiber die DNS-Sequenz des felinen
TPO-Gens sind im Ensembl Genome Browser (Griffith University, Southport, Queens-
land, Australien) mit der Accessionnummmer ENSFCAG00000002875 hinterlegt. Das

Genom der Katze liegt dort als Gene-scaffold vor. Um zu verstehen was das fiir den
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Abbildung 7.7.: Lage der human TPO auf Chromosom 2, [11]
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Name der Gendatenbank | Accesionnummern und Bezeichnungen fiir die TPO
1 HGNC 120151

2 Entrez Gene, 71732

3 UniProt/Swiss-Prot P07202

4 Refseq NMO000547

5 OMIM 606765

6 Vega OTTHUMG00000090271

7 Ensembl ENSG000001157057

Tabelle 7.2.: Bezeichnungen der einzelnen Gendatenbanken fiir das Enzym TPO

Y

Informationsgehalt bedeutet, muss man sich iiber die Schritte zur Entschliisselung eines
Eukaryonten-Genoms informieren. Die Sequenzierungsarbeit fiir die in Ensembl verdof-
fentlichten Sequenzen wurde von Agnecourt Bioscience Corporation mit Unterstiitzung
des Broad Instituts durchgefiihrt. Um die gesamte DNA der Katze zu sequenzieren,
muss diese in geeigneten Fragmenten vorliegen. Je nach Sequenzierungsstrategie werden
dabei Segmente unterschiedlicher Linge bendtigt. Besonders bei grofsen komplexen Ge-
nomen, wie dem der Katze, werden mdoglichst grofe Fragmente in geeignete Vektoren
z. B. BAC-Vektoren (bacterial artificial chromosoms, BACs) kloniert. Die Inserts dieser
Vektoren werden nun ebenfalls in zuféllige Fragmente zerlegt und in Plasmidvektoren
kloniert. Alle iiberlappenden Sequenzen, die vom Insert eines BACs stammen, werden
dann zu einem Contig (contigous sequenz) zusammengesetzt. Ein Contig (engl. conti-
guous: angrenzend, zusammenhéngend) ist ein Set tiberlappender DNA-Stiicke, die von
derselben genetischen QQuelle stammen. Die erhaltenen Contigs konnen anschlieffend zu
groferen Contigs zusammengelagert werden. Viele Contigs kénnen schlieflich zu sog.
scaffolds (engl. Geriist) zusammengebaut werden, wenn die Endsequenzen eines Inserts
in zwei verschiedenen Contigs liegen. Auf diese Weise konnen die Contigs in der richtigen
Reihenfolge angeordnet werden. Auch wenn zwischen ihnen noch Sequenzierungsliicken
bestehen, gelangt man so zu einer feinen Genkartierung. Die Sequenz fiir die TPO der
Katze liegt auf GeneScaffold 1388 auf Position 9,912-52,326. Der Startpunkt des Tran-
skript liegt auf Contig 190434.

Da die reine DNA-Sequenz eines Genoms noch nicht viel iiber deren Informationsge-
halt verrit, ist eine sog. Annotation notig. Die Annotation ordnet bestimmten Sequenz-
abschnitten biologische Bedeutung zu. Dabei werden transkribierte Sequenzen ermit-
telt, proteincodierende Sequenzen erfasst und Exon-Intron-Grenzen bestimmt. Bei sehr

grofen Genomen wird meist zuerst eine automatische Annotation durchgefiihrt. Dabei
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werden unter anderem Homologien mit bereits bekannten Genen durch Vergleich mit 6f-
fentlich zugénglichen Datenbanken durchgefiihrt. Eine derartige Annotation ist auch fiir
die Sequenz der Katze vorgenommen worden, die in Folge dessen als TPO hinterlegt ist.
Die TPO-Gensequenz der Katze in der Ensembl Genome Browser-Datenbank wurden
durch ein whole genome alignment (WGA) zu einem annotiertem Referenzgenome, dem
Genom des Menschen, durch Projektion ermittelt. Die Transkripte ergaben sich durch

ein BalstZ Sequenzalignment mit dem menschlichen Genom.

Das Sequenzalignement ist ein paarweiser Vergleich einzelner Positionen zweier oder
mehrerer Sequenzen. Dieser Vorgang stellt die Grundlage der Sequenzanalyse dar. Mit
diesem Vergleich kann man dariiber entscheiden, ob dhnliche Tertidrstrukturen, vergleich-
bare Funktionen oder phylogenetische Gemeinsamkeiten bestehen. Beim Alignment ord-
net man die einzelnen Sequenzen so an, dass die Reihenfolge der Sequenz erhalten bleibt
und jede Base/Aminosiure einer Base/Aminoséure der anderen Sequenz oder einem gap
(Liicke) zugeordnet wird. Eine Fehlpaarung in einem Alignment entspricht einer Muta-

tion. Gaps weisen dagegen auf Deletionen beziehungsweise Isertionen hin.

Der Wert fiir die Identitat der Sequenzen beschreibt die Zahl von Sequenzpositionen,
die in einem Alignment identisch sind. Die Identitdt wird in Prozent der Alignment-
lange angegeben. Abhéingig ist diese Grofe zum einen von den verglichenen Sequenzen
selbst und vom festgelegten Scoring-system. Das Scoring-system legt hierbei positive
Zahlenwerte fiir Ubereinstimmung einzelner Positionen und negative Werte fiir nicht
iibereinstimmende Positionen fest. Auch gaps werden mit negativen Zahlenwerten be-
straft. Allgemein gilt der Gesamtscore ist die Summe aller Zahlenwerte. Je nach dem
in welcher Weise man die Sequenzen jetzt aneinander lagert, entstehen unterschiedliche
Werte. Das Alignment mit dem hochsten score ist das optimale Alignment. Dieses zu
finden ist ein Optimierungsproblem, dass man mit Hilfe von verschiedenen Algorithmen

numerisch 16sen kann.

Mit dem online verfiigbaren Sequenzalignment-Programm T-Coffee (Tree-based Consi-
stency Objective Function for alignment Evaluation) des Schweizer Instituts fiir Bioinfor-
matik, wurden die Aminosdure-Sequenz (ENSFCAP00000002649) der Katze im Rahmen
dieser Arbeit auf Identitdt zum TPO-Isoform a (NP 000538) des Menschen untersucht.
Der in diesem Programm verwendete Algorithmus ist progressiver Natur. Die im Pro-
gramm zugrunde gelegten Heuristiken sind im Paper von Notredam, C. [62] beschrieben.
Die Identitdt der TPO-Sequenz der Katze und der humanen TPO insgesamt lag bei ei-
nem Score von 98 %. Das vollstidndige Sequenzalignment ist dem Anhang dieser Arbeit
zu entnehmen. In der gewédhlten Darstellung kennzeichnet ein Sternchen unter den Se-

quenzen eine Position, die in beiden Sequenzen identisch, und im Vergleich mit weiteren
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7.3. Strukturvergleich der Gensequenz der TPO des Menschen und der Katze

TPO-Organismus | Gen-Identitét PrOtél.r'l NCBI Accessions-Nr.(%)
Identitat
Canis familiaris 76,49 71,29 NMO001003009.1; NP001003009.1%
Bos taurus 7,7 75,44 XM603356,3; XP603356.3%
Rattus norvegicus 77,38 76,24 NMO019353.1; NP062226.1%
Mus musculus 76,83 - NMO009417.2; NP033443.1%

Tabelle 7.3.: Ubereinstimmung (%) der einzelnen TPO-Gene/Proteine der Spezies mit der
TPO des Menschen (Isoform-1)

TPO Molekiilen als konserviert anzusehen ist. Ein Doppelpunkt weist auf Positionen hin
bei der beide Sequenzen Reste mit sehr dhnlichen physikalisch-chemische Eigenschaften
haben. Ein Punkt bedeutet, dass es sich um einen Rest mit méfig dhnlichem physikalisch-
chemischen Eigenschaften handelt. Die Quantifizierung der Ahnlichkeit zwischen zwei
Sequenzen setzt die Definition einer Ahnlichkeitsmetrik vorraus, die festlegt, wie dhnlich
sich die einzelnen Aminosiuren aufgrund ihrer biophysikalischen Eigenschaften sind. Es
ist sinnvoll den Abgleich auf Aminosdureniveau zufiihren, da die Codonvariabilitdt durch
die Evolution wesentlich hoher ist als die Aminosdurevariabilitit. Auferdem ist aufgrund
der Fragestellung in dieser Arbeit hauptsichlich die Ahnlichkeit der TPO-Proteine von
Mensch und Katze von Interesse. Besonders fiir die immunologische Wechselwirkung be-
deutsam ist, wie oben bereits ausgefiihrt wurde, das Gebiet zwischen der Aminosiure
599-617. Aus diesem Grund ist das nochmal gesondert untersucht worden. Der Score
lag fiir diesen Bereich bei 94%. Die Bedeutung von Alignments lidsst sich nach [51] so
beschreiben, dass wenn man ein optimales Alignment voraussetzt, mindestens 45% der
Aminosauren iibereinstimmen miissen, um #hnliche Strukturen und wahrscheinlich auch
dhnliche Funktionen von zwei Proteinen erwarten zu kénnen. Durch systematische Un-
tersuchung der Strukturunterschiede zwischen Paaren verwandter Proteine konnte man
eine qualitative Beziehung zwischen der Unterschiedlichkeit der Aminosduresequenzen
und den Unterschieden der Struktur definieren. Je weiter sich die Sequenzen vonein-
ander entfernen, desto stirker werden die Verformungen in der Konformation. Solange
der Anteil der der identischen Aminosiuren nicht unter 40-50% fallt, wirken sich die
Verdnderungen in der Konformation jedoch nur geringfiigig aus. Eine weitere Hilfe zur
Beurteilung der Ubereinstimmung der untersuchten Sequenzen bietet das multiple Al-
ginment. Dieses hat gegeniiber der isolierten Betrachtung der untersuchten Sequenzen
den Vorteil, dass ein multiples Alignment Gesetzmaéfigkeiten iiber die Konservierung von
Aminosduren erkennen ldsst. Auf diese Weise unterscheidet sich das gesuchte Alignment
deutlich von einer zufilligen Ubereinstimmung der Sequenzen. Die Tabelle 7.3 zeigt die

Ubereinstimmung der Gene und Proteine einzelner homologer Spezies im Vergleich zum
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Exon | Ubereinstimmung(%)
1 33%
2 44%
3 88%
4 97%
) 100%
6 100%
7 0%
8 0%
9 48%
10 48%
11 60%
12 56%
13 50%
14 46%
15 0%
16 52%
17 44%

Tabelle 7.4.: Ubereinstimmung (%) der einzelnen Exons der TPO der Katze mit der TPO des
Menschen (Isoform-1)

human-TPO-Gen oder zur human-TPO. Die Identitdt mit der menschlichen TPO be-
wegt sich zwischen 71,29 bis 77,70.

7.4. Untersuchung von Katzenseren auf Antikorper
gegen die thyreoidale Peroxidase

Aufgrund der ermutigenden Ergebnisse aus dem Bereich der Immunhistochemie und die
relativ hohe Ubereinstimmung der Proteinsequenzen von feliner- und humaner-TPO,
wurde der in der Humanmedizin gebrauchlichen CentAk-Anti-TPO Radioimmunoassay
nun an einer Gruppe von 60 Katzenseren durchgefiihrt, um diese auf Antikérper gegen

die thyreoidale Peroxidase zu untersuchen.
Die 60 Proben stammen aus dem Vet Med Labor in Ludwigsburg. Proben werden dort-

hin von Tierkliniken und Tierpraxen aus ganz Deutschland zur Untersuchung eingesen-

det. Auf diese Weise handelt es sich um eine heterogene Patientengruppe mit ménnlichen
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7.4. Untersuchung von Katzenseren auf Antikérper gegen die thyreoidale Peroxidase

und weiblichen Katzen, unterschiedlicher Altersgruppen, die aus verschiedenen Regionen
stammen und unterschiedlichen Bedingungen gehalten werden. Fiir diese Untersuchung
wurden speziell 60 Katzenseren mit verdnderten T4-und FT4 -Werten ausgew#hlt7.5.
Zur Untersuchung wurden 50 ul Serum verwendet.(Fiinf weitere Proben stammen aus
der Kleintierklinik der Justus von Liebig Universitit in Giessen. Es handelt sich dabei um
fiinf Blutproben, die von Katzen entnommen wurden, bei denen zur Behandlung ihrer
manifesten Hyperthyreose eine Radiojod-Therapie durchgefiihrt wurde. Die Hyperthy-
reose wurde aufgrund des klinischen Bildes und stark erh6hten T4 und F'T4- Werten fest-
gestellt. Die Blutproben wurden jeweils vor und nach Abschluss der Radiojod-Therapie

entnommen. Zur Untersuchung wurde je 50 ul Serum verwendet).

Die Blutproben der Katzen wurden in den handelsiiblichen Plastikrohrchen eingesen-
det. Nach vollstindiger Gerinnung des Vollblutes wird es bei 3000U/min zentrifugiert.
Das Serum wird sofort im Anschluss abpipettiert. Das Serum wurde tiefgefroren gelagert
(-20 °C) und mit Hilfe einer Trockeneiskiihlung verschickt.

Die Durchfiihrung des Radioimmunoassay zur Untersuchung der genannten Katzense-
ren erfolgte im Labor der Klinik und Poliklinik fiir Nuklearmedizin der Universitéitsklinik
der Rheinischen-Friedrich-Wilhelms-Universitdt Bonn. Da beziiglich der Untersuchung
von Katzenseren mit diesem Radioimmunoassay noch keinerlei Daten vorliegen, ent-
spricht das Versuchsprotokoll den fiir den Menschen vom Hersteller gelieferten Daten.
Diese sind im Kapitel 3.2und im Kapitel 3.2.3 dieser Arbeit ausfiihrlich beschrieben wor-
den und deshalb sei an dieser Stelle auf die genannte Beschreibung der Arbeitsschritte
zur Durchfithrung des RIA verwiesen. Das Aufbereiten der Blutproben zur Durchfiih-
rung entspricht dem in Kapitel 3.2.3 beschriebene Vorgehen der Referenzmethode.

Nr. der Katze | TT4-Wert (0,8-3,9 pg/dl) | FT4-Wert (0,5-2,6 ng/dl)
1 4,97 3,68
2 6,57 4,98
3 6,98 5,64
4 5,42 4,09
5 11,04 7,77
6 4,77 3,64
7 13,93 777
8 4,72 3,45
9 7,56 5,6
10 8,8 7,75
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Nr. der Katze

TT4-Wert (0,8-3,9 ug/dl)

FT4-Wert (0,5-2,6 ng/dl)

11 10,23 7,77
12 17,49 7,77
13 18,05 7,77
14 4,55 3,35
15 5,74 4,18
16 4,82 3,93
17 5,55 4,12
18 19,93 7,77
19 19,16 7,77
20 24,36 7,77
21 9,76 7,77
22 5,25 2,99
23 14,34 7,77
24 23,15 7,77
25 4,54 3,55
2 11,85 7,77
27 9,53 7,77
28 8,94 6,61
29 21,17 7,77
30 3,96 2,71
31 7,67 6,26
32 14,8 7,77
33 14,2 7,77
34 9,13 7,54
35 5,23 4,41
36 3,95 2,25
37 7,07 5,15
38 18,23 7,77
39 9,33 7,71
40 4,07 2,86
41 5,15 3,82
42 5.5 3,71
43 4,98 3,85
44 13,22 7,77
45 4,65 3,25
46 9,46 7,56
A7 10,24 7,77
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Peroxidase
Nr. der Katze | TT4-Wert (0,8-3,9 ug/dl) | FT4-Wert (0,5-2,6 ng/dl)
48 19,65 7,77
49 4,55 3,06
50 4,11 2,79
o1 8,31 6,01
52 12,73 7,77
23 4,9 3,89
54 92.39 7,77
55 6.3 5.3
56 8,36 777
57 5,01 3,99
58 16,13 777
29 4,27 3,79
60 7,6 6,06

Tabelle 7.5.: T4- und FT4-Werte der zur Untersuchung verwendeten Katzenseren aus dem
Vet Med Labor

7.5. Ergebnisse der Untersuchung von Katzenseren auf
Antikorper gegen die thyreoidale Peroxidase

Nr. der Katze | TPO-Antikorperwert
1 0,01
2 0,01
3 0,01
4 0,01
5 0,01
6 0,01
7 0,01
8 0,01
9 0,01
10 0,01
11 0,01
12 0,01
13 0,01
14 0,01
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Nr. der Katze

TPO-Antikérperwert

15 0,01
16 0,01
17 0,01
18 0,01
19 0,01
20 0,01
21 0,01
22 0,01
23 0,01
24 0,01
25 0,01
26 0,01
27 0,01
28 0,01
29 0,01
30 0,01
31 0,01
32 0,01
33 0,01
34 0,01
35 0,01
36 0,01
37 0,01
38 0,01
39 0,01
40 0,01
41 0,01
42 0,01
43 0,01
44 0,01
45 0,01
46 0,01
A7 0,01
48 0,01
49 0,01
50 0,01
51 0,01




7.5. Ergebnisse der Untersuchung von Katzenseren auf Antikorper gegen die thyreoidale

Peroxidase

Nr. der Katze

TPO-Antikérperwert

52 0,01
53 0,01
54 0,01
55 0,01
56 0,01
57 0,01
58 0,01
59 0,01
60 0,01

Tabelle 7.6.: TPO-Werte der mit dem CentAk-AntiTPO untersuchten Katzenseren

Wie sich aus der Tabelle 7.6 entnehmen lisst, waren bei keiner der Katzen TPO-AK

nachweisbar.

135



136



8. Diskussion

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin den Radioimmunoassay der fiir die Bestim-
mung von TPO-AK in Patientenserum entwickelt worden ist, zu modifizieren und auf
seine Eignung fiir die Trockenblutbestimmung zu iiberpriifen. Zusétzlich zur Evaluation
des Trockenblutverfahrens fiir die TPO-Bestimmung in der Humanmedizin, sollte die

Priifung des Testsystems fiir seinen Einsatz in der Veterindrmedizin erfolgen.

Die in der Humanmedizin zur Diagnostik eingesetzten Radioimmunoassays zum Nach-
weis von TPO-AK, die zur Diagnose der Autoimmunkrankheiten der Schilddriise heran-
gezogen werden, erfolgen durch Entnahme einer Vollblutprobe, die entsprechend aufbe-
reitet wird, um die Menge der Antikorper zu bestimmen. Die in dieser Arbeit vorgestellte
veranderte Methodik ersetzt die Vollblutprobe durch eine Filterpapierkarte auf die Ka-
pillarblut aufgetropft wurde. Die verdnderte Aufbereitung (siehe Kapitel 3.3.2 und der
zuverlissige Nachweis der TPO- Antikérper mit der Trockenblutmethode werden in die-

ser Arbeit vorgestellt.

Die Bestimmung von TPO-Antikérpern ist erforderlich um eine autoimmune Erkran-
kung der Schilddriise nachzuweisen. Antikorper gegen die thyreoidale Peroxidase zirku-
lieren im Blut von Patienten, die unter einer Hashimotothyreoiditis, einem Morbus Base-
dow, einer subakuten oder idiopathischen Thyreoiditis leiden (siehe dazu Kapitel 2.5.5.3).
Eine besondere Rolle spielt die Diagnose eines Morbus Basedow wihrend der Schwan-
gerschaft, da bei erkrankten Patientinnen, die gebildeten (hemmmenden) Antikorper
diarplazentar auf das Kind iibertragen werden konnen. Beim unbehandelten Neugebore-
nen entwickelt sich eine schwere irreversible Debilitdt. Durch Screeninguntersuchungen
beim Neugeborenen bisher nur auf TSH und ft4 mit Hilfe von Fersenblutstropfen am 5.
Tag postpartum, kann die Erkrankung erkannt und Folgeschdden durch eine Thyroxin-
substitutionsbehandlung vermieden werden. Durch die in hier vorgestellte verdnderete
Methodik besteht die Moglichkeit Fersenbluttropfen ebenfalls auf Antikorper gegen die
thyreoidale TPO zu testen. Um Ausssagen iiber die Verbreitung von Autoimmunkrank-
heiten in der Bevoélkerung liefern konnen, sind breitgestreute Feldversuche nétig. Die
Trockenblutbestimmung ist zu diesem Zweck besonders geeignet, da Blut aus der Fin-
gerbeere leichter und schneller entnommen werden kann als aus einer Vene. Auferdem ist
der Transport, der hinsichtlich der Temperaturunterschiede und Lagerungszeiten (siehe

Kapitel 3.4.6) recht robusten Filterpapierkarten wesentlich einfacher als der von Serum.
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Verlaufsuntersuchungen von Patienten, die bekanntermafen unter einer autoimmunen
Schilddriisenerkrankung leiden, kénnten aus den gleichen Griinden ebenfalls vereinfacht
durchgefiihrt werden.

Aufgrund der vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten der TPO-AK bei der Diagnostik
von autoimmunen Schilddriisenerkrankungen und der noch zu erforschenden Rolle die-
ser Antikorper in der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen, erscheint es sinnvoll
eine Methodik zu evaluieren, die genauso zuverléssig ist wie die bestehende Methode mit
Serum, allerdings wesentlich einfacher in der Handhabung und viel stressfreier fiir den

Patienten.

Die Zuverldssigkeit der verdnderten Methodik wurde in dieser Arbeit gepriift. Als Mak-
stab fiir die Richtigkeit der Ergebnisse, wurden die in der Routinediagnostik angewen-
deten RIA-Testsysteme herangezogen. Die dabei verwendete Serummethode wurde als
sogenannter Gold-Standard gewertet und die Bewertung der Filterpapiermethode richtet
sich ausschliefslich daran aus und beriicksichtigt dabei nicht die Fehler der Referenzme-
thode. In diesem Zusammenhang werden Ergebnisse nicht als falsch beriicksichtigt, die la-
bordiagnostisch mit beiden Testsystemen einen erhohten TPO-Ak-Spiegel nachgewiesen

haben, aber im klinischen Gesamtbild nicht als Autoimmunerkrankung gewertet wurden.

Es wurden 147 Blutproben untersucht. Die Proben stammten zu 87% von Frauen
mit unterschiedlichen Schilddriisenerkrankungen (siehe Kapitel 3.1.3) und sie wurden,
mit Ausnahme der zur Langzeitlagerung untersuchten 11 Proben, alle in der Klinik und
Poliklinik fiir Nuklearmedizin der Universitit in Bonn entnommen und getestet. Die hier
vorgestellten Ergebnisse beruhen auf der Grundlage des Radioimmunoassays der Firma
Medipan 3.2 und gelten nur fiir das Filterpapier 2992 der Firma Schleicher und Schuell.

Die Trockenblutmethode wurde hinsichtlich verschiedener Parameter gepriift. Zunéchst
wurde die geeignete Anzahl von Filterpapierbliattchen ermittelt. Jede vom Patienten mit
Kapillarblut betropfte Filterpapierkarte enthélt neun Tropfkreise von denen drei ausge-
stanzte Kreise in Losung gehen miissen, um ein Ergebnis zu erzielen was dem der Stan-
dardmethodik entspricht (siehe Kapitel 3.4.1). Anschliefend wurde in Verdiinnungsreihen
das optimale Blut/Puffer- Verhéltniss ermittelt (siche Kapitel 3.4.2. Das hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit beste Ergebniss wurde mit einer Verdiinnung in 300l festgestellt. Die
Inkubationszeit der in Losung gegangen Blattchen wurde variiert und besonders unter
dem Gesichtspunkt der Praktikabilitdt und Zeitersparnis wurde eine Inkubationszeit von
30 min festgelegt(siehe Kapitel 3.4.3). Um in den Testreihen vergleichbare Versuchsbedin-
gungen zu schaffen wurden mit Antikoagulanzien versehene Blutproben einzelner Patien-
ten auf Filterpapierkarten aufgebracht. Um eine Beeinflussung der Ergebnisse durch die

Antikoagulanzien auszuschliefen, wurden Proben mit und ohne Antikoagulanzien vergli-
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chen. Es konnte keine Beeinflussung durch die Gerinnungshemmer festgestellt werden.
Da aus Untersuchungen zur Trockenblutbestimmung von TSH [31] bekannt ist, dass sich
das TSH ungleichméfig im Trockenblutfleck verteilt, wurde in dieser Arbeit iiberpriift,
ob Unterschiede im Verteilungsmuster der TPO-Antikorper existieren, je nach dem ob
der Tropfkreis randstindig oder mittig ausgestanzt wurde. Ein solcher Konzentrationsun-
terschied wurde nicht festgestellt(siehe Kapitel 3.4.5). Erstaunlich robust erwiesen sich
die Filterpapierkarten hinsichtlich der Lagerung. Die Lagerung der Filterpapierkarten
wurde unter unterschiedlichen Temperaturbedingungen bei Zimmertemperatur (22°C),
im Kiihlschrank (4°C) und im Tiefkiihlschrank (-30°C)getestet. Am effektivsten erwies
sich die Lagerung bei -20°C. Bei den Proben zur Langzeitlagerung lagen zwischen dem
Entnahmedatum und dem Untersuchungsdatum ein Zeitraum von mindestens einem hal-
ben und hochstens einem ganzen Jahr (siehe Kapitel 3.12). Als Vergleichswert dient der
am Probenentnahmetag bestimmte Serumwert. Der Untersuchungswert wurde mit Hilfe
der Filterpapiermethode ermittelt. Obwohl bei diesen sehr langen Lagerzeiten und ei-
ner Lagerung bei Zimmertemperatur der TPO-Antikorper-Wert deutlich absinkt, ist es
trotzdem bei diesen Proben nicht zu falsch negativen oder falsch positiven Ergebnissen
gekommen. Von einer Probenlagerung iiber eine Zeitspanne von langer als drei Wochen
bei Zimmertemperatur, muss auf Grund der erniedrigten Werte abgeraten werden, aber
in der in diesem Zusammenhang bewiesenen Unempfindlichkeit der Trockenblutmethode

gegeniiber Umwelteinfliissen liegt sicherlich ein grofler Vorteil dieser Vorgehensweise.

Um die Ergebnisse der statistischen Auswertung einordnen zu kénnen muss man sich
vergegenwértigen, dass alle Messungen das direkte Ergebnis der Anzahl der radioakti-
ven Zerfille im Gammacounter sind. Da radioaktiver Zerfall ein zufilliges Ereignis ist,
kénnen die Zahlenwerte niemals absolut betrachtet werden. Deshalb miissen die Werte
innerhalb definierter Grenzen positiv oder negativ eingeordnet werden. Werte kleiner
als 40 U/ml wurden als TPO-negativ bezeichnet, Ergebnisse iiber 50 U/ml wurden als
positiv bewertet. Diese definierten Grenzen entsprechen den Angaben des Herstellers fiir
die Serummethode und wurden fiir die Trockenbluttechnik fiir geeignet befunden und
deshalb so beibehalten.

Alle 136 getesteten Proben, die zur Kontrolle jeweils mit dem Trockenblutverfahren
und anhand von Serumproben untersucht wurden, sind mit beiden Verfahren in die
gleichen Gruppen eingeordnet worden. Die Serummethode und die Filterpapiermethode
kamen labordiagnostisch bei allen Patienten zum jeweils identischen Ergebnis. In der sta-
tistischen Auswertung der Ergebnisse konnte das anhand der Spezifitdt, der Sensitivitit

und des tetrachorischen Korrelationkoeffizienten gezeigt werden.

Das quantitative Ergebnis der Filterpapiermethode lag im Mittel um 20% unter denen
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der Serummethode. Dies zeigte sich bereits in der deskritiven Analyse, der Regressions-
analyse und der Zweistichprobentests. Diese Unterschitzung durch die Filterpapierme-
thode fiihrt zu einem kritischen Bewertungsbereich zwischen 50 U/ml und 63U /ml. Um
Fehldiagnosen in diesem sehr kleinen Bereich zu vermeiden wird ein Doppelansatz emp-
fohlen und die labordiagnostischen Daten sollten unbedingt im klinischen Gesamtkon-
text kritisch bewertet werden. Die Abhéngigket der beiden Vorgehensweisen voneinander
konnte anschaulich durch den Unabhéngigkeitstest nachgewiesen werden, der zeigt wie
ein hoher Serumwert einen hohen Filterpapierwert nach sich zieht. Der Homogenitats-
test hingegen hat bestétigt, dass beide Versuchsreihen aus der gleichen Grundgesamtheit
stammen. Bei der Betrachtung der Prézision der Ergebnisse fillt auf, dass die Intraas-
syvarianz der Filterpapiermethode mit ca. 8% kleiner ist als bei der Standardmethode,
wo die Intraassayvarianz vom Hersteller mit 10% angegeben wird. Das bestétigt auch der
Korrelationstest nach Bartko. Die Interassayvarianz ergibt 7,6% und liegt damit deutlich
unter den Ergebnissen der Standardmethode (20%). im Rahmen dieser Arbeit konnte
dargelegt werden, dass die Filterpapiermethode zum Nachweis von TPO-Antikérpern
ebenso geeignet ist, wie die bestehende Methode. In der statistischen Betrachtung wird

das bestatigt.

Im zweiten Abschnitt dieser Arbeit wurde untersucht ob das beschriebene modifizierte

und evaluierte Trockenblutverfahren auch in der Tiermedizin zum Einsatz kommen kann.

Die Katze ist das Sdugetier, bei dem eine Hyperthyreose mit grofer Inzidenz auftritt,
dhnlich wie beim Mensch. Ein besseres Verstédndnis der Pathogenese dieser hiufigsten
endokrinologischen Erkrankung der Katze ist durchaus von veterindrmedizinischem In-
teresse. Die Atiologie dieser Erkrankung der Katze ist nicht bekannt und wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Sowohl eine Schilddriisenautonomie als auch ein autoim-
munes Geschehen werden als Ursache der Erkrankung postuliert. In Anlehnung an Paral-
lelen zum Morbus Basedow des Menschen wurde nach den TSH-Rezeptor stimulierenden
Antikorpern bei der Katze gesucht, in dem man den geklonten TSH-Rezeptor der Katze
benutzt hat um nach Antikorpern in Seren von Katzen zu suchen, die diesen Rezeptor
stimulieren. Es konnten mit diesem Ansatz keine den TSH-Rezptor stimulierenden Anti-
korper bei Katzen nachgewiesen werden [61]. In der Humanmedizin werden zum Nachweis
des Morbus Basedow jedoch nicht alleine Antikérper gegen den TSH- Rezeptor herange-
zogen, sondern auch Antikorper gegen die thyreoidale Peroxidase. Ein Nachweissystem
fiir Autoantikdrper bei Schilddriisenerkrankungen existiert bisher fiir die Katze nicht.
Nur fiir den Hund gelang es bisher Antikorper gegen Thyreoglobulin nachzuweisen und
schlieflich auch Antikérper gegen die thyreoidale Peroxidase.[87]. Einer Literaturquelle
zur Folge |40| wurden mikrosomale Antikorper bei der Katze nachgewiesen. Um Aussa-

gen iiber die mogliche Anwendung des Trockenblutverfahrens fiir die Spezie felis catus
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zutreffen, muss man zunéchst feststellen ob das fiir die Humanmedizin geeignete Ra-
dioimmunoassay in der Lage ist die felinen Antikorper zu erkennen. Da bisher mangels
eines Nachweissystems kein Tier gibt, von dem zweifelsfrei feststeht, dass es Antikoérper
gegen die thyreoidale Peroxidase bildet, konnte kein direkter Anwendungstest des Ra-

dioimmunoassays erfolgen.

Essentiell zum funktionieren des Nachweissystems ist die Bindung von Antigen und
Antikorper. In dieser Arbeit konnte durch eine durchgefiihrte Immunhistologie gezeigt
werden, dass der humane monoklonale Antikérper, der sich spezifisch nur gegen ein Epi-
top der humanen TPO richtet, in der Lage war dieses Epitop auf dem felinen TPO-Enzym
wiederzufinden und eine deutlich sichtbare Bindung mit demselben einzugehen (siehe
Kapitel 7.1 und Abbildung 7.4). Durch entsprechende Kontrollen konnten die immunhi-
stologischen Resultate validiert werden. Eine unspezifische Farbung konnte ausgeschlos-
sen werden. Der Einsatz eines Antikorpers, der sich gegen Vimentin richtet, als positiv
Kontrolle bestétigte regulir erhaltene Epitope. Der charakteristische braune Farbnieder-
schlag lies sich unter rdumlich funktionalen Aspekten sehr genau dem Lokalisation der
TPO, am apikalen Zellpol der Schilddriisenepithelzelle zuordnen (vergleiche Abbildung
7.3).

Polyklonale TPO-Antikorper, die in Seren von Patienten mit autoimmunen Schilddrii-
senerkrankungen vorkommen, reagieren mit verschieden Epitopen, die auf der Oberfliche
der humanen TPO lokalisiert sind. Diese immundominante Region (IDR), die von den
Antikorpern erkannt wird, beschrankt sich auf bestimmte Doménen. Die genaue Lokali-
sation und die exakte Struktur des diskontinuierlichen IDR muss noch bestimmt werden.
Fest steht, dass es sich um stark konformationelle Epitope handelt, das heifit, dass sie
stark abhéngig sind von der dreidimensionalen Struktur des Proteins. Die nachgewiese-
ne Bindung zwischen dem monoklonalen humanen Antikérper und dem felinen Protein
bedeutet, dass das Epitop der felinen TPO, dem Epitop der human TPO sehr dhnlich

sein muss.

Bestétigt wird diese Tatsache durch den Vergleich der Gensequenzen. In der Genda-
tenbank Ensembl Genome Browser (Griffith University, Southport, Queensland, Austra-
lien) mit der Accessionnummmer ENSFCAG00000002875 sind die Informationen iiber
die TPO der Katze hinterlegt. Das Genom der Katze liegt dort als Gene-scaffold vor. Ein
Sequenzalignment der ins fasta Format iibertragenen Proteinsequenzen humaner TPO
(TPO-Isoform a (NP 000538)der NBCI) und felinem Protein TPO (ENSFCAP00000002649)
zeigte eine Ubereinstimmung von 98 % der Proteine. Der paarweise Vergleich der einzel-
nen Positionen der beiden Proteine wurde mit dem online verfiigharen Sequenzalignment-

Programm T-Coffee (Tree-based Consistency Objective Function for alignment Evalua-
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8. Diskussion

tion) des Schweizer Instituts fiir Bioinformatik, durchgefiihrt (siche Anhang). Da eine
Antigen-Antikorperreaktion in der Immunhistochemie stattgefunden hatte und eine re-
lativ hohe Ubereinstimmung von 98% der Proteinsequenzen von feliner- und humaner-
TPO anhand des Sequenzalignments gezeigt werden konnte, wurde im Anschluss, der in
der Humanmedizin gebrduchlichen CentAk-Anti-TPO Radioimmunoassay nun an einer
Gruppe von 60 Katzenseren durchgefiihrt, um diese auf Antikérper gegen die thyreoida-
le Peroxidase zu untersuchen. Die Proben stammen von VetMedLabor in Ludwigsburg
und wurden von Katzen mit verdnderten Schilddriisenwerten entnommen (siehe Kapitel
7.5). Das Ergebnis war in allen 60 Fillen negativ. Es konnte bei keiner der untersuchten
Katzen Antikorper gegen die thyreoidale Peroxidase mit dem Radioimmunoassay nach-

gewiesen werden.

Das negative Testergebnis kann zum einen bedeuten, dass alle im Rahmen dieser Dis-
sertation untersuchten schilddriisenauffilligen Katzen keine Antikorper gegen die thy-
reoidale Peroxidase bilden oder zum anderen aussagen, dass der verwendete Test, trotz
der grofien Ahnlichkeit beider Proteine, nicht in der Lage ist die felinen Antikérper nach-
zuweisen. Obwohl es mindestens ein gemeinsames Epitop zwischen dem felinen und dem
humanen Protein geben muss, da eine Bindung in der Immunhistologie nachweisbar war,
konnte es sein, dass die Katzen, die Antikorper in einer heterogenen Antikorpergruppe
bilden, nun ausgerechnet keine gegen das gemeinsame Epitop ausbilden. Deshalb gibt
dieses negative Ergebnis alleine noch keine abschliefende Antwort. Auf jeden Fall bedarf
dieser Umstand der weiteren Klarung, bevor man eine immunogene Pathogenese der Hy-

perthyreose letztendlich ausschlieft [6].

Um letzte Sicherheit zu erlangen konnte man ein diagnostisches System in Form ei-
nes TPO -Elisa etablieren. Auf diesem Elisa befinden sich dann Antikorper gegen die
humane TPO. Diese werden dann als positiv Kontrolle mit humaner markierter TPO
zur Bindung gebracht. Dann gibt man Seren von Patienten dazu, die Antikérper gegen
die TPO bilden. Die Antikérper werden ebenfalls an die TPO binden, was bedeutet
dass weniger markierte Bindungen zustande kommen und das Bindungssignal des Elisa
schwicher ausfillt. Als negativ Kontrolle nimmt man die Seren nachweislich TPO nega-
tiver Patienten, die keine oder nur geringen Einfluss auf die Bindungsfiahigkeit haben.
Im Anschluss werden die Seren von Katzen in diesem System iiberpriift, wenn hier eine
Bindung stattfindet, wire sogleich ein Beweis fiir die Bindung an einem pathogenese

relevanten Epitop erbracht.
Obwohl es im Rahmen dieser Arbeit nicht gelungen ist Antikorper gegen die thyreoi-

dale Peroxidase bei der Katze nachzuweisen, denke ich, dhnlich wie die in dieser Arbeit

mehrmals zitierten Autoren [61], dass die Atiologie der Hyperthyreose heterogener Natur
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ist und die immunogene Entstehung sicherlich einen Teil der Krankheitsfille ausmacht.
Auch wenn fest steht, dass sich der hier untersuchte Radioliganden-Assay (Medipan,
CentAK anti- TPO)in dieser Form nicht zum Nachweis eignet.
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9. Zusammenfassung

Diese Arbeit gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde eine verin-
derte Methodik zum Nachweis von Antikorpern gegen die thyreoidale Peroxidase fiir die
Humanmedizin evaluiert. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die mogliche Anwendung
des untersuchten Testsystems in der Veterindrmedizin speziell fiir Katzen untersucht.

Die Bestimmung von TPO-Antikorpern ist erforderlich um eine autoimmune Erkran-
kung der Schilddriise nachzuweisen. Die in der Humanmedizin zur Routinediagnostik
eingesetzten Radioimmunoassays zum Nachweis von TPO-AK erfolgen durch Entnahme
und Aufbereitung einer Vollblutprobe. Fiir hier vorgestellte verinderte Verfahren geniigt
als Ausgangsmaterial die Gewinnung von wenigen Tropfen Kapillarblut, die auf eine
Filterpapierkarte aufgetropft werden. Die verinderte Aufbereitung und der Nachweis,
dass die Filterpapiermethode Ergebnisse mit der gleichen Zuverlédssigkeit wie die bereits
etablierte Methodik liefert, ist Gegenstand des ersten Teils dieser Arbeit. Im zweiten
Teil dieser Arbeit wurden 60 Katzenseren auf Antikorper gegen die thyreoidale Peroxi-
dase untersucht. Obwohl anhand einer Immunhistologischen Untersuchung und aufgrund
einer Gensequenzalignments eine hohe Ahnlichkeit der felinen und humanen TPO nach-
gewiesen werden konnte, gelang es nicht Antikérper gegen die thyreoidale Peroxidase bei
der Katze mit diesem Testsystem nachzuweisen. Um eine immunogene Pathogenese der
felinen Hyperthyreose mit Sicherheit auszuschlieken bedarf es jedoch weiterer Untersu-

chungen.
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Abkiirzungsverzeichnis

APC Antigen-préasentierenden-Zelle

CD  Differenzierungscluster

cpm counts-per-minute

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
FT3 freies Trijodthyronin

FT4 freies Thyroxin

HLA human leucocyte antigen

ICMA immuno-chemiluminometrischer Assay
Ig Immunglobulin

IRMA immunradiometrische Assay

LATS long-acting thyreoid stimulator
MAK Mikrosomale Antikérper

MHC Haupthistokompatibilitdtskomlpex
RIA Radioimmunoassay

T3  Trijodthyronin

T4  Thyroxin

TAK Thyreoglobulin-Antikérper

Tg  Thyreoglobulin

TH1 T-Helferzellen Typ 1

TH2 T-Helferzellen Typ 2

TPO thyreoidale Peroxidase
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A. Gensequenzvergleich

TRAK TSH-Rezeptor-Antikorper
TRH Thyreotropin-releasing-Hormon
TSBII TSH-binding inhibitory immunoglobulins

TSH Thyreoideastimulierendes Hormon
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