Aus dem Zentrum der Inneren Medizin
Medizinische Klinik |, Schwerpunkt: Endokrinologie
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main
Geschéaftsflihrender Direktor: Prof. Dr. med. K.-H. Usadel

Nachweis von TSH-Rezeptorantikérpern mittels
eines Bindungsassays und JP26-Zellen

bei Patienten mit Autoimmunthyreoiditis.

INAUGURAL-DISSERTATION

zur Erlangung des Doktorgrades der Medizin
des Fachbereichs Medizin
der Johann Wolfgang Goethe-Universitat
Frankfurt am Main

vorgelegt von
Lucas Johannes Meisemann

aus Frankfurt am Main

Frankfurt am Main, 2002



Die vorliegende Arbeit
ist meinen Eltern
Eva Maria und
Dr. med. Hans Meisemann

gewidmet.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Seite
ADKUrZUNGSVEIZEICHNIS. ....oei i 3
1. BINIEHUNG. .. 4
1.1 Allgemeine Schilddrisenerkrankungen.............ccoceeeiieeeiiiensieee e 4
1.1.1  Immunhyperthyreose, Typ Morbus Basedow.............ccccueviiiiiiiininiinenenne 7
1.1.2 Chronisch lymphozytére Thyreoiditis, Typ Hashimoto.............ccccceineeeen. 10
1.2 Diagnostik des Morbus Basedow............cceeviiiiieiiiiiiiiinieee e 12
1.3 Endokrine Orbitopathie. ..o 14
1.4 SchilddrisenantiKOrPer........oooueiii i e 17
1.4.1  Antikdrper gegen Thyreoglobulin.............ccoiiiiiiiiiiiii e 17
1.4.2 Antikdrper gegen thyreoidale Peroxidase..........cccccoeviiiiiiiiiiiiiiiciiiiieees 18
1.4.3 Antikdrper gegen TSH-Rezeptoren.........ccovovieieiiiiieiieeiieee e 19
1.5 TRAK-ASSAY ...ttt nr e e e 23
1.6 ZielSEIZUNG. ... 25
2. Material ... 26
2.1 Verwendete Materialien. ... 26
2.2  Verwendete CHO — Zellen..........couiuiiiiiiie e 28
2.3 Unterteilung der Patientenseren............cccee i 29
3. Methode.......ccoo e 31
3.1 Vorbereitung des modifizierten Krebs-Ringer-Puffers...........cccccciieis 31
3.2  Vorbereitung des KUUrMEdiUmS..........ooviiiiiiiiiiiiiee e 31
3.3  Kultivierung der CHO-ZEllEN.........c.ooiiiiiiiiie e 31
3.4  Gewinnung des Patientenserums............oocvoiiiiiie i 31
3.5 RadiorezZeptorasSaysS. .. .uoueeiureee et 32
3.5.1 Passagieren der CHO-Zellen...........ccooiiiiiiiieiiiieeee e 32
3.5.2 Bestlickung der Lochplatten...........oocuiiiiiiiiiii e 34
3.5.3  AUSWEITUNG . ... ettt ettt e e e e ennn e e e e eannee 35
3.8 SHALISHIK. e e 35



Inhaltsverzeichnis

Seite
4. Ergebnisse. ... 36
4.1 Bestimmung der TotalaktiVitat.............coeeeiniiiii e 36
4.2 Berechnung der Bindung der Totalaktivitat...........cccooooeiiiiiiie 36
4.3 Bestimmung der unspezifische Bindung mittels JP02-Zellen.................... 37
4.4  Bestimmung der spezifische Bindung mittels JP26-Zellen........................ 38
4.5 Ermittlung der Standardkurven..............ccoooveiiiie e 39
4.6 Berechnung der Standardkurve..............coooiiiiiiiiiiiieeee e 41
4.7  Nachweis von AutoantikOrpern....... ..o 44
4.7.1 Verteilung der Patientenseren..........cccvoviiiei i 44
4.7.2 Vergleich der Kontrollgruppe mit Patientengruppen.........ccccooeeeeiiiiinennnns 47
4.8  Vergleiche der gemessenen TRAK-Konzentrationen innerhalb der
Morbus BasedOW-GrUPPE. .......cueiuriiiiieeiiee ettt 50
4.9 Vergleiche der Ergebnisse des angewendeten Bindungsassays mit
denen des Routinelabors. ... 51
4.10 Geschlechtsverteilung in der Morbus Basedow-Gruppe..........ccccevveernnee. 52
4.11  Altersverteilung in der Morbus Basedow-Gruppe..........ccceceeerieerineennnnnn. 53
ST B 11 1011 (o] o PP 54
5.1 Die Zellen der JP26-ZelliNi@.........occuveeiiiiiiiieiiieee e 54
5.2 Die Auswahl der Patientenseren..........c.coooeiiiriiiiiec e 55
5.3  Kompetitiver Radiorezeptorassay.........cccueereeriueeee i 56
5.4  Auswertung der TRAK-NaChweise........cccooiviiiiiiiiiii e 57
5.5  Gegenuberstellung der GruppPeN.........ooeoiieere e 60
5.6  Verlaufskontrolle bei einem Hashimoto- und einem Strumapatienten...... 63
5.7  Verlaufskontrolle bei Morbus Basedow-Erkrankung...........cccceeeeeeinninnen. 64
5.8  Analyse der Fehlerquellen. ... 66
6.  ZUSAMMENTASSUNG...ciiiiiiieiiiieiiiiiitreee e e 67
6.1 Deutsche Zusammenfassung...........ccooiiiiiiiiiiiie e 67
6.2 Englische Zusammenfassung (SUMmMary).........cccccceiiiiiniiieee e 69
7. LiteraturverzeiChniS.......ccoo i 71

Tabellenanhang 1 und 2
Danksagung
Ehrenwdrtliche Erklarung

Lebenslauf



AbkUlrzungsverzeichnis

25| . pTSH 125 Radiojod markiertes Rinderhypophysen TSH (bovines TSH)
25| _hTSH 125 Radiojod markiertes humanes TSH

Abb. Abbildung

AlT Autoimmunthyreoiditis

AK Antikérper

B/T% Bindung durch Totalaktivitat in [%]

CHO Chinesische Hamsterovarienzellen

CPM Impuls pro Minute (Counts per minute)

EO Endokrine Orbitopathie

Gr. Gruppe

HT Hashimoto-Thyreoiditis

hTSHr humaner TSH-Rezeptor

JP02 CHO-Zellen ohne TSH-Rezeptoren

JP26 CHO-Zellen mit ca. 2.000 humanen TSH-Rezeptoren
MB Morbus Basedow

neg. negativ

pTSHr Schweine TSH-Rezeptor (porciner TSH-receptor)
pos. positiv

RRA Radiorezeptorassay

SD Schilddrise

Tab. Tabelle

TBAb Funktionsblockierende TSH Rezeptorantikdrper
TBII TSH-bindendes inhibierendes Immunglobulin
Tg-AK Thyreoglobulin-Antikérper

TPO-AK Thyreoidale Peroxidase-Antikorper

TRAK TSH Rezeptorantikdrper

TRH Thyreotropin freisetzendes (Releasing) Hormon
TSAb Funktionsstimulierende TSH Rezeptorantikdrper
TSH Thyreoidea stimulierendes Hormon

TSHr TSH-Rezeptor



1. Einleitung

1.1 Aligemeine Schilddriisenerkrankungen

Schilddriisenerkrankungen zahlen in Deutschland zu den haufigsten Gesundheitsstérungen
tberhaupt. Dazu gehdren zwei Gruppen, die Autoimmunthyreoiditiden und die nicht-auto-
immunen Schilddriisenerkrankungen.

Der Morbus Basedow, sowie die Hashimoto-Thyreoiditis, auch als chronisch-lymphozytare
und chronisch atrophische Thyreoiditis unterschieden und seltenere chronische
Thyreoiditiden (siehe Tab. 1) werden zusammengefaBt unter dem Begriff der ,Autoimmun-
thyreoiditiden® (AIT).

Zu den nicht-autoimmunen Schilddriisenerkrankungen zahlen die verschiedenen Strumen,
Schilddrisenentziindungen, Autonomien und Schilddriisenkarzinome.

Tab. 1: Einteilung der wichtigsten Schilddrisenerkrankungen

Autoimmunthyreoiditiden
Hyperthyreose Hypothyreose
Morbus Basedow Hashimoto — Thyreoiditis
(chronisch-lympozytéare und
chronisch-atrophische Thyreoiditis)
Selten: Juvenile Thyreoiditis
postpartale Thyreoiditis
fokale Thyreoiditis
invasiv-fibrinése Thyreoiditis
Stumme (silent) Thyreoiditis
Nicht-autoimmune Schilddriisenerkrankungen
Struma Thyreoiditis Hyperthyreose Hypothyreose Schilddriisen-CA

blande akute medikamentés-  priméare papillare
diffuse  infektibse jod-/amiodaron- sekundare follikulare
noddése granulomatése induzierte Auto- angeborene medullare
multi- subakute nomie, erworbene anaplastische
nodése (de Quervain)  diff./lokale/ oder andere
Riedel-Struma funktionelle/ Neoplasmen

lat. Autonomie

Die haufigste Schilddrisenerkrankung und daher an erster Stelle zu erwdhnen, ist die
SchilddriisenvergréBerung. Jede nicht neoplastische und nicht entziindlich bedingte
SchilddriisenvergréBerung wird als Struma bezeichnet. Sie kann sowohl mit euthyreoter, als
auch mit hypothyreoter oder hyperthyreoter Stoffwechsellage einhergehen.

Die Struma kommt in Deutschland endemisch vor, das heiBt, daB mehr als 10 % der
Gesamtbevdlkerung unter einer Strumaentstehung leiden. In einer Untersuchung von 221
Einwohnern Essens wurde bei 48 % der Frauen und 37 % der Manner eine Struma
diagnostiziert. Das mittlere Alter betrug 54 + 14 Jahre (Mann 2001).

Nach Aussage von Pfannenstiel (1999, S. 17) haben etwa 50 % der deutschen Bevélkerung
eine vergr6Berte Schilddrise und 20-30 %, das wéaren 20 Millionen Einwohner, eine

behandlungsbedirftige Struma.



1. Einleitung

Die blande Struma bzw. euthyreote Struma, die ca. 90 % aller Strumen ausmacht, kommt
sporadisch oder endemisch vor.

Eine vergréBerte Schilddrise, die zunachst ihre Form beibehéalt wird als Struma diffusa
bezeichnet.

Die Struma parenchymatosa ist kolloidarm, die Struma colloides hingegen kolloidreich.

Die sich haufig im Erwachsenenalter entwickelnde Struma nodosa ist gekennzeichnet durch
eine knotigen Hyperplasie kolloidreicher Follikel, welche das benachbarte Gewebe
komprimieren und zu regressiven Veranderungen, wie Nekrosen Blutungen, Ablagerungen
von Cholesterinkristallen und Hyalin, sowie zur Bildung von Narben flhren kann.

Hauptursache jeder Strumaentstehung ist unveréndert der alimentdre Jodmangel. Die
tagliche Jodzufuhr liegt dabei unterhalb von 100 ug. Von der WHO wird jedoch eine
Optimum von 150- 250 ug Jod/Tag bei Erwachsenen gefordert (Pfannenstiel 1999, S. 23).
Bereits 3000 v. Chr. war der Zusammenhang zwischen Jodmangel und dem Auftreten von
Strumen bekannt. Zur Therapie bediente man sich damals des GenuBes von Seegras oder
gebrannten Meerschwammen (Pfannenstiel 1999, S. 137-139).

Mehr als die Halfte der sich aus den beschriebenen Strumen entwickelnden autonomen
Adenome und multifokalen Autonomien der SD finden sich in Jodmangelgebieten.

Nach neusten Erkenntnissen fihrt der Jodmangel zu Mutationen im TSH-Rezeptor- oder im
Gs-alpha-Gen, einem nachgeschaltetem Signalprotein in autonomen Adenomen und
hyperthyreoten Knotenstrumen. Diese Mutationen verursachen eine gesteigerte lokale SD-
Hormonproduktion, welche eine Hyperthyreose bedingt (Derwahl 1999).

Zusétzlich zu diesen jodmangelbedingten Krankheiten kénnen auch einige ander Schild-
drisenerkrankungen, wie Immunthyreopathien, Entzindungen oder Tumore zur Schild-
drisenvergréBerungen fihren. Eine Struma wird somit als Leitsymptom dieser

verschiedenen Krankheiten angesehen (siehe Abb. 1) (Pfannenstiel 1999, S. 17).

Auch hohe HCG-Spiegel wahrend der Schwangerschaft stimulieren das Wachstum der
Schilddrise und fihren zur Strumaentwicklung. Neueste Untersuchungen weisen auf einen
Polymorphismus des MNG-1-Gens auf Chromosom 14 hin (Mann 2001).
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Struma ' | Krankheiten
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Abb. 1: Darstellung der wichtigsten Schilddriisenkrankheiten ausgehen vom
Leitsymptom Struma (Pfannenstiel 1999, S. 17).

Von gr6Bter Bedeutung fur das Schilddrisenwachstum und die Schilddrisenfunktion ist die
hypothalamisch-hypophyséare Steuerung.

Der Hypothalamus stimuliert als Ubergeordnetes Organ durch die Bildung des Thyreotropin
Releasing Hormon (TRH) den Hypophysenvorderlappen (HVL).

Die Freisetzung von TRH wird im paraventrikularen Nukleus des Hypothalamus reguliert
aber auch Uber einen durch die Patientenserumkonzentration der Schilddriisenhormone
Triiodthyronin (T3) und Tetraiodthyronin (T4) abhangigen Feedback-Mechanismus.

Hypothalamus

Stimulation TRH L,
= Hypophysen ¢ ;
& Vorderlappen

Stimulation TSH

Hemmung o.
Stimulation

Schilddriise

T3, fT,

periphere Kérperzellen

Abb. 2: Hypothalamisch-hypophyséare Steuerung (Pfannenstiel 1999, S. 35)
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Der Hypophysenvorderlappen wiederum steuert durch sein Thyreoidea stimulierendes
Hormon (TSH), die Synthese und Sekretion von SD-Hormonen, die dann an den Zielorganen
ihre biologische Wirkung ausiiben (Nillni & Sevarino 1999). Das Hypophysenhormon TSH
spielt so eine zentrale Rolle innerhalb des endokrinen Systems und erfaBt die Funktion des
SD-Regelkreises am sensitivsten (Zdphel et al. 1999).

TSH gehort, wie auch FSH, LH und HCG zur Gruppe der Glykoproteinhormone. Es weist ein
Molekulargewicht von ca. 28.000 Dalton auf und setzt sich kovalent zusammen aus einer
a-Untereinheit und einer B-Untereinheit (Hoermann 1998).

Das TSH wird in den basophilen, thyreotropen Zellen des HVL gebildet. Seine pulsartige
Sekretion wird einerseits durch das TRH und andererseits durch die Konzentration der freien
SD-Hormone im Blut reguliert. Zudem unterliegt diese einem zirkadianen Rhythmus, wobei
die hdchste TSH-Konzentration um Mitternacht und die niedrigste am Nachmittag gemessen
wird (Brabant 1998).

TSH bindet an den extrazelluldaren Anteil des TSH-Rezeptors und stimuliert Uber
intrazellulére Signalsysteme die Adenylatzyklase. Dadurch erfolgt die differenzierte Funktion
der SD-Zellen, das heiBt die aktive Aufnahme von Jodid, die Thyreoglobulinsynthese sowie
die SD-Hormonensynthese und deren Freisetzung. Zusatzlich wird das Schilddriisen-
wachstum durch TSH stimuliert (Pfannenstiel 1999, S. 36).

Bei der Hyperthyreose sind die T,/T,-Spiegel erhéht und die TSH-Ausschittung unterdriickt.
Hingegen sind bei der Hypothyreose das TSH erhdht und die peripheren SD-Hormone
erniedrigt.

1.1.1 Immunhyperthyreose, Typ Morbus Basedow

Im deutschsprachigen Raum ist diese Erkrankung bereits seit 1858 mit dem Namen Karl
Adolf von Basedow verbunden.

Karl Adolph von Basedow (1799-1854) beschrieb die Basedowsche Krankheit 1840 unter
dem Titel ,Exophthalmus durch Hypertrophie des Zellgewebes in der Augenhdhle” erstmals
in Caspers Wochenschrift fur die gesamte Heilkunde.

Die Hauptkennzeichen dieser Krankheit, seinerzeit auch ,Merseburger Trias” genannt, sind:
Struma, Exophthalmus und Tachykardie.

Nach Basedows Vorstellungen der allgemeinen Saftelehre, vermutete er eine fehlerhafte
Mischung des Blutes, eine sogenannte Dyskrasie, die sich in Zellgewebsanschoppungen
und Drilsenvegetationen ausdriicke. Das dieser Erkrankung ursachlich eine Uberfunktion der
Schilddriise zugrundeliegt, wurde erst im Jahre 1886 von Mdbius erkannt (Meng 1999).
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Im englischen Sprachraum hat sich die Krankheitsbezeichnung ,Graves’disease“ durchge-
setzt nach dem irischen Internisten Robert James Grave 1796-1853. Dieser beschrieb die
Erkrankung und ihre typischen Symptome bereits 1835, also vor K. A. von Basedow.

Der Morbus Basedow (MB) ist eine zu den organspezifischen Autoimmunerkrankungen
zahlende Immunthyreopathie mit thyreoidalen und extrathyreoidalen Manifestationen.

Als thyreoidale Manifestation kommt es zu einer SchilddrisenvergrdBerung bis auf das
vierfache der Norm.

Extrathyreoidale Manifestationen sind die endokrine Orbitopathie mit Lidédem, Protrusio
bulbi und Augenmuskelparesen, das pratibiale Myxédem und selten die Akropachie mit
Knochen- und Weichteilverdickungen (Mann 1999). Ein Myxédem ist gekennzeichnet durch
eine verstérkte Einlagerung von Proteoglykanen und Wasser in die Haut. Das beim Morbus
Basedow auftretende prétibiale Myxédem ist haufig vergesellschaftet mit GberschieBender
Glykosaminoglykaneinlagerungen in das periorbitale Gewebe und fihrt dadurch zur so-
genannten endokrinen Ophthalmopathie (Heufelder et al.1996a).

Histologisch kennzeichnend fir einen Morbus Basedow ist der Nachweis von herdférmigen
lymphozytdren Ansammlungen im betroffenen Gewebe der Schilddrise, Augenmuskulatur

und Subkutis.
Schilddriise

Gastrointestinal- Niere
Trakt
Manifestationen
beim
Haut Muorbus Basedow > Knochen
INS Myokard
Orbita

Abb. 3: Systemerkrankung Morbus Basedow (Heufelder & Spitzweg 1998)

Der MB ist mit einer Pravalenz von 2-6% keine seltene Erkrankung (Heufelder 2001).

Man geht heute davon aus, daB der Entstehung eines Morbus Basedow ein komplexes,
multifaktorielles Geschehen zugrunde liegt.

In Phasen hormoneller Umstellung wie in der Pubertat, peripartal oder im Klimakterium
kommt die Erkrankung vermehrt zum Ausbruch. Ein Drittel der Betroffenen ist jinger als 35
Jahre. Frauen erkranken etwa flinfmal haufiger als Manner (Heufelder et al. 1996b).
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Als mdgliche Ursache fir einen Morbus Basedow werden polygenetische Ursachen
diskutiert. Hierflr sprechen eine familiare Haufung, insbesondere ein vermehrtes Auftreten
der Erkrankung bei Menschen mit bestimmten vererbten Gewebsantigenen. Diese werden
als Histokompatibilitdtsantigene HLA-B8, HLA-DR3 und HLA-DQA10501 bezeichnet
(Badenhoop et al. 1997).

Die spezifische HLA-DQA10501-Sequenz befindet sich auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6, welches auch fur die Manifestation von anderen Autoimmunerkrankungen,
wie Diabetes mellitus Typ | und Hashimoto-Thyreoiditis verantwortlich zu sein scheint
(Schumm-Draeger 1998).

Als exogene Ausléser des MB werden infektiose Agenzien wie Yersinia enterocolitica oder
virale Kapsidproteine angenommen aufgrund epitoper Gemeinsamkeiten mit dem TSHr.
Psychosozialer Stress und Rauchen werden als Triggerfaktoren diskutiert.

Auf jeden Fall wird aber durch Rauchen nachweislich der Verlauf des MB negativ beeinfluBt
und das Risiko eine endokrine Orbitopathie (EO) zu entwickeln erhéht (Heufelder & Spitzweg
1998; Mann et al. 1999).

Als Entstehungsgrundlage des MB liegt offenbar ein Toleranzdefekt der Lymphozyten
gegenuber den Thyreozyten vor. Durch diesen Defekt der natlrlichen Selbsttoleranz
gegenlber Schilddriisenantigenen kénnen aktivierte autoreaktive Lymphozyten (CD4+ - und
CD8+ -T-Lymphozyten, B-Lymphozyten) Uber bestimmte Adhasionsmolekile (ICAM-1,
ICAM-2, E-Selektin, VCAM-1, LFA-1, LFA-3, CD44) in das Schilddriisengewebe infiltrieren.
Dort erkennen sie Schilddrisenantigene, die von dendritischen Zellen, Makrophagen, B-
Lymphozyten und HLA-DR exprimierenden Schilddrisenfollikelzellen prozessiert und
prasentiert werden. Im Rahmen des fortschreitenden Immunprozesses setzen diverse, von
T-Lymphozyten gebildete, Zytokine und Signalstoffe eine humorale Immunantwort in Gang.
Uber eine antigenspezifische Stimulation von B-Lymphozyten im Schilddriisengewebe, in
den drainierenden Lymphknoten sowie in Milz und Knochenmark fihrt diese zur Ausreifung
von Plasmazellen und so zur Bildung spezifischer Immunglobuline gegen Schilddriisen-
antigene. Diese Schilddrisenantigene sind der TSH-Rezeptor, die Schilddriisenperoxidase
und das Thyreoglobulin (Heufelder et al. 1996b).

Die auf der Thyreozytenoberflache lokalisierten TSH-Rezeptoren (TSHr) spielen eine
zentrale Rolle bei der Genese der Immunthyreoiditis (Minich et al. 1997). Sie werden von
den entstandenen TSH-Rezeptorantikérper (TRAK), auch Thyreoidea stimulierendes Immun-
globulin bezeichnet, besetzt und flhren daraufhin zu einer ungerichteten Schilddriisen-
hormonproduktion. Daraus resultiert meist eine hyperthyreote Stoffwechsellage.
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Bei Uber 90% der neu diagnostizierten Falle von Morbus Basedow sind TRAK nachweisbar.
Immunologische Aktivitdt oder Remission des Morbus Basedow korreliert offenbar mit der
Titerhbhe von TRAK. Eine ausreichende Spezifitat fir den AusschluB eines Rezidivs besteht
jedoch nicht (Badenhoop et al. 1997).

THYREOZYT

Prollferatxon
Retfung l\'\
\_j stimulierende blockierende inhibierende

TSH-Rezeptor-Antikorper

(z. B GM-CSF, IL-6)

e g .
3 T4 TSH- Tt 4
A Rezeptor
LY Noga
\ THYREOZYT w
| aomwvay  G-PROTEIN

Abb. 4: Schema zur Pathogenese beim Morbus Basedow (Heufelder & Spitzweg 1998)

1.1.2 Chronische lymphozytdre Thyreoiditis, Typ Hashimoto

Neben der Immunthyreopathie vom Typ Morbus Basedow stellt die von Hashimoto
beschriebene chronische lymphozytare Thyreoiditis die haufigste immunogene Schilddrisen-
erkrankung dar. Sie ist bei Adoleszenten in Regionen ohne endemischen Jodmangel fur 40
Prozent aller Strumen verantwortlich (Heufelder & Hofbauer 1998).

In ihrer klassischen Form fuhrt die Hashimoto-Thyreoiditis zu einer diffusen, kleinknotigen,
schmerzlosen VergréBerung und Konsistenzvermehrung der Schilddriise mit fortschreitender
FunktionseinbuBe (hypothyreote Struma) (Pfannenstiel 1999, S. 237)

Demgegenuber fuhrt die atrophische Variante der Hashimoto-Thyreoiditis zu einer
progredienten Zerstérung von Schilddrisengewebe Sie ist die mit 80 % haufigste
Schilddrisenentzindung Uberhaupt und bedingt eine der jeweiligen Progression
entsprechende Hypothyreose mit allmahlich nachlassender Schilddriisenhormonsynthese
und Entwicklung eines primaren Myxédems (Heufelder & Hofbauer 1998).
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1. Einleitung

Neben einer genetischen Pradisposition (Assoziation mit HLA-DRS, bei atrophischer
Hashimoto-Thyreoiditis mit HLA-DR3, ferner HLA-B8 und HLA-DR4) dirften Alter,
Geschlecht, Umweltfaktoren wie Jodid- und Virusexposition eine Rolle spielen. Daneben
kommen Dysregulationen im zellularen Immunsystem bei der Antigenprasentation und im

Thyreozytenmetabolismus urséchlich in Frage (Heufelder & Hofbauer 1998).

Die Hashimoto-Thyreoiditis (HT) tritt vorwiegend bei Frauen im 4. bis 5. Dezennium auf. Oft
stammen diese Frauen aus Familien, die bereits gehauft andere Schilddriisenerkrankungen
aufweisen (Heufelder & Hofbauer 1998).

An der Pathogenese der HT sind sowohl zellulare als auch humorale Mechanismen beteiligt.
Suppressor-T-Zelldefekt fuhren zur unkontrollierten Helfer-T-Zellaktivitat mit Zytokinfrei-
setzung, Stimulation von B- und Plasmazellen und zur Produktion komplementfixierender
Antikdrper (Heufelder & Hofbauer 1998).

Flr das Labor ist die TSH-Bestimmung zum Nachweis oder AusschluBB einer Hypothyreose
unerlaBlich (TSH > 4,0 mE/L). Ebenso ist der freie T4-Wert (fT4) unverzichtbar, da er Gber
die ungentgende Produktion von Schilddriisenhormonen informiert. (Pfannenstiel 1999, S.
250). Weitere Laborparameter sind die Bestimmung der AK gegen die Schilddriisen-
peroxidase (TPO-AK), die bei ungefahr 90 % und der AK gegen das Thyreoglobulin (Tg-AK),
die bei etwa 60-70 % der Patienten mit einer HT positiv sind (Dietlein et al. 1999).

Nach neuesten Erkenntnissen und Meinungen einiger Autoren, sollen bei der atrophischen
Form der HT auch funktionsblockierende TSH-Rezeptorantikdrper eine wichtige Rolle
spielen (Heufelder & Hofbauer 1998).

In einer Studie von Meller et al. (2000) konnten pathologische TRAK-Werte im DYNOtest
TRAKhuman bei 22,5% (9/40) der hypothyreoten Patienten nachgewiesen werden. Dies
zeigt, daB die funktionsblockierenden TRAK bei der Pathogenese der AIT eine gréBere Rolle
spielen, als dies bislang angenommen wurde. Es wird aber vor allem, wie auch beim MB,
eine genetische Komponente angenommen. Histokompatibilitdtsantigene HLA-B8, DRS3, 4, 5
und 8 werden verantwortlich gemacht (Barbesino & Chiovato 2000).
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1.2 Diagnostik des Morbus Basedow

Im Allgemeinen bereitet die Diagnose eines Morbus Basedow (MB) heutzutage keine
Schwierigkeiten mehr.

Die klinischen Symptome kénnen diskret sein und in Abhangigkeit vom Alter der Patienten in
unterschiedlicher Haufigkeit und Auspragung auftreten.

Allen Altersgruppen gemeinsam sind folgende klinische Parameter: Tachykardie, Finger-
tremor, Nervositat, Unruhe, Herzklopfen und Palpitationen.

In der Regel beginnt ein MB akut und mit ausgepragter Symptomatik. Bei alteren Patienten
mit MB dominieren oligosymptomatische Verlaufsformen mit unspezifischen Symptomen wie
Anorexie, Kraftlosigkeit oder Mudigkeit und Durchféllen, die als Alterungserscheinungen
verkannt werden kdnnen (Heufelder et al. 1996b).

Bei etwa 50 Prozent der Patienten aller Altersgruppen prasentiert sich der MB, wie bereits
erwahnt, mit der typischen Symptomenkonstellation der "Merseburger Trias" (Struma,
Tachykardie und Exophthalmus) (Heufelder et al. 1996b).

Die akute, lebensbedrohliche klinische Exazerbation der Hyperthyreose wird als
thyreotoxische Krise bezeichnet (Mann 2001). Dabei kommt es wegen der extremen
Hyperthyreose zu erheblicher Tachykardie, Arrhythmie, starkem FlUssigkeitsverlust infolge
Transpiration und Diarrhée, zu exzessiver Kerntemperatursteigung bis 41 °C und zu

hypovolamisch bedingtem Kreislaufkollaps.
Unbehandelt flhrt die Hyperthyreose von Somnolenz Giber das Koma bis hin zum Tod.
Die Letalitat der thyreotoxischen Krise betragt im Stadium | bis 10 %, im Stadium Il bis Gber

30 % (Pfannenstiel 1999, S.227).

Tab. 2: Stadieneinteilung der thyreotoxischen Krise (Pfannenstiel 1999, S. 227)

Stadium Symptome

I Tachykardie (> 150/min), Herzrhythmusstéungen, Hyperthermie,
Adynamie, profuse Durchfélle, Dehydration, verstarkter Tremor,
Unruhe, Agitiertheit, Hyperkinese, eventuell stark erhdéhte SD-

Hormonkonzentration

] Symptome des Stadium |, zusatzlich BewuBtseinsstérungen,
Stupor, Somulenz, psychotische Zeichen, 6rtliche und zeitliche
Desorientiertheit

]} Symptome des Stadium I, zuséatzlich Koma
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Bei der Diagnostik des MB steht das TSH als verlaBlicher Parameter fir die
Schilddrisenfunktion. Ein normaler TSH-Wert schlieBt eine Schilddriisenfehlfunktion in
99,9% der Félle aus (Mann 1997). Der Normalbereich des basalen TSH liegt zwischen 0,4
und 4,0 mU/l. Finden sich supprimierte TSH-Werte unter 0,05 mU/I, liegt eine der Formen
von Hyperthyreose vor. TSH-Spiegel zwischen 0,05 und 0,4 mU/I sind grenzwertig.

Zur weiteren Sicherung der Diagnose sind die Bestimmung der peripheren Schild-
drisenhormone Trijodthyronin und Thyroxin und des durch TRH stimulierten TSH
erforderlich. Nur bei Nachweis einer Hyperthyreose ist die TRAK-Messung indiziert.

Bei deutlich positivem TRAK-Wert ist das Vorliegen eines Morbus Basedow faktisch
gesichert. Die Erkrankung ist jedoch bei einem negativen TRAK-Ergebnis nicht ausge-
schlossen (GruBendorf 2001).

Der klinische Befund einer diffus vergréBerten Schilddrise, die palpatorisch pulsiert und
auskultatorisch schwirrende Gerausche aufweist, paBt zur Diagnose einer Hyperthyreose
vom Typ MB.

Mit Hilfe der Schilddriisensonographie, des Doppler-Sonogramms und des Schilddriisen-
Szintigramms erfolgt die Differentialdiagnose hyperthyreoter Zustande.

Bei Morbus Basedow findet sich sonographisch eine symmetrisch vergréBerte Schilddriise
und eine diffus verminderte Echogenitat des Schilddriisenparenchyms. Im Doppler-Sono-
gramm kann eine typische Hypervaskularisation und im Schilddriisenszintigraphie eine hohe
homogene thyreoidale Radionuklidaufnahme festgestellt werden.

Differentialdiagnostisch ist aber bei sonographisch diffus- oder fokalechoarmer Schilddriise,
vor allem an eine Hashimoto-Thyreoiditis zu denken (Heufelder et al. 1996a).

Eine endokrine Orbitopathie (EO) gilt als pathognomonisch flr einen Morbus Basedow
(Heufelder et al. 1996a).
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1.3 Endokrine Orbitopathie

Die EO stellt die haufigste extrathyreoidale Manifestation des Morbus Basedow dar.

Man geht heute davon aus, daB tber 85 % der an Morbus Basedow Erkrankten im Verlauf
der Erkrankung diese Augenbeteiligung entwickeln (Heufelder & Spitzweg 1998).

Patienten mit préatibialem Myxddem weisen regelhaft eine EO auf. Bei der kdrperlichen
Untersuchung von Patienten mit einer EO sollte deshalb nicht nur auf die thyreoidalen und
systemischen Manifestationen des Morbus Basedow (schwirrende Struma diffusa, feuchte
Haut, Tachykardie, Hyperreflexie und andere) sondern auch auf das Vorliegen eines
pratibialen Myxédems, sowie einer Akropachie geachtet werden (Heufelder et al. 1996a).

Eine EO kann in seltenen Féllen auch mit einer euthyreoter Stoffwechsellage einhergehen.
Der Nachweis von Autoantikérpern gegen thyreoidale Antigene, wie Schilddriisenperoxidase
oder Thyreoglobulin ist fir den Verlauf und die Prognose der EO ohne Bedeutung. Auch die
fir den Morbus Basedow typischen TRAK korrelieren nicht eng genug mit dem
Schweregrad, dem Verlauf und der Prognose der EO (Heufelder et al. 1996a).

Nach Behandlung der Schilddrisenkrankheit kann es bei 50 % der Morbus Basedow
Patienten innerhalb von zwei Jahren noch zu einem Auftreten einer EO kommen. Die
Auspragung der Symptome kann dabei sehr unterschiedlich sein. Eine endokrine Orbito-
pathie mufB nicht immer durch hervortretende Augen gekennzeichnet sein. Sie betrifft meist
beide Augen, allerdings oft in unterschiedlich starker Auspragung (Heufelder et al. 1996a).

Die EO kann demgemaB der MB-Erkrankung vorausgehen, gleichzeitig auftreten oder mit
zeitlicher Verzégerung folgen (Heufelder & Spitzweg 1998).

An der Pathogenese des retroorbitalen Immunprozesses ist eine komplexe Vielzahl zellularer
und humoraler Mechanismen beteiligt.

Als Ursache werden TSH-Antikérper und bestimmte Immunzellen, die gegen Schilddriisen-
zellen gerichtet sind, diskutiert. TSH-Rezeptoren befinden sich auch in den Fibroblasten des
Unterschenkelgewebes und der Augenhdhlen. Hier lagern sich die TSH-Rezeptorantikérper
an und lésen, wie in der Schilddriise, eine Reihe von entziindungsférdernden Prozessen

aus, die letztendlich das Gewebe schadigen (Heufelder et al. 1996a).
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Durch die von den Plasmazellen gebildeten Antikdrper gegen TSH-Rezeptoren wird der
Immunprozess eingeleitet.

Die mononukledre Zellen wandern vermehrt in das Binde-, Fett- und Muskelgewebe der
Augenhdhlen ein.

Eine entscheidende Rolle bei der organ- oder gewebespezifischen Rekrutierung antigen-
spezifischer, immunkompetenter Zellen in das Retroorbitalgewebe spielen diverse
Adhéasionsmolekile (ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1 und CD44), die durch ein komplexes
Netzwerk aus Zytokinen und Wachstumsfaktoren reguliert werden. Neben T-Lymphozyten
sind am retroorbitalen ImmunprozeB3 auch zahlreiche andere professionelle Antigen-
prasentierende Zellen wie Makrophagen, dendritische Zellen und B-Lymphozyten beteiligt
(Heufelder et al.1996a).

Die hier ausgeléste Reaktion kann sich durch Bildung und Freisetzung von Entziindungs-
botenstoffen, sogenannten Zytokinen (IL-1a, TNF- a, IFN-y) aus T-Zellen und Orbitafibro-
blasten, sowie Wachstumsfaktoren und Prostaglandinen selbst unterhalten und verstarken
(Heufelder & Spitweg 1998; Bahn 2000).

Die Fibroblasten im Binde- und Muskelgewebe der Orbita produzieren unter dem EinfluB der
Entziindungsbotenstoffe  vermehrt flissigkeitsbindende Molekile, die sogenannten
Glykosaminoglykane, insbesondere Hyaluronsdure und Chondroitinsulfat. Dies fihrt zu
verstarkter Bindegewebsbildung, die wiederum die Muskelfasern auseinander dréngt und in
ihrer Funktion beeintrachtigt. Daraus resultieren Augenbewegungsstérungen mit oder ohne
Diplopie. Die geschilderten Vorgange verursachen weiterhin eine Raumnot in den Augen-
héhlen. Es kommt zu einer Druckentlastung durch das Vortreten der Augapfel (Protrusio
bulbi) und zu einem Prolaps der entziindeten und geschwollenen Binde- und Fettgewebs-
anteile im Bereich der Ober- und Unterlider (periorbitale Odeme) (Heufelder et al. 1996a).
Weiter typischen Merkmale und Beschwerden der manifesten EO sind retrobulb&re Druck-,
Fremdkdrper- oder Sandkorngefihle, Augenbrennen, Tranentraufeln und Lichtscheue.

In der Regel treten die geschilderten Symptome beidseits, haufig asymmetrisch, aber
praktisch nie unilateral auf (Heufelder et al. 1996a; Heufelder & Spitzweg 1998).
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Bei typischer Prasentation einer EO kann die Diagnose bereits prima vista gestellt werden.
Die typischen Augenzeichen der Basedow-Hyperthyreose, das Stellwag-Zeichen (seltener
Lidschlag), das Dalrymple-Zeichen (Oberlidretraktion mit sichtbarem Sklerastreifen Gber dem
Cornearand beim Blick geradeaus), das Graefe-Zeichen (Zuriickbleiben des Oberlids beim
Blick nach unten) sowie das Md&bius-Zeichen (Konvergenzschwache), sind teils Folge der
sympathoadrenergen Aktivitat bei Hyperthyreose, teils Ausdruck einer subklinisch vorhan-
denen EO (Heufelder et al. 1996a).

Im Endstadium entstehen bei weiterer Volumenzunahme in den Orbitae Stérungen der
Blutversorgung und des Blutabflusses, sowie daraus resultierende Kompressionsschaden

der Sehnerven (Optikusatrophie) mit drohendem Visusverlust (Heufelder et al. 1996a).

Offizielle Stadieneinteilung der endokrinen Orbitopathie:

Tab. 3: EO-Stadieneinteilung nach Werner (Pfannenstiel 1999, S. 211)

Klasse Symptome

0 Keine Symptome

I Lidretraktion, seltener Lidschlag

| Lidschwellung, Chemosis, Konjunktivitis

]| Exophthalmus

v Augenmuskelveréanderung

\"/ Hornhautlasionen

VI Beteiligung des N. opticus
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1.4 Schilddriisenantikorper

Die drei wichtigsten und bereits erwahnten Antigene der Schilddrisen sind das
Thyreoglobulin (Tg), die Schilddrisenperoxidase (TPO) und der TSH-Rezeptor (TSHr)
(Rapoport et al. 1997). Gegen diese drei Antigene kann das Immunsystem Autoantikdrper
bilden. Diese Autoantikorperbildung ist verantwortlich fur die Entstehung einer Autoimmun-
erkrankung (AIT).

Tab. 4: Antikdrpernachweis der 3 schilddriisenspezifischen Antigene bei AIT vom Typ MB und HT

Antikdrpernachweis Morbus Basedow (MB) Hashimoto — Thyreoiditis (HT)
TRAK 70->90 % 10-20 %
TPO-AK 60 - 80 % ca. 90 %
Tg-AK 20 - 40 % 60 - 70 %

1.4.1 Antikérper gegen Thyreoglobulin

Thyreoglobulin (Tg) ist ein Glykoprotein. Es hat ein Molekulargewicht von ca. 660.000 Dalton
und ist somit das gréBte der drei wichtigsten Antigene der Schilddriise (Mann et al. 1991).

Tg akkumuliert im Lumen der Schilddrisenfollikel und ist in geringer Konzentration im
Patientenserum nachweisbar (Tonacchera et al. 2001). Es besteht aus zwei Untereinheiten,
die Uber Disulfidbriicken verbunden sind.

Das durch die TPO oxydierte Jodid wird in organische Jodverbindungen, insbesondere in
Tyrosylreste des Tg eingebaut. Jedes Tg enthalt 140 Tyrosinreste, von denen aber nur 25%
Jod aufnehmen kénnen. Jodiertes Tg enthélt in vivo daher 1 bis 20 Jodatome, verteilt auf 3-
Monojodtyrosin (MIT), 3,5-Dijodtyrosin (DIT), Ts und T4 (Pfannenstiel 1999, S. 27).

Der Vorrat an gespeicherten Schilddriisenhormonen deckt den Bedarf eines Gesunden fir
etwa zwei Monate.

Antikérper gegen Thyreoglobulin (Tg-AK) werden bei Verdacht auf eine Autoimmun-
thyreoiditis bestimmt.

Bei Hashimoto-Thyreoiditis werden 60-70 % der Patientenseren als positiv detektiert.

Bei Verdacht auf Morbus Basedow besteht in der Regel keine Indikation zur Tg-AK-Bestim-
mung, weil sie nur in 20-40 % der Falle nachweisbar sind. (Pinchera et al. 1989; Dietlein et
al. 1999).

In bis zu 20 % zeigen sich positive Befunde auch bei nicht-autoimmunen Schilddrisen-
Erkrankten und selten sogar bei Schilddriisengesunden (Pfannenstiel 1999, S. 67).
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1.4.2 Antikérper gegen thyreoidale Peroxidase

Die Schilddriisenperoxidase ist ein 103.000 Dalton groBes, aus 933 Aminosauren mit 5
glykosylierten Seiten bestehendes membranstandiges Protein der apikalen Schilddriisenzell-
membran. Diese thyreoidale Peroxidase (TPO) spielt eine Schlisselrolle bei der
Schilddriisenhormonsynthese. Mitte der 80er Jahre konnte gezeigt werden, daB die TPO mit
dem bis dahin bekannten mikrosomalen Antigen identisch ist (Czarnocka et al. 1985).

Die bei einer Immunthyreopathie der Schilddriise nachweisbaren thyreoidalen Peroxidase
Antikérper (TPO-AK) sind gegen den extrazellularen Anteil der TPO gerichtet.

TPO-AK werden mit Standardmethoden wie RIA, IRMA oder ELISA nachgewiesen unter
Verwendung gereinigter humaner oder rekombinanter Schilddriisenperoxidase als Antigen
(Dietlein et al. 1999).

Diese TPO-AK, friher auch als mikrosomale Autoantikérper (MAK) bezeichnet, sind mit
erhéhtem Serumtiter bei etwa 90 % der Patienten mit chronischer Autoimmunthyreoiditis und
etwa 70 % der Patienten mit floridem Morbus Basedow zu finden. Leicht erhéhte Titer lassen
sich auch bei etwa 20 % der Patienten mit nicht-immunogen bedingten Schilddriisen-
krankheiten nachweisen. Gelegentlich sind sogar leicht erhéhte Titer bei alteren Menschen
auch ohne Schilddrisenerkrankung nachgewiesen worden (Dietlein et al. 1999) Im Verlauf
einer Schwangerschaft bzw. nach Entbindung finden sich bei 6 -12 % der Mutter erhdhte
TPO-AK. Bei diesen Frauen besteht offenbar ein erhéhtes Risiko an der sogenannten
,Post-partum Thyreoiditis* zu erkranken. (Pfannenstiel 1999, S. 66).

HUMAN THYROID PEROXIDASE

933 AMINO ACIDS

EXTRACELLULAR DOMAIN
845 AMINO ACIDS

CYTOPLASMIC DOMAIN
63 AMING ACIDS

Abb.: 5 Schematische Darstellung des TPO-Molekiihls.
Die Lokalisation der Disulfidbriicken basiert auf
der Entdeckung von Yokoyama & Taurog (1988).
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1.4.3 Antikorper gegen TSH-Rezeptoren

Der TSH-Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle fir Wachstum und Funktion der
Thyreozyten. Er gehdért zu den G-Protein-gekoppelten Glykoprotein-Rezeptoren.

Alle Rezeptoren dieser Gruppe haben eine groBe N-terminal extrazellulare Doméane, welche
notwendig fir die Ligandenbindung ist. Auf der Oberflaiche der humanen Thyreozyten
prasentiert sich der TSH-Rezeptor in einer Anzahl von ca. 1.000 — 10.000 TSHr pro Zelle
(Furmaniak & Smith 1991).

Der TSH-Rezeptor besteht aus einer Proteinkette von 764 Aminosduren mit 6 glykosylierten
Seiten. 3 Anteile, einen schon erwdhnten extrazelluldaren, einen transmembraniaren und

einen intrazellularen Anteil bilden den TSH-Rezeptor.

HUMAN TSH RECEPTOR

Extrazellularer

Anteil
Receptor B subunit
[o]
. 80 A Lipid bil
Transmembranirer picprayer
Anteil

Intrazellularer

Anteil r

Abb.: 6 Schematische Prasentation des humanen TSH-Rezeptors,
zusammengesetzt aus Zeichnungen von Rapoport et al.
(1991) und Furmaniak & Smith (1991)
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Der TSH-Rezeptor gehoért zur Rezeptorfamilie mit einem transmembrandren Anteil
bestehend aus 7 Segmenten. Dieser transmembranarer Anteil ist verankert an der Plasma-
membran. Die intrazellularen und transmembranaren Anteile sind an die intrazellularen

Signalsysteme, vor allem an dem stimulierenen G-Protein (GS) gekoppelt.

Der TSH-Rezeptor ist das flr die Entstehung des Morbus Basedow wichtigste Antigen und
direkt mit dessen klinischen Manifestationen assoziiert (Rapoport et al. 1991).

In wieweit flir seine Prasentation als Autoantigen ein TSH-Rezeptorpolymorphismus mit
entsprechender Konformationsanderung des Rezeptormolekiils und oder TSH-Rezeptor-
splicing-Varianten eine Rolle spielen ist noch ungeklart (Mann et al. 1999).

Bahn et al. (1994) beschrieben einen Polymorphismus im Codon 52 des TSHr-Gens in
genomischer DNA orbitaler Fibroblasten von Patienten mit MB, EO und préatibialem Myx-
6dem. Dieser Polymorphismus liegt in einem, fir eine immunogene Region des TSH-
Rezeptors kodierenden Genabschnitts. Hierdurch wird die Aktivitdt des TSHr gesteigert.
Dies, so wird vermutet, ist verantwortlich fir die Hyperthyreose bei Morbus Basedow.

Die TRAK gehéren der IgG-Klasse an und sind daher diaplazentar von der Mutter auf das
Kind Ubertragbar. Bei Schwangeren im 3. Trimenon mit hohem TRAK-Spiegel 1aBt sich mit
groBer Wahrscheinlichkeit eine kongenitale Hyperthyreose, seltener eine Hypothyreose des
Kindes voraussagen (Pfannenstiel 1999, S. 63).

In den 50er Jahren gelang der Nachweis einer stimulierenden Wirkung von TRAK auf die
Schilddriise mittels eines In-vivo-Versuchs an Mausen. Seren von MB-Patienten fihrten
daraufhin in einem Vergleichstest mit TSH zu einer protrahierten Stimulation der Schilddrise.
Aus dieser Beobachtung resultierte zunachst der Begriff ,lange wirksamer Schilddriisen-
stimulator” (long-acting thyroid stimulator = LATS).

Erst spater erkannte man, daB es sich hierbei um die TSH-Rezeptorantikérper handelt
(Pfannenstiel et al. 1999, S. 60).

Pathogenetisch entscheidend fir die Entstehung und Unterhaltung der Hyperthyreose vom
Typ Morbus Basedow sind die TSH-Rezeptorantikérper (TRAK) (Mann et al., 1999).

Die TSH-Rezeptorautoantiképer sind eine heterogene Gruppe von Antikérpern, da sie an
unterschiedlichen Epitope des TSHr binden. Uberwiegend liegen sie als funktions-
stimulierende TRAK, seltener und in unterschiedlicher Auspréagung auch als inhibierende
bzw. funktionsblockierende TRAK vor (Mann et al. 1999).
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TSH receptor

- ~
Thyroid
cAMP4 -~ ' stimulating —g—
Antibodies
TSH-blocking
’ % Antibodies 7]
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Abb. 7: Anschauungsmodell Uber die Interaktionen und Funktionen des
TSHs und der TSH-Rezeptor Autoantikérper mit der Tyreoidzelle
(Mann et al. 1991)

Nach heutigen Erkenntnissen kdnnen drei Arten von TRAK unterschieden werden:

1. Funktionsstimulierende TRAK (TSAb)
Die Bindung dieser Antikdrper an den TSH-Rezeptor fuhrt zu einer unkontrollierten
Stimulation der Schilddriisenzellen und damit zur Hyperthyreose.

2. Funktionsblockierende TRAK (TBAb)

Sie Uben eine inhibierende Wirkung aus, daher die physiologische TSH-Wirkung wird durch
sie antagonisiert. Dies kann zum Erscheinungsbild der Hypothyreose vom Typ Hashimoto
fihren (Akamizu et al. 2000). Auch beim Morbus Basedow kénnen TBAb nachgewiesen

werden.

3. Neutrale TRAK
Diese Antikdrper wirken weder stimulierend noch inhibierend. Sie blockieren lediglich den
TSH-Rezeptor und verhindern somit die Wirkung von TSH an diesem Rezeptor.
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Hohe funktionsstimulierende TRAK-Titer weisen vor allem Morbus Basedow-Patienten auf.
Leicht erhdhte TSAb-Titer kdnnen gelegentlich bei Schilddrisengesunden oder bei blanden
Strumen nachgewiesen werden (Costagliola et al. 1999).

Die funktionsstimulierenden TSH-Rezeptorautoantikdper funktionieren analog dem thyreo-
ideastimulierenden Hormon (TSH). Sie binden als Liganden auf Ebene der Thyreozyten an
die Untereinheit A des extrazellularen TSH-Rezeptor-Anteils (Furmaniak & Smith 1991).

Die hochaffine Ligandenbindung fuhrt zu einer Konformationsédnderung des Rezeptors.

Es wird eine Dissoziation von G-Proteinen induziert und auf nachfolgende Kinasen innerhalb
der Zelle Ubertragen. Eine Vielzahl von G-Proteinen ist an TSH-Rezeptoren gekoppelt. Fir
die Hormonsekretion entscheidend ist die durch die a-Untereinheit des G-Proteins GS2
bewirkte Aktivierung der Adenylatcyclase. Sie ist meist starker als die des kdrpereigenen
TSH. Die durch die funktionsstimuliernden TRAK nun aktivierte Adenylatcyclase steigert die
Produktion des Botenstoffes, des cyclischen 3°,5-Adenosinmonophosphats (Second
Messenger cAMP). Daraus resultiert eine lang andauernde und vermehrte Hormon-
produktion von T3 und T4 (Mann et al. 1991; Mann et al. 1999).

Im Gegensatz dazu, verringern die funktionsblockierenden TRAK (TBAb) die Aktivitdt der
Adenylatcyclase, wodurch die Produktion des Second Messengers cAMP und somit auch die
der Hormone gesenkt wird. Die Zellen werden refraktér gegen TSH. Im Ergebnis fuhrt dies
zu einer Hypothyreose.

Die funktionsblockierenden TRAK findet man in neusten Studien von Meller et al. (2000) im
DYNOtest TRAKhuman bei 22,5 % der hypothyreoten Patienten.

In einigen Féllen von Morbus Basedow und Hashimoto wird auch eine Koexistenz von TSAb
und TBADb diskutiert (Zakarija & McKenzie 1991).
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1.5 TRAK-Assay

Noch immer besitzt die Bestimmung von TSH-Rezeptorantikérpern fir die klinische Verlaufs-
kontrolle des Morbus Basedow keinen gesicherten Stellenwert (Dietlein et al. 1999)

Zur Abgrenzung der immunogenen Hyperthyreose vom Typ MB von den anderen nicht
immunogen bedingten Formen der Hyperthyreose ist die TRAK Bestimmung jedoch eine
zwingende Notwendigkeit.

Es stehen daher verschiedene sensitive und spezifische Routine- und Bindungsassays zur
Verflgung.

1) Klinische Routineassays

Bei den klinischen Routineassay handelt es sich um Bindungsassays. Ein Bindungsassay

oder kompetitiver Assay, prift lediglich die Bindungsmenge, beziehungsweise die

Konzentration, von Antikérper an den TSH-Rezeptoren.

Diese Bestimmungsmethode unterscheidet deshalb nicht zwischen funktionsstimulierenden

und funktionsblockierenden Autoantikdrper.

a) Inder klinischen Routine wurde bis vor kurzen, die TRAK-Messung mit dem Schweine-
Radiorezeptorassay (RRA), einem Bindungsassay als validierteste Methode
durchgefiihrt. Hierbei wurden lésliche TSH-Rezeptoren der Schweineschliddriisen-
zellmembran (pTSHr) nach dem Prinzip von Shewring & Rees Smith (1991) verwendet.
Als Tracer, welcher die freien TSHr-Bindungsstellen markiert, wurde radio-jodiertes TSH
aus Rinderhypophysen isoliert (‘> |-bTSH). Steigende Mengen an TRAK in der
Patientenserumprobe flhren zu einer Verringerung der Bindung von markiertem TSH an
den Rezeptor. Die TRAK im Patientenserum konkurrieren mit den ' I-bTSH, daher ist
die Menge an TRAK im Serum umgekehrt proportional zur gemessenen Radioaktivitat.
Die gemessenen Ergebnisse des RRA werden wie folgt ausgewertet:

TRAK-Werte < 9 U/l werden als TRAK-negativ, oberhalb dieser Grenze liegende
Konzentrationen als TRAK-positiv bewertet. Der Ubergangsbereich zwischen 9 und 15
U/I wird als Graubereich bezeichnet. Eindeutig TRAK-positiv sind Werte > 15 U/I.

Mit diesem konventionellen Assay kénnen in 70-90 % der Seren florider Morbus
Basedow Patienten die TSH-Rezeptorantikérper detektiert werden (Meller et al. 2000).
Das Fehlen von Antikérpern in 10-30 % der Patientenseren laBt sich unter anderem
dadurch erklaren, daB TRAK vorwiegend von intrathyreoidal lokalisierten Lymphozyten
produziert werden und meBbare Antikérper nur einem Uberlaufphdnomen entsprechen.
Dies ist offenbar neben methodischen Grinden die Hauptursache fir den unter
Umstéanden fehlenden Nachweis dieser Rezeptorantikdrper trotz aktiven immunogenen
Prozesses der Schilddriise (Meller et al. 2000).
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b) Der neue Lumineszenzrezeptorassay (LRA) ist ebenfalls zur quantitativen Bestimmung
der TRAK in Humanserum bestimmt in Gebrauch.
Hierfir gibt es gebrauchsfertige, mit humanen rekombinanten TSH-Rezeptoren
beschichten Testréhrchen (Coated tubes) und einem Tracer mit Lumineszenz markiertem
(Akridinium-Derivat) bovinem-TSH, welches lyophilisiert und blau eingefarbt wurde.

Die gemessenen Ergebnisse des LRA werden wie folgt ausgewertet:
TRAK-Werte < 1 |U/l werden als TRAK-negativ, TRAK-Werte > 2 IU/| werden TRAK-
positiv bewertet. Der Bereich zwischen 1 und 2 1U/l wird als Ubergangsbereich beurteilt.

2.) Experimentelle Assays

a) Der fUr diese Arbeit gewahlte kompetitiver Assay ist ein Radiorezeptorassay, der anstelle
der TSH-Rezeptoren von Schweineschilddrisenmembranen, humane TSH-Rezeptoren
verwendet. Er prift ebenfalls nur die Bindungsmenge beziehungsweise die Konzentration
von Antikérpern an den TSH-Rezeptoren.
Mit diesem Bindungsassay kann man also ebenfalls nicht zwischen funktions-
stimulierenden und funktionsblockierenden TSH-Rezeptorantikérpern unterscheiden.

b) Die zweite Methode ist der funktionelle Bioassay, der den funktionellen Status des TSH-
Rezeptors, namlich den cAMP-Spiegel bestimmt.
Mittels dieses funktionellen Assays kann durch Messung des produzierten cAMPs
zwischen funktionsstimulierenden oder funktionsblockierenden TRAK unterschieden
werden (Terry et al. 2000, Orgiazzi 2000).

An dieser Stelle muB noch der neueste Assay der 2. Generation erwahnt werden mit dem ein
groBer Schritt vorwarts zu vollkommenerer TRAK-Detektion gelungen ist. Die hierfir
verwendeten Leukamiezellinien (K562) exprimieren einen humanen TSH-Rezeptor. Mit
diesem neuen Assay kénnen bis zu 98,8 % der TRAK positiven Seren detektiert werden
(Costagliola et al. 1999).

Die in der vorliegenden Studie verwendeten Chinesischen Hamster Ovarienzellen (CHO-
Zellen) der JP26-Zellinie exprimieren ebenfalls solche hTSHr.

Bei diesen CHO-Zellen geht man davon aus, daB ihre Sensibilitat héher liegt als beim
herkémmlichen Schweine-RRA. Gerade der JP26-Zellklon mit seinen ca. 2.000 hTSHr pro
Zelle kommt den physiologischen Schwankungen der humanen Thyreozyten am néchsten.
Dank der dadurch optimaleren Vergleichsmdglichkeiten mit in vivo Bedingungen kann
Verlauf und Prognose des Morbus Basedow vor allem unter thyreostatischer Therapie
besser verfolgt und beurteilt werden.
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1.6 Zielsetzung
Die Zielsetzung dieser Studie war der Nachweis von TSH-Rezeptorantikdrpern mittels eines
bekannten Zellklons (JP26-Zellklon) und eines Bindungsassays.

Der Schweinemembran-Radiorezeptorassays (RRA) ist zur TRAK-Messung in der klinischen
Routine die bisher einzige validierte Methode (Z6phel et al. 2000). Dieser RRA ist jedoch,
wie oben ausgeflhrt, nur in 70-90 % der Seren von Patienten mit floriden Morbus Basedow
in der Lage, die TRAK zu detektieren (Meller et al. 2000).

Mit der vorliegenden Arbeit sollte deshalb versucht werden, eine sensitivere Nachweis-
methode zur Bestimmung von TSH-Rezeptorantikdrpern zu entwickeln, um die Diagnose
Morbus Basedow bei klinisch Erkrankten auch laborchemisch in einem héheren Prozentsatz

zu sichern.

Eine weitere entscheidende Zielsetzung war die TRAK-Detektion bei Hashimoto-Thyreoiditis.
Man weiB3, daB bei ca. 10-20 % der HT-Patienten funktionsblockierende TRAK nachge-
wiesen werden kénnen. Dies sollte mit diesem experimentellen Bindungsassay bestétigt

werden.

Schon seit langeren wird eine TSH-Rezeptormutation bei autonomen Adenomen und
Knotenstrumen diskutiert (Derwahl 1999). Bei den Schilddriisenerkrankten ohne
nachweisbare Autoimmunitat sollten deshalb die durch die TSH-Rezeptormutationen
induzierten TRAK-Bildungen aufgedeckt werden. Dies ware dann ein wichtiger Schritt zur
maoglichen Friherkennung der Autoimmunthyreoiditis.

Ein Vergleich zwischen den in der Vergangenheit verwendeten Schweine-Radiorezeptor-

assays und dem fur diese experimentelle Arbeit herangezogenen Humanen-Radiorezeptor-
assay sollte feststellen, welcher der sensitivere ist.
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2. Material

2.1 Verwendete Materialien

Gerite

Sterile Werkbank, Lamin Air HLB 2448 GS Fa. Haereus, Hanau
Brutschrank, CO.-Auto-Zero Fa. Haereus, Hanau
Zentrifuge, Rotixa/RP Fa. Hettrich, Wernecke
Lichtmikroskop, Phase Contrast 2, Typ 108 Fa. Nikon, DUsseldorf
v-Counter, LB 2111 Fa. Berthold, LKB Freiburg
Automatische Pipettierhilfe Fa. Desaga, Wiesloch
Schdttler, IKA-Vibrax-VXR, Typ VX1 Fa. Janke & Kunkel, Breisgau
Wasserbad Fa. Memmert, Schwabach
Kdhlraum (-20 Grad Celsius) Fa. Dieter Auth, R6dermark
Digital-pH-Meter, Typ 646 Fa. Knick, Berlin

Vortex, Reax 2000 Fa. Heildolph, Schwabach
Sartorius-Vorwaage, Typ 2462 Fa. Sartorius, Géttingen
Autoklav, Typ 2540 EL Fa. Tuttnauer, Breda, NL
Magnetrihrer IKAMAG RH Basic Fa. IKA-Werk, Staufen

Verbrauchsmaterialien

Glaspipetten, steril, 5 ml/10 ml Fa. Brand, Wertheim
Plastikpipetten, steril, 5 ml/12 ml/25 ml Fa. Greiner, Frickenhausen
ReaktionsgefaBe, Micro Test Tubes, 1,5 ml Fa. Eppendorf, Kdin
Zellkulturflaschen, steril 250 ml (75 cm?) Fa. Falcon, Franklin Lakes (USA)
Réhren-Tubes, 5 ml (75x12 mm) Fa. Sarstedt, Nimbrecht
Falconréhrchen, Conical Tubes, steril, 15 ml Fa. Falcon, Franklin Lakes (USA)
PP-Rd&hrchen, steril, 50 ml Fa. Greiner, Frickenhausen
Sartolab V500 Fa. Sartorius, Géttingen
Combitips, 25 ml Fa. Eppendorf, Kéln
24-Lochplatten, Multidish, Nuclon Surface Fa. Brand, Wertheim
Latex-Handschuhe Fa. Ansell Medical, Minchen
S-Monovetten, 9 ml Fa. Sarstedt, Nimbrecht
Zellkulturmedium

Zellkulturgrundmedium (IMDM), 1 Unit far 1 Liter Fa. Life Technologie, Eggenstein
w/o Supplements, w/o Glutamine, w/o NaHCO3

Fotales Kalberserum (FKS) Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Penicillin(5000 U/ml)/Streptomycin(5000 mg/ml) - Fa. Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Lésung, 100ml
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2. Material

Lésungen

PBS Dulbeccos w/o Ca.und Mg.

Trypsin / EDTA-L&sung, 100 ml, 0,05/0,02 %ig in PBS
Albumin bovine Fraction V, pH 7,0, 25 g
Trypan-Blau-Lésung (0,4 %), 100 ml
pH-Pufferlésungen 4,01; 7,00; 9,21

Chemikalien

NaOH, 5N, 1000 ml
NaHCO3, 500 g

KCI, 500 g

MgSQ,, 500 g
Saccharose, 250 g
Hepes Pufferan, 100 g
Aqua dest., 1000 ml

Desinfektionsmittel
Flachendesinfektion, Aerodesin 2000, 1000 ml
Handedesinfektion, Amphisept E, 500 ml

Tracer-Kit

Zusammensetzung:

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.
Fa.

Fa.
Fa.

Fa

Life Technologie, Eggenstein
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Boehringer, Ingelheim
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Mettler Toledo, Steinbach

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Braun, Melsungen

Lysoform, Berlin
Bode Chemie, Hamburg

. Brahms, Berlin

a) TRAK-Tracer, " |-bTSH (TSH isoliert aus Rinderhypophsen; radiojodiert),

jedes Flaschchen & 5,5 ml, Aktivitat: < 40 kBq

b) TRAK-Standards (bTSH) ( nicht radioaktiv-markiertes bovines TSH )

TRAK Standard 1 TSH-AK-Konzentration 5 U/L
TRAK Standard 3 TSH-AK-Konzentration 45 U/L
TRAK Standard 5 TSH-AK-Konzentration 405 U/L
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2. Material

2.2 Verwendete CHO — Zellen

CHO-Zellen sind chinesische Hamsterovarienzellen mit stabilen exprimierten humanen TSH-
Rezeptoren an ihrer Zelloberflache.

Die Exprimierung des humanen TSH-Rezeptors ist der Arbeitsgruppe von Vassart gelungen.
Die CHO-Zellen wurden mit der cDNA fir den rekombinanten TSH-Rezeptor transfiziert.
Dabei fand eine modifizierte Ca-Phosphat-Prazipationsmethode Anwendung (Velu et al.
1989). Die Zellen wurden mit dem hTSHr-pSVL Expressionsshuttle und dem pSV2-NEO
Neomycin-Resistenz-Gen-Vektor kotransfiziert (Perret et al. 1990).

Am 2. Tag nach der Transfektion hatte man den Zellen frisches Medium mit einer Geneticin-
Konzentration von 400 mg/l zugesetzt.

Bei taglichem Mediumwechsel waren nach ca. 10 Tagen alle nicht transfizierten Zellen ab-
gestorben. Die verbleibenden Zellen wurden daraufhin trypsiniert und einer limitierten
Verdinnung unterzogen, wodurch einzelne Klone, die jeweils nur aus einer einzigen

transfizierten Zelle entstanden waren, angeztichtet werden konnten (Perret et al. 1990).

Der JP26-Zellklon, der ca. 2.000 hTSH-Rezeptoren exprimiert, wurden der Arbeitsgruppe
von Frau Prof. Schumm-Draeger freundlicherweise zusammen mit den Kontrollzellen, den
JP02-Zellen, welche lediglich mit dem Neomycin-Resistenz-Gen transfiziert sind (van Sande
et al. 1990) und somit keine TSH-Rezeptoren aufweisen, von Herrn Prof. Vassart und Frau
Dr. Maenhaut aus Brussel, fir die vorliegende Untersuchung zur Verfigung gestellt.

Tab. 5: Die zwei im Versuch verwendeten Zellinien

CHO — Zellline TSH — Rezeptoren
JP 02 keine hTSHr
JP 26 ca. 2.000 hTSHr pro Zelle
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2.3 Unterteilung der Patientenseren

Grundlage dieser Studie bilden 242 Patientenseren (160 Frauen (w), 82 Manner (m)) im Alter
von 9 bis 85 Jahren.

Die Patientenseren wurden in einem Zeitraum von 2 Jahren in der endokrinologischen
Ambulanz der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main gesammelt und in
verschiedene Gruppen eingeteilt.

Tab. 6: Einteilung und Charakterisierung der untersuchten Patienten, deren Diagnose, Durchschnittsalter
+ Standardabweichung (SD) und Geschlechtsverhaltnis.

Gruppe | Patienten Diagnose Durchschnittsalter Geschlecht
(n) (Jahre £ SD) (Méanner : Frauen)
1 85 Morbus Basedow 43,0+ 15,1 1:3,2
2 76 Kontrollkollektiv 55,3+ 16,4 1:1,1
(Diabetes mellitus Typ Il)
3 29 Hashimoto-Thyreoiditis 50,0+ 16,2 1:4,6
Andere Autoimmerkrankungen

4 14 (Diabetes mellitus Typ I und 49,1+12,4 1:1,8
Morbus Addison)
Nicht-autoimmune

5 38 Schilddrisenerkrankungen 52,6 £ 16,5 1:2,5
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Tab. 7: Einteilung der MB-Patientenseren unter Berticksichtigung des TRAK und der Behandlungsdauer

Morbus Basedow-Gruppe TRAK positiv TRAK negativ
(TRAK > 15 U/L) (TRAK < 10 U/L)
Florider MB Gruppe 1A (n=15) Gruppe 1B (n = 6)

(< 4 Wo. therapiert)

Therapierter MB Gruppe 1C (n = 22) Gruppe 1D (n = 42)
(> 9 Mon. therapiert)

Tab. 8: Einteilung der MB-Patientenseren deren Durchschnittsalter + Standardabweichung (SD) und
Geschlechtsverhaltnis

MB-Gruppe Patienten Durchschnittsalter Geschlecht
(n) (Jahre + SD) (Méanner : Frauen)
1A 15 44,4 + 18,7 1:6,0
1B 6 422+ 71 1:5,0
1C 22 45,7+ 18,6 1:34
1D 42 41,2+12,6 1:25

Alle Morbus Basedow-Seren wurden mit dem TRAK-Assay der Firma BRAHMS mit
radioaktiv markiertem '?° [-bTSH —Tracer und isolierten, I6slichen TSH-Rezeptoren der
Schweineschilddrisenzellmembran, im Hormonlabor des Klinikums der Johann Wolfgang
Goethe-Universitat Frankfurt am Main durchgemessen.

Die Einteilung der MB-Gruppen konnte somit in TRAK positive (TRAK > 15 U/L) und TRAK
negative (TRAK < 10 U/L) Patienten erfolgen.

Weiterhin wurden die MB-Patienten in floride, das heiBBt weniger als 4 Wochen thyreostatisch
therapierte MB-Patienten und in thearpierte, das soll heiBen in langer als 9 Monate
thyreostatisch therapierte MB-Patienten eingeteilt.
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3.1 Vorbereitung des modifizierten KRB-Puffers

Zusammensetzung:

190 ¢ Sucrose

29 Glucose

0,74 g KCL

0,599 MgSO, x H.O
1,7 g NaH003

0,298 g CaCl, x H,O

0,326 g KH,PO,

2,389 HEPES

29 BSA

2000 ml Aqua dest. wurde dazugegeben und der pH-Wert mit Natronlauge (NaOH) auf pH
7,4 eingestellt. Danach wurde der so zubereitete modifizierte KRB-Puffer steril filtriert, in

Aliquots zu 12 ml bzw. 50 ml portioniert und bei —20 °C im Kihlraum aufbewahrt.

3.2 Vorbereitung des Kulturmediums

Jeden Monat wurde ein neues Kulturmedium (IMDM-Medium) angesetzt.

Das IMDM-Pulver wurde in 1 Liter Aqua dest. mit einem Magnetrihrer aufgelést und
ordentlich durchmischt. AnschlieBend wurde der pH-Wert mit Natronlauge auf pH 7,4
eingestellt. In der sterilen Werkbank wurde das fertige IMDM-Medium zur Keimbefreiung in
zwei Sartolabs V500 verteilt und abgefiltert. Das so hergestellte IMDM-Medium wurde im
Kihlschrank bei 4 °C gelagert.

3.3 Kultivierung der CHO-Zellen

Die CHO-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit Nahrmedium unter sterilen Bedingungen
und in einer feuchten Atmosphéare bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Das Nahrmedium
bestand aus IMDM-Medium, 5 % FKS, Penicillin (125 U/ml) und Streptomycin (125 mg/ml).
Alle 2 bis 3 Tage wurden das Medium der kultivierten CHO-Zellen dekantiert und das
verbrauchte Nahrmedium durch 10 ml frisches ersetzt.

3.4 Gewinnung des Patientenserums

Als Probenmaterial fir den TRAK-Assay wurde Humanserum verwendet.

Die Blutentnahmen erfolgten in der Ambulanz der Universitatsklinik an nichternen
Probanden. Die Proben wurden im Hormonlabor bei einer Geschwindigkeit von 2000 U/min
10 Minuten zentrifugiert und das Serum abpipettiert. Die so gewonnenen Patientenseren
wurden in 1,5 ml ReaktionsgefaBe portioniert und zur weiteren Verwendung bei —20 °C im

Kdhlraum gelagert.
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3.5 Radiorezeptorassays

Der in dieser Arbeit verwendete Radiorezeptorassay basiert auf dem Prinzip der Verdrang-
ung von radioaktiv markiertem '® |-bTSH durch im Patientenserum vorhandene TSH-Anti-
koérper, welche ebenfalls an den TSH-Rezeptor der JP26-Zellen binden. Die Menge an TRAK
im Patientenserum ist daher umgekehrt proportional zur gemessenen Radioaktivitat.

A TRAK

% TRACER
2  TSH-REZEPTOR

Wellplatte

Abb. 8: Anschauungsmodell eines Radiorezeptorassays (Meisemann 2002)

Die angewandte Bestimmungsmethode unterscheidet nicht zwischen funktionsstimu-
lierenden und funktionsblockierenden AK, da sich beide an den gleichen TSHr binden.

3.5.1 Passagieren der CHO-Zellen
Nachdem sich ein ausreichend groBer Monolayer gebildet hatte, wurden die Zellen
passagiert. Die durchschnittliche Konfluenz des Zellbodens betrug ca. 80-90 %.

Die CHO-Zellen wurden mit 15 ml PBS gewaschen. Die Ablésung der Zellen vom Boden der
Kulturflasche erfolgte mit 5 ml Trypsin unter 2-mindtiger 37 °C Inkubation. Die proteolytische
Enzymreaktion wurde mit 10 ml IMDM-Medium gestoppt.

Danach wurden die abgelésten Zellen zur Pelletierung 5 Minuten bei einer Geschwindigkeit
von 1200 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert. Zum Zellpellet wurde 10 ml
frisches IMDM-Medium hinzugeflgt.

Zur Zellzahl- und Lebensfahigkeitsbestimmung wurde eine Trypanblaufarbung der Zellen

durchgeflhrt.
Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der als Anion sehr leicht an Proteine binden kann.
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Das Zellpellet wurde nach der Zentrifugation (1200 U/min, 5 Min.) mit 10 ml IMDM-Medium
verdinnt. AnschlieBend wurde zu 10 ul dieser Zellsuspension 90 ul Trypanblau als
Testansatz zugegeben. Nach Durchmischen mit dem Farbstoff wurde 10 pl des
Testansatzes in eine Neubauerkammer pipettiert und sofort mit der Zahlung begonnen.
Lebende Zellen durften nicht angefarbt sein, wahrend die toten Zellen durchgéngig blau
angeféarbt sein muBten.

Die Zellzahl / ml wurde nach der folgenden Formel berechnet:

Zellzahl / ml = MW der Zellen in den 4 Quadraten x 10* x Verdiinnungsfaktor

Den Prozentsatz an lebenden Zellen erreicht man mit der Auswertung nach folgendem
Schema:

ungeféarbte Zellen
% lebende Zellen = x 100
ungeférbte Zellen + geférbte Zellen

Durch Zugabe von IMDM-Medium konnte die ermittelte Zellzahl der Suspension auf

1 Millionen lebende Zellen / ml eingestellt werden.

Nun wurden 300 ul und somit 300.000 Zellen in jede Vertiefung der 24-Wellplatten pipettiert.
Die Wellplatten wurden anschlieBend tber 24 Stunden unter einer feuchten Atmosphére von
37 °C und 5 % CO,im Brutschrank inkubiert.
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3.5.2 Bestiicken der Lochplatten

Von den mit JP26-Zellen bestickiten und inkubierten Wellplatten wurde zundchst das
Medium dekantiert und anschlieBend mit 600 ul PBS zweimal gewaschen.

Nachdem letzten Waschvorgang wurde das restliche PBS abgesaugt.

Alle folgenden Pipettierschemen flir die Bestimmung der Standardkurve und der TRAK-

Bestimmung der Patientenseren wurden im Doppelansatz vorgenommen.

Zur Erstellung einer Standardkurve wurden zuerst die Standardwerte fir die Standardkurve
mittels eines vordefinierten TRAK-Standardsets mit bekannten Konzentrationen von TSH-
Rezeptorantikdrpern bestimmt.

Die Lochplatten wurden daher mit 150 ul modifizierten KRB-Puffer, 50 ul TRAK Standard
und 50 ul Tracer bestlckt.

Tab. 9: Pipettierschema fir die Erstellung der Standardkurven

TRAK-Standard KRB-Puffer Tracer
50 ul TRAKO (0 U/L) 150 pl 50 ul
50 ul TRAK1 (5UI/L) 150 pl 50 ul
50 ul TRAK 3 (45 UIL) 150 pl 50 ul
50 ul TRAK 5 (405 U/L) 150 pl 50 ul

Flr die eigentliche quantitative Antikdrperbestimmung der Patientenseren wurden anstelle
des TRAK-Standards die Seren des Patientenkollektivs verwendet.

Zuerst wurde 150 pl KRB-Puffer zu den JP26-Zellen pipettiert. Danach wurde die langsam im
Kihlschrank aufgetauten Patientenseren einzeln gevortext und zu je 50 ul / Well einpipettiert.
Im AnschluB daran wurde zur Bestimmung des RIA ebenfalls in alle JP26-Vertiefungen 50 pl
Tracer pipettiert. Die Zeit zwischen der Pipettierung des Patientenserums und der des
Tracers durfte 5 Minuten nicht Uberschreiten.

Tab. 10: Pipettierschema fiir die Patientenseren

Pipettierschema KRB-Puffer Patientenserum Tracer

JP26-Zellen 150 pl 50 pl 50 pl

Nachdem alle Vertiefungen mit Standardlésungen und Patientenseren bestlckt waren, fand
eine 24-stiindige Inkubation im Klhlschrank bei 4 °C statt.
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3.5.3 Auswertung

Am dritten Tag wurden alle JP26-Wellplatten erneut dekantiert, zweimal mit 500 pl 4 °C
kaltem modifizierten KRB-Puffer pro Well gewaschen und im AnschluB daran wieder
abgesaugt.

Das Lésen der Zellen vom Untergrund der einzelnen Wells wurden durch Zugabe von 500 pl
einer 0,1 normalen Natronlauge erreicht.

Nach 15-miniitigem Schiitteln der Wellplatten auf dem Schiittler, wurde der Uberstand mit
den abgeldsten Zellen sorgfaltig in Plastikreagenzréhrchen abpipettiert.

Die in den Rbéhrchen verbliebene Radioaktivitdt wurde im y-Counter gemessen. Aus Zwei-

fachbestimmungen wurde der Mittelwert der Standards und der Patientenseren errechnet.

3.6 Statistik

FOr die statitischen Auswertungen der gemessenen Ergebnisse wurde das Statistik-
programm BIAS (neuste Version 7.04) von Dr. Ackermann, Biomathematiker an der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main angewendet.

Die MeBergebnisse des vorliegenden Versuches zeigten eine nicht normale Verteilung in
den einzelnen Gruppen. Es muBten deshalb die Mediane und nicht die Mittelwerte fiir die
Berechnungen der Statistik herangezogen werden.

Far die Ergebnisprasentation wurde fir die Arbeit neben dem Median, die Schwankungen
(Minimum und Maximum) sowie das 1. und 3. Quartil dargestellt.

Fir die Vergleichsanalysen wurde der Kruskal-Wallis-Test ausgewahlt, weil die einzelnen
Werte innerhalb der Gruppen kein GaufB’sches Verteilungsmuster bzw. keinen ordinalen
Charakter aufwiesen. Es kam daher nur ein unparametrischer Test in Frage.

Mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests konnten die Vergleiche der Mediane der einzelnen
Gruppen untereinander erfolgen und die Signifikanzen errechnet werden.

Als signifikantes Ergebnis wurde ein p-Wert von unter 0,05 bewertet.
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4.1 Bestimmung der Totalaktivitat
Zur Bestimmung der Totalaktivitat, des verwendeten Tracers, wurden im Doppelansatz je
50 ul Tracer im y-Counter gemessen und der Mittelwert errechnet.

Tab. 11: Mittelwert der gemessenen Totalaktivitat des Tracers der 6 Versuche; Impuls pro Minute (CPM).

Versuch 1 2 3 4 5 6
Totalaktivitat 12947 11284 13754 13566 12874 10997
des Tracers (CPM)

Wenn die gemessene Totalaktivitdt des Tracers unterhalb von 10.000 CPM lag, wurden die

geforderten Standardwerte nicht mehr erreicht und der Versuch nicht gewertet.

4.2 Berechnung der Bindung der Totalaktivitat (B/T%)

Zur Auswertung der Messergebnisse im y-Counter wurde der Mittelwerte der gemessenen
Impulse pro Minute (CPM) der im doppelten Ansatz bestimmten Probe durch den Mittelwert
der CPM der Totalaktivitat des Tracers mal 100 berechnet und die verbleibende Bindung (B)
des radioaktiv markierten ' |-bTSH — Tracers (T) in Prozent (%) angegeben:

CPM der Probe
B/T% = x 100
CPM der Totalaktivitat des Tracers
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4.3 Bestimmung der unspezifische Bindung mittels JP02-Zellen
Eine wesentliche Voraussetzung fir die Durchfihrung des Bindungsassays war der
Nachweis, daB die unspezifische Bindung des verwendeten radioaktiven '* I-bTSH (Tracer)
an JP02-Zellen nur in dem zu vernachlassigenden Umfang von 1-2% der Totalaktivitat
stattfand. Damit war eine hohe Spezifitét des Tests fur TRAK gewahrleistet.

Die unspezifische Bindung wurde in einem Vorversuch ermittelt. Die erwdhnten JP02-Zellen
wurden angezlichtet und in Lochplatten inkubiert. Die so vorbereiteten JP02-Lochplatten

wurden mit 200 ul modifizierten KRB-Puffer und 50 pl Tracer besticki.

Tab.12: Pipettierschema zur Ermittlung der unspezifischen Bindung des Tracers an JP02-Zellen

Pipettierschema KRB-Puffer Patientenserum Tracer

JP02-Zellen 200 0l 50

Nach 6 Versuchen im Doppelansatz wurde eine durchschnittliche unspezifische Bindung
von 1,3 % erzielt. Dies entspricht den Ergebnissen vorangegangener Studien und liegt im
Toleranzbereich (Poert et al. 1995).

Tab. 13: Mittelwerte (n = 2) der gemessenen unspezifischen Bindungen des Tracers an JP02-Zellen.

Versuch 1 2 3 4 5 6
CPM 156 180 174 90 153 121
B/T% 1,4 % 1,5 % 1,5% <1,0% 1,4 % 1,1 %

Unspezifische Bindung
1,6%

1,4% -
1,2% -

1%
0,8% -
0,6% -
0,4% -
0,2% -

0% -

BIT%

1 2 3 4 5 6
Versuch

Abb. 9: Unspezifische Bindung des Tracers an JP02-Zellen.
Eine B/T% von 1,0 bis 1,5% wurde erzielt.
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4.4 Bestimmung der spezifische Bindung mittels JP26-Zellen

Die spezifische Bindung beschreibt die Bindung, die durch den radioaktiv markierten '2° | -
bTSH (Tracer) an den TSH-Rezeptoren der JP26-Zellen erfolgt.

Die maximale spezifische Bindungskapazitdt des Tracers wird auch als Maximalbindung
bezeichnet. Laut Literaturangaben liegt die Maximalbindung bei ca. 20 bis 30 % (Poert et al.
1995).

Zur Bestimmung der Maximalbindung wurden 200 ul KRB-Puffer und 50 ul Tracer im

Doppelansatz in die vorbereiteten JP26-Lochplatten pipettiert.

Tab.14: Pipettierschema zur Ermittlung der spezifischen Bindung des Tracers an JP26-Zellen

Pipettierschema KRB-Puffer Tracer

JP26-Zellen 200 pl 50

Durch mehrere Versuche konnte eine Maximalbindung des verwendeten Tracers von 29 %
* 3,9 % (MW £ SD) erzielt werden.

Maximalbindung

40%
35%
30% -
25% A
20% -
15% A
10% -
5% A

0% -

B/IT%

i1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Versuche

Abb. 10: Spezifische Bindung des Tracers an JP26-Zellen.
Eine B/T% von 29 £ 3,9% (MW * SD) wurde erzielt.

Das Versuchsergebnis belegte, daB3 eine Uberdurchschnittlich hohe spezifische Bindung an
den TSH-Rezeptoren erfolgte.

Die hohe spezifische Bindung und die sehr niedrige unspezifische Bindung waren fir den
weiteren Versuchsablauf sehr wichtig.
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4.5 Ermittlung der Standardkurven

Eine der Versuchsbedingungen war eine eine maximale Abweichung der Standardwerte von
+ 10 %. Bei darliberhinausgehenden Schwankungen durfte die Probe mit den gemessenen
TRAK-Konzentrationen des Patientenserums nicht gewertet werden.

Mit steigender TRAK-Konzentration der Standards, wurde der konkurrierende radioaktiv
markierte Tracer verdrangt und somit sank die verbleibende Bindung von Totalaktivitat.

Tab. 15: Gemessenen Standardproben (TRAK 0, 1, 3, 5) aus 12 Versuchen,
angegeben in B/T%.

Schwarze Ergebnisse wurden gewertet, rote wurden bei der
Wertung des Versuchs nicht berlicksichtigt.

TRAK 0 TRAK 1 TRAK 3 TRAK 5
(OU/L) (5UIL) (45 UIL) (405 U/L)
30,12 % 16,81 % 10,19 % 2,72
27,97 % 18,50 % 11,40 % 3,04
29,91 % 18,26 % 11,20 % 3,09
28,50 % 17,00 % 10,39 % 2,40
30,14 % 17,05 % 10,93 % 2,43
26,23 % 15,18 % 9,60 % 2,46
36,66 % 21,05 % 14,09 % 3,21 %
34,88 % 21,76 % 14,00 % 2,80 %
24,50 % 14,65 % 9,68 % 2,58 %
29,22 % 19,15 % 11,39 % 3,20 %
25,70 % 10,50 % 8,09 % 2,45 %
23,70 % 12,80 % 7,54 % 2,26 %
Standardkurven
40
35 i
0 BN
25 :\\\
2 \\
= 20 \'
o
\\\r:\
10 - ~=
N.
0
TRAK 0 TRAK 1 TRAK 3 TRAK 5
(0UIL) (5UIL) (45 UIL) (405 UIL)
Standards

Abb. 11: 12 gemessene Standardkurven aus den Standardproben (TRAK 0, 1, 3, 5).




4. Ergebnisse

Zur Ermittlung des Standardbereichs wurde der Mittelwert der 12 Versuche berechnet und

eine Standardabweichung von + 10 % zugelassen.

Tab. 16: Mittelwerte aller gemessenen Standardproben * 10 % ergaben den Standardbereich.

TRAK-Standard -10 % Mittelwert +10 %
vom Mittelwert (B/T%) vom Mittelwert
TRAK O (0 U/L) 26,10 % 29,00 % 31,90 %
TRAK1 (5UI/L) 15,20 % 16,90 % 18,60 %
TRAK 3 (45 U/L) 9,60 % 10,70 % 11,80 %
TRAK 5 (405 U/L) 2,40 % 2,70 % 3,00 %

Durch den Standardbereich der TRAK-Standards konnten die zu

ermittelt werden.

Tab. 17: 6 von 12 Standardkurven, die innerhalb des Standardbereiches lagen.

wertenden Versuche

Versuch 1 2 3 4 5 6
TRAKO (0 U/L) 30,12% | 27,97 % | 29,91 % | 28,50 % | 30,14 % | 26,23 %
TRAK1 (5U/L) 16,81 % | 1850% | 18,26 % | 17,00% | 17,05% | 15,18 %
TRAK 3 (45 U/L) 10,19% | 11,40% | 11,20% | 10,39% | 10,93 % 9,60 %

TRAK 5 (405 U/L ) 2,72 % 3,04 % 3,09 % 2,40 % 2,43 % 2,46 %
Standardkurve
35%
30% - "
25% &

20% A

B/T%

B

15%

10%

RSN

5% -

Mope

0%

TRAK 0 TRAK 1 TRAK 3 TRAK 5
(0 U/L) (5U/L) (45 U/L) (405 U/L)
Standards
Versuch 1 2 3 5 6

—— —m— —h— —K— —o—

Abb. 12: Die 6 gewerteten Standardkurven, die innerhalb des Standardbereiches lagen.
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4.6 Berechnung der Standardkurve

Zur besseren Prasentation und Vergleichsmdglichkeit mit den Ergebnissen des
Hormonlabors der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main und mit anderen
Studien, wurden die gemessenen Ergebnisse in Units pro Liter (U/L) umgerechnet. Dafiir
wurde auch eine Standardkurve ermittelt, um die gemessene Bindung (B/T%) direkt in U/L
ablesen zu kénnen.

Eine Formelherleitung freundlicherweise erstellt von dem Mathematiker Prof. Dr. Karl Jakob
Dienst, Aachen ermdglichte mittels Ausgleichspotenzfunktion eine genaue Umrechnung der

Ergebnisse. Die Standardkurve dient nur der Veranschaulichung.

Folgende Bedingungen mussen flr die Berechnung der Standardkurve gelten:

Xi= ;O'Xi;ui=|n ;i,Vi=in

Um die Bedingung :
(uz - ug) / (Uz - uq) = (V3 -V2) / (Vo-v4) = In (yaly2) / In (y2/y4) = In (405/45) / In (45/5) = 1
zu erfallen, muB x ¢ verandert werden.
Durch verschiedene Rechnungsversuche kommt man letztlich zu
X0=0,38 > x4=0,211 X 1=0,273 x 3 =0,353
- u4=-1,5559 uz=-1,2983 us=-1,0413
- (usz-uz)/(us-uy) =-0,2570/-2,576 = 0,9977 gerundet auf 1.

Vorgegebene Standardwerte fiir die Berechnungstabelle gelten schlieBlich:

i =O 3 1 ] 2 ] 3
Xo=0,38, x1=0,169, x,=0,107, x 3= 0,169
y0=0 ,Y1=5 ,yZ=45 ,y3=405

Tab. 18: Berechnungstabelle

i Xi&e Yie )_(i U Vi l.li2 Uu;vi
Reihenfolge | (B/T%)/ 100 | U/L

0 0,38 0

1 0,169 5 0,211 -1,5559 1,6094 2,4208 -2,5041
2 0,107 45 0,273 -1,2983 3,8067 1,6855 -4,9421
3 0,027 405 0,353 -1,0413 6,0039 1,0843 -6,2518
Y -3,8955 11,4200 |5,1906 -13,6980
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Die Punkte (ui, vj) firi=1, 2, 3 liegen ndherungsweise

auf einer Geraden.

Ausgleichspotenzfunktion: y = a x°
3c - 3,8955Db=
-3,8955¢ + 5,1906 b = - 13,6980
2> c¢= 14,907 b= 8,548
a=e°®=2977255
y = 2977255 x8°%

)
)

_

Abb. 13: Die Gerade geht durch
die Punktei=1,2und 3

Die hergeleitete Formel zur Berechnung der U/L lautet:

> y =2977255 (0,38 - x) *>*®

Tab. 19: Einige Zahlenbeispiele fiir die Standardkurve, rot = Standardwerte, blau = Ubergangsbereich

x=B/T%/100 |y=U/L
0,38

0,29

0,22

0,20

0,169

0,154

0,1473

0,14

0,13 21,3
0,107 45
0,07 133,7
0,05 228,1
0,027 405
0,01 606,5
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Ublicherweise werden TRAK-Werte < 9 U/L als Antikdrper-negativ und TRAK-Werte >14U/L
als Antikdrper-positiv gewertet. Der Bereich zwischen 9 und 14 U/L wird als Ubergangs-
bereich bezeichnet.

Zur Vereinfachung wurden bei dieser Arbeit alle Werte > 14 U/L als Antikérper-positiv, Werte

< 14 U/L als Antikérper-negativ bewertet.

>14,0 U/L = TRAK positiv. =~ -------- < 14,0 U/L = TRAK negativ
Standardkurve
30
29 40,003 U/L
28
27
26
25
24
23
22 40,468 U/L
21
20 41;282/U/L
19
18
17 1* 5-UfL
® 16 A 8,969 U/L
= 15 1
o 14 ,%‘Im'yﬁh
13 24,252 U/L
12 .\\
" W45 UL
10 ™N
9 B
8 \\
7 33,652 U/L
6
5 228,073 U/L
4
3 A-405.69 U/L
2 \
1 06,463 UIL
0 ‘

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
U/L

Abb. 14: Standardkurve mit den TRAK Standards und den berechneten Zahlenbeispielen.
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4.7 Nachweis von Autoantikérpern

4.7.1 Verteilung der Patientenseren
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Abb. 15: Darstellung aller 242 getesteten Patientenseren, bezogen auf die TRAK (U/L).
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Abb. 16: Verteilung der 242 getesteten Patientenseren bezogen auf die TRAK (U/L) und
ihre jeweiligen Gruppen: Gruppe 1 = Morbus Basedow, Gruppe 2 = Kontrollkollektiv
Gruppe 3 = Hashimoto-Tyreoiditis, Gruppe 4 = andere Autoimmunerkrungen
Gruppe 5 = nicht autoimmune SD-Erkrankungen
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Abb. 17: Verteilung der 85 MB-Patientenseren bezogen auf die TRAK (U/L) und ihre
jeweiligen Gruppe: Gruppe 1A = TRAK-pos./ florider MB, Gruppe 1B = TRAK neg./
florider MB, Gruppe 1C = TRAK-pos./ therapierter MB, Gruppe 1D = TRAK-neg./

therapierter MB.

Man kann in der Abb. 16 sehr gut erkennen, daB sich die meisten im Versuch positiv ge-

messenen Patientenseren in der Morbus Basedow-Gruppe befinden.

In der MB-Gruppe und in der Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe wurden die héchsten TRAK-
Werte (> 100 U/L) gemessen. Dies waren in der HT-Gruppe mit nur 2 Patientenseren jedoch

sehr wenige.

Innerhalb der MB-Gruppe wiesen die zwei TRAK-positiven Gruppen (1A und 1C), gleichzeitig
auch die héchsten TRAK-Titer Uberhaupt auf, wie in Abb. 17 ersichtlich.

Die im Durchschnitt niedrigsten TRAK-Werte fanden sich auch in diesen Versuchen bei den

floriden / TRAK negativen MB-Gruppen (1B und 1D).
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Ermittlung der Antikdrper-positiven Patientenseren

Tab. 20: Angaben der Antikérper-positiven Patientenseren in den einzelnen
Gruppen: Gruppe 1 = Morbus Basedow, Gruppe 2 = Kontrollkollektiv
Gruppe 3 = Hashimoto-Tyreoiditis, Gruppe 4 = andere Autoimmunerkrungen
Gruppe 5 = nicht autoimmune SD-Erkrankungen

Gruppe TRAK-positive Patientenseren im Versuch
26von 85 = 31%
4 von 76 > 5%
5von 29 2> 17 %
Ovon 14 = 0%
6 von 38 2> 16%

A | WO N =

26 Patientenseren der 85 MB-Seren hatten im experimentellen Versuch ein TRAK-positives
Ergebnis, das waren 31 %.

Die Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe zeigte mit 17 % TRAK-positiver Seren, den zweit-
gréBten Anteil an positiv gemessenen Patientenseren auf.

In der Gruppe der nicht-autoimmunen Schilddrisenerkrankungen waren 16 % der Patienten-
seren als positiv detektiert worden.

4 von 76 Seren der Kontrollkollektivgruppe (5 %), wurden als positiv gewertet.

Ermittlung der Antikdrper-positiven MB-Patientenseren

Tab. 21: Angaben der Antikdérper-positiven Patientenseren innerhalb der MB-Gruppe.
Gruppe 1A = TRAK-pos./ florider MB, Gruppe 1B = TRAK-neg./ florider MB,
Gruppe 1C = TRAK-pos./ therapierter MB, Gruppe 1D = TRAK-neg./ therapierter MB.
Die héchsten Prozentwerte zeigen die TRAK-positiven MB-Gruppe 1A und 1C.

MB-Gruppe TRAK-positive Patientenseren im Versuch
1A 12von 15 = 80 %
1B Ovon 6 =2 0 %
1C 8 von 22 =2 36 %
1D 6 von 42 = 14 %

Vergleicht man die zwei TRAK-positiven MB-Grupppen so wird deutlich, daB in der floriden
MB-Gruppe (1A) mehr als doppelt so viele Seren positiv detektiert wurden (80%), als in der
langer als 9 Monaten therapierten MB-Gruppe (1C).

In den zwei TRAK-negativen MB-Gruppen fanden sich in der Gruppe mit florider Erkrankung
(1B) keine positiven Seren, hingegen lieBen sich in der langer als 9 Monaten therapierten
MB-Gruppe (1D) 14 % als positiv detektieren.
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4.7.2 Vergleich der Kontrollgruppen mit den Patientengruppen

Tab. 22: Anzahl der gemessenen Patientenseren, deren Median-, 1./ 3. Quartil- und Minimum-, Maximum-
Werte in Units pro Liter (U/L) fUr die Gruppen:
Gruppe 1 = MB-Gruppe, Gruppe 2 = Kontrollgruppe, Gruppe 3 = HT-Gruppe,
Gruppe 4 = andere Autoimmunerkrungen, Gruppe 5 = nicht autoimmune SD-Erkrankungen.

Gruppe Anzahl Median 1. /3.Quartil Minimum-Maximum
(n) (UL) (UL) (U/L)
1 85 5,5 2,0/15,5 0,3 — 620,6
2 76 2,1 0,7 /3,7 0,0 — 161,3
3 29 1,0 0,3/1,9 0,1 — 503,1
4 14 1,1 0,7/2,1 0,4 - 53
5 38 4,5 1,3/9,6 0,2 — 66,1
6 5,5
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Abb. 18: Vergleich der TRAK-Konzentrationen der MB-Gruppe, der HT-Gruppe,
der Gruppe der anderen nicht SD-bedingten Autoimmunerkrankungen und
der Gruppe der nicht autoimmunen SD-Erkrankungen mit der Kontrollkollektivgruppe.

Im Vergleich der Morbus Basedow-Gruppe mit dem Kontrollkollektiv zeigte sich, daB die
TRAK-Konzentration in der MB-Gruppe mit 5,5 U/L signifikant héher ausfiel (p < 0,001) als
in der Kontrollkollektivgruppe mit 2,1 U/L.

Die TRAK-Konzentration in der MB-Gruppe war die gréBte, gefolgt von der in der Gruppe der
nicht autoimmunen SD-Erkrankungen mit 4,5 U/L gemessenen.

Im Vergleich zu den Kontrollpatienten zeigte sich auch eine signifikant héhere Konzentration
an TRAK (p < 0,01) bei dem Patientenkollektiv der nicht autoimmunen SD-Erkrankungen.
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Im Vergleich der Kontrollkollektivgruppe mit der HT-Gruppe, die mit 1,0 U/L die niedrigste der
positiv gemessenen TRAK-Konzentrationen enthielt, wurde kein signifikanter Unterschied
nachgewiesen (p > 0,05).

In der HT-Gruppe fand sich jedoch interessanterweise mit 503,1 U/L der zweith6chste
Uberhaupt gemessene TRAK- Wert.

Die Gruppe der anderen nicht SD-bedingten Autoimmunerkrankungen stellte mit 14
Patienten das kleinste Patientenkollektiv und zeigte die geringsten Ergebnisschwankungen
(0,4 bis 5,3). Die Gegenuberstellung des Kontrollkollektivs mit der voher erwahnten Gruppe
erbrachte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05).
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Abb. 19: Vergleich der beiden floriden MB-Gruppen und der beiden langer als
9 Monaten therapierten MB-Gruppen mit der Kontrollkollektivgruppe.

Bei den Gegenuberstellungen in Abb.17 wurde die Gruppe des Kontrollkollektivs jeweils mit
den 4 differenten MB-Gruppen verglichen.

Man kann gut erkennen, daB die héchste TRAK-Konzentration (115,3 U/L) in der Gruppe der
floriden / TRAK positiven MB-Patienten nachgewiesen wurde. Im Vergleich mit dem Kontroll-
kollektiv (2,1 U/L) resulierte daher ein signifikanter Unterschied (p < 0,001).

Hingegen war die TRAK-Konzentration bei den floriden / TRAK negativen MB-Patienten mit
0,9 U/L nicht signifikant niediger (p > 0,05) als bei den Kontrollpatienten.

Die beiden langer als 9 Monaten therapierten MB-Gruppen hatten eine signifikant hdhere
TRAK-Konzentration (5,7 U/L und 5,2 U/L, jeweils p < 0,01) als die Kontrollkollektivgruppe.
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Abb. 20: Vergleich der HT-Gruppe, der Gruppe der anderen nicht
SD-bedingten Autoimmunerkrankungen und der Gruppe der
nicht autoimmunen SD-Erkrankungen mit der MB-Gruppe.

Im Vergleich der TRAK-Konzentrationen der HT-Gruppe von 1,0 U/L mit der MB-Gruppe von
5,5 U/L zeigte sich eine signifikant niedrigere TRAK-Konzentration (p < 0,001) bei der HT-
Gruppe.

Auch der Vergleich der Gruppe der anderen Autoimmunerkrankungen mit der des MB ergab
eine signifikant niedrigere TRAK-Konzentration von 1,1 U/L (p < 0,001) im Patientenkollektiv

der anderen Autoimmunerkrankungen.
Die TRAK-Konzentration in der Gruppe der nicht autoimmunen SD-Erkrankungen war mit 4,5
U/L ann&hernd so hoch wie in der MB-Gruppe. Es ergab sich daher im Vergleich der TRAK-

Konzentrationen kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

Es wird somit deutlich, daB die MB-Gruppe die meisten TRAK-positiven Patienten aufweist,
gefolgt von der Patientengruppe mit nicht autoimmunen Schilddriisenerkrankungen.
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4.8 Vergleiche der gemessenen TRAK-Konzentrationen innerhalb der
MB-Gruppen
Tab. 23: Vergleiche zwischen :

1) TRAK positive und TRAK negative MB-Patienten
2) floride und l&nger als 9 Monaten therapierte MB-Patienten.

Vergleich Signifikanz
1) TRAK positive vs. TRAK p < 0,001
negative MB-Patienten
2) floride vs. therapierte p > 0,05
MB-Patienten

Der Antikérpernachweis innerhalb der Morbus Basedow-Gruppe war sehr unterschiedlich.

Die im Bindungsassay gemessenen TRAK-Konzentrationen waren signifikant héher (p <
0,001) im Vergleich der im Routinelabor nachgewiesenen TRAK positiven zu den dort TRAK

negativen MB-Patienten.

Es ergab sich aber keine Signifikanz der TRAK-Konzentrationen zwischen den floriden und

den therapierten MB-Patienten. Dieses Ergebnis wird im Diskussionsteil erértert.
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4.9 Vergleiche der Ergebnisse des angewendeten Bindungsassay mit denen
des Routinelabors

Tab. 24: Vergleich der Ergebnisse des verwendeten Bindungsassays mit humanen TSHr und dem Schweine-
membran-TSHr im etablierten Routinelabor der Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main.

Morbus Basedow-Patienten Versuch Labor
Alle positiv gemessenen 26 von 85 = 30,6 % 37 von 85 = 43,5 %
Patientenseren der MB-Gruppe
Bezogen auf die TRAK positiv 20 von 37 = 54,1 % (100 %)
gemessenen Seren im Labor:
Florider MB ( < 4 Wo. therapiert) 12von 21 2 571 % 15von21 = 71,4 %
Therapierter MB (> 9 Mon. ) 14 von 64 2 21,9% 22 von 64 2 34,4 %

Die Anzahl positiver MB-Patientenseren war im etablierten Routinelabor mit 43,5 % gr6Ber
als im angewendeten Bindungsassay mit 30,6 %.

Die im Routinelabor als TRAK positiv ermittelten Patientenseren (100 %) wurden mit der
Methode dieser Arbeit lediglich in 54,1 % detektiert.

Die Patientenseren der floriden MB-Gruppen erreichten im Routinelabor eine TRAK positive
Detektionsrate von 71,4 % und im Bindungsassay eine positive Nachweisrate von 57,1 %.

Den niedrigsten positiven TRAK-Nachweis erbrachten die langer als 9 Monaten therapierten

MB-Gruppen. Hier konnten im Routinelabor in 34,4 % und in der vorliegenden Arbeit nur
21,9 % der Patientenseren mit einem positiven TRAK-Titer ermittelt werden.
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4.10 Geschlechtsverteilung innerhalb der Morbus Basedow-Gruppe

Tab. 25: Anzahl der Frauen und Manner in den MB-Gruppen: Gruppe 1A = TRAK-pos./ florider MB,
Gruppe 1B = TRAK-neg./ florider MB, Gruppe 1C = TRAK-pos./ therapierter MB,
Gruppe 1D = TRAK-neg./ therapierter MB und deren Median, Quartile und Minimum-Maximum in U/L.

Morbus Basedow Anzahl Median 1./ 3. Quartil Minimum-Maximum
Gruppe 1A (n) (U/L) (UL) (U/L)
Frauen 13 115,3 49,2/ 392,2 1,4 -620,6
Manner 2 101,3 - 3,4 —199,1
Frauen vs. Manner p > 0,05
Gruppe 1B Anzahl Median 1./ 3. Quartil Minimum-Maximum
(n) (U/L) (U/L) (U/L)
Frauen 5 0,9 0,4/1,3 04-1,6
Manner 1 0,9 - 0,9

Frauen vs. Manner p > 0,05

Gruppe 1C Anzahl Median 1./ 3. Quartil Minimum-Maximum
(n) (UL) (U/L) (UL)
Frauen 17 5,3 2,7/15.2 0,6 —491,4
Mainner 5 7,3 4,6/140,4 4,0 — 260,0

Frauen vs. Manner p > 0,05

Gruppe 1D Anzahl Median 1./ 3. Quartil Minimum-Maximum
(n) (U/L) (U/L) (U/L)
Frauen 30 5,0 1,7/6,8 0,3-30,0
Manner 12 55 1,8/8,4 0,4-34.8

Frauen vs. Manner p > 0,05

Im Vergleich der TRAK-Konzentrationen der weiblichen mit denen der mannlichen MB-
Patienten wird deutlich, daB es keine geschlechtsspezifischen Unterschiede bei deren
Nachweis gab.

Es wurde auch ersichtlich, daB in der TRAK positiven / floriden MB-Gruppe (1A) die jeweils
héchsten TRAK-Konzentrationen bei Frauen wie bei Médnner gemessen wurden.

Bis auf die TRAK negative, langer als 9 Monate therapierte, MB-Gruppe (1D) waren in allen
anderen MB-Gruppen die TRAK-Konzentrationsmaxima der Frauen gréBer als die der
Manner jedoch ohne Signifikanz.

Insgesamt befanden sich 65 Patientenseren von Frauen und 20 Seren von Ménner (in
Prozent 69,2 % / 30,8 %) in der Morbus Basedow-Gruppe.
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4.11 Altersverteilung in der Morbus Basedow-Gruppe

Tab. 26: Anzahl der jingeren und alteren Morbus Basedow-Patienten, deren Median, Quartile und Minimum-

Maximum in U/L.

Morbus Basedow-Gruppe Anzahl | Median | 1./3. Quartil [Minimum-Maximum
(n) (U/L) (U/L) (U/L)
1) Jiingere MB-Patienten ( <43 J.) 52 4,5 1,5/16,2 0,3-4914
Altere MB-Patienten (> 43 J.) 33 6,1 3,0/ 15,1 0,9 -620,6
Jingere vs. altere MB-Patienten  p > 0,05
2) Jiingere + floride MB-Patienten 12 53,3 1,1/178,2 0,4 -463,0
Altere + florider MB-Patienten 56,3 1,2/392,2 0,9 -620,6
Jungere vs. altere MB-Patienten  p > 0,05
3) Jiingere + therapierte MB-Patienten 40 4.1 1,6/10,6 0,3—-491,4
Altere + therapierte MB-Patienten 24 6,1 3,6/8,6 1,1-260,0
Jungere vs. altere MB-Patienten  p > 0,05

Die Grenze zwischen jingeren und alteren MB-Patienten wurde anhand des Durchschnitts-

alters der MB-Gruppe ermittelt. Es lag bei 43 Jahren.

Im Vergleich der jungeren mit den &lteren MB-Patienten stellte sich weder bei der Gesamt-
heit der MB-Gruppe (1) noch bei der Unterscheidung von floriden (2) und langer als 9
Monate therapierten MB-Patienten (3) ein signifikante TRAK-Konzentrationsunterschied

heraus.
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5.1 Die Zellen der JP26-Zellinie

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht an Hand eines Radiorezeptorassays die Detektion
von TRAK mittels CHO-Zellen mit exprimierten humanen TSH-Rezeptoren zu optimieren.

Mit den konventionellen Radiorezeptorassays konnten bei Morbus Basedow-Erkrankten in
nur 70 % bis 90 % der Seren TSH-Rezeptorantikdrper nachgewiesen werden (Meller et al.
2000).

Ausgenommen hiervon sind nur die hohen, nahezu 100 %igen Nachweisergebnisse des
neuesten Zweitgenerations-TRAK-Assays, dieser ist jedoch noch nicht Uberall einsatzbereit
(Costagliola et al. 1999).

Die Verwendung eines humanen Antigens (hTSHr) lieB eine Sensitivitatssteigerung bei der
TRAK-Bestimmung im Vergleich zu den bisher verfligbaren Routineassays mit Antigen von
Schweineschilddrisenmembranzellen (pTSHr) erwarten (Z6phel et al. 2000).

Die verwendeten JP26-Zellen zeichnen sich dadurch aus, daB sie ca. 2.000 humane TSH-
Rezeptoren an ihrer Oberflache exprimieren. Dies entspricht den physiologischen
Schwankungen der normalen humanen Thyreozyten, die eine TSH-Rezeptorenanzahl von
ca. 1.000 — 10.000 hTSHr aufweisen. (Furmaniak & Smith 1991; Hoermann et al. 1995).

Eine Studie von Ludgate et al. (1990) belegt, daB die JP26-Zellen in einem hypotonen
Bindungsassay genauso sensitiv sind, wie Ihr Analagon, die humanen Thyreozyten.

Es besteht demnach eine positive Korrelation zwischen den Ergebnissen der JP26-Zellen
und den der humanen Thyreozyten.

Der Nachteil der verwendeten JP26-Zellinie ist die geringe hTSHr-Dichte auf ihrer Zell-
oberflache, woraus eine niedrigere Bindungskapazitat resultiert, die zu Sensitivitatsverlust im
Gegensatz zu anderen JP-Zellinien fihrt.

Eine héhere Dichte hat zum Beispiel die JP09-Zellinie, diese CHO-Zellen exprimieren 34.000
TSHr an ihrer Zelloberflache (Hoermann et al. 1995).

Auch die JP26/26-Zellen weisen offensichtlich aufgrund einer doppelt so groBen hTSHr-
Dichte als die JP26-Zellen eine héhere Sensitivitat auf (Massart et al. 2000).

Bei dieser Studie von Massert et al. (2000) wurde mit den JP26-Zellen eine Treffer-Rate von
nur 53,2% ermittelt. Zellen des JP26/26-Zellklons kamen hierbei auf nahezu 95,7%.
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5.2 Die Auswahl der Patientenseren
Die in die Studie aufgenommenen Seren von Probanden wurden nach dem Zufallsprinizip
ausgewahlt.

Die Kontrollgruppe bildeten Typ Il Diabetiker. Es handelte sich hierbei um Patienten, die sich
regelmaBiger Laborkontrollen in der endokrinologischen Ambulanz unterzogen. Bei ihnen
sollten bis dahin keine Schilddrisenerkrankungen und keine TSH-Rezeptorantikdrper

nachgewiesen worden sein.

Die erste Hauptgruppe, die Morbus Basedow-Gruppe wurden in 4 Gruppe untergliedert, um
eine genaue Einteilung zwischen floriden und behandelten sowie TRAK positiven und TRAK

negativen Patienten zu gewahrleisten.

Die nachste entscheidende Hauptgruppe war die Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe. Bei ihr
sollten ebenfalls TRAK nachgewiesen werden. Hier vermutet man funktionsblockierende
TRAK (TBAb). Es sei an dieser Stelle noch einmal erwahnt, da eine Unterscheidung
zwischen funktionsblockierenden und funktionsstimulierenden TRAK mit dem verwendeten
Radiorezeptorassay (Bindungsassay) nicht méglich ist.

Zur Feststellung, einer undifferenzierten Antikérperbindung an den TSH-Rezeptor wurden
auch Patienten mit anderen, nicht schilddrisenbedingten, Autoimmunerkrankungen
(Diabetes mellitus Typ | und Morbus Addison) ausgewahilt.

Eine Gruppe sonstiger, nicht autoimmuner, SD-Erkrankungen wurde zusatzlich in das zu
untersuchende Patientenkollektiv aufgenommen. Man ging hierbei davon aus, daB sich
keine oder nur wenig erh6hte TRAK-Titer nachweisen lieBen.

Auch an Hand aller in dieser Studie getesteter Seren konnte einmal mehr bestatigt werden,
daB Uberwiegend Frauen an Schildrisenerkrankungen leiden. lhr Erkrankungsrisiko ist im
Allgemeinen 5-mal héher als das der Manner (Heufelder et al. 1996b).

In der vorliegenden Untersuchung ergab sich ein Verhaltnis Frauen zu Manner in der MB-
Gruppe von 3,2 zu 1 und in der Hashimoto-Gruppe von 4,6 zu 1.

In diesem Zusammenhang war es auch von Interesse, ob Frauen, insbesondere bei der MB-
Erkrankung einen hdéheren TRAK-Titer aufweisen, als Manner. Dies konnte mittels eines
statistischen Vergleichs verneint werden.

Man kann daraus den SchluB ziehen, daB beide Geschlechter mit der gleichen Intensitat

erkranken.
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Das Durchsschnittsalter des vorliegenden Patientenguts ist bei den MB-Erkrankten im
Vergleich mit den anderen Schilddriisenerkrankten relativ niedrig.
Es lag bei 43,0 + 15,1 Jahren. Das war das niedrigste Durchschnittsalter aller Gruppen.

Die TRAK-Konzentrationen waren im floriden Stadium, aber auch nach 9 monatiger,
thyreostatischer Therapie, bei den jingeren bis 43-jahrigen Patienten, jeweils niedriger als
bei den Uber 43-jahrigen Patienten.

Im statistischen Vergleich zwischen beiden Altersgruppen zeigten sich allerdings keine
Signifikanzen.

Die HT-Gruppe hatte ein Durchschnittsalter von 50,0 + 16,2 Jahre. Die Kontrollgruppe war

mit 55,3 + 16,4 Jahre die alteste Gruppe der vorliegenden Untersuchung.

5.3 Kompetitiver Radioimmunassay

Bei der fir den Versuch ausgewahlten Methode eines kompetitiven Radioimmunassays
wurden Patientenserum und Tracer nahezu zur gleichen Zeit in die Vertiefungen pipettiert,
wodurch ein Konkurrieren der beiden Bindungspartner, Patientenserum-TRAK und radioaktiv
markiertes TSH, am TSH-Rezeptor erméglicht wurde.

Aufgrund dieser Vorgaben und der resultierenden niedrigen TRAK- positiven Ergebnisse,
laBt sich vermuten, daB das radioaktiv markierte '® I-bTSH (Tracer) eine hdhere Affinitat zum
TSH-Rezeptor hatte, als die TRAK in den Patientenseren. Eine Studie von Kakinuma et al.
(1997) belegt, daB die Bindung an TSH-Rezeptoren mit '?*I-bTSH 5-mal héher sei als mit
125 _hTSH.

Eine Studie von Hoermann et al. (1995) beschreibt wie hochsensitiv die TSH-Rezeptoren
(TSHr) auf die stimulierende Wirkung von bTSH reagieren.

Diese erhéhte Affinitdt des Tracers fir TSHr erklart unter anderem die doch Uberwiegend
hohe gemessene Radioaktivitdt (CPM) im vorliegenden Bindungsassay und die somit
wenigeren TRAK-positiven Seren, die eine niedrigere CPM erzielen. Durch eine Erhéhung
der Zahl der Waschvorgange héatte man eine niedrigere Radioaktivitat erzielen kénnen. Auf
diese Weise waren aber vermutlich mehr CHO-Zellen weggespult worden, bzw. eine zu
geringe Radioaktivitat zur Differenzierung der Seren Ubrig geblieben. Dies héatte falsch
positive Resultate zur Folge gehabt.

Mittels eines Vorversuchs mit JP02-Kontrollzellen, die keine hTSHr exprimieren, wurde in 6
Versuchsreihen eine unspezifische Bindung von 1,5 % und weniger gemessen. Dies stellte
sicher, daB die Anzahl der durchgefiihrten Waschvorgange durchaus ausreichend war.
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5.4 Auswertung der TRAK-Nachweise

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Bindungsassay stellte folgende TRAK-Nachweise

sicher:

1.

Im Kontrollkollektiv ergab sich im experimentellen Bindungsassay in nur 5 % der
Patientenseren, ein positives Ergebnis. Dies liegt somit noch im Toleranzbereich.

In der Morbus Basedow-Gruppe wurden in 30,6 % der Seren als TRAK positiv
detektiert. Dies war der groBte Anteil TRAK-positiver Seren innerhalb des gesamten
Patientenkollektivs. Betrachtet man jedoch die Seren unter Bericksichtigung der MB-
Untergruppen, so findet sich der grdoBte Anteil an TRAK-Nachweisen in der floriden /
TRAK positiven MB-Gruppe mit 80,0 %.

Die Ergebnisse der Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe bestétigten erfreulicherweise die
Erwartungen. Es lieBen sich TRAK in 17,2 % der Seren nachweisen.

In der Gruppe der nicht schilddriisenbedingten Autoimmunerkrankungen sind keine
positiven TRAK-Nachweise ermittelt worden.

Die Gruppe der nicht autoimmunen SD-Erkrankungen zeigte mit 15,8 % eine relativ
hohe Anzahl positiver TRAK-Nachweise. Hierbei muB3 die Frage gestellt werden, ob
diese Patienten aufgrund einer Koexisitenz von funktionsstimulierenden und
funktionsblockierenden TRAK eine euthyreote Stoffwechsellage darboten und so ihre
maoglicherweise doch vorhandene Autoimmunthyreoiditis verschleiert wurde.

Es ist denkbar, daB durch diesen Bindungsassay eine entsprechende Krankheits-
entwicklung frihzeitig aufgedeckt werden kénnte. Man weif3 zum Beispiel auch, dafi
sich durch autonome Adenome Mutationen im TSH-Rezeptor ergeben kdénnen. Dies
kann zu einem Toleranzdefekt der Thyreozyten flhren und letztendlich eine
Antikérperbildung durch die Plasmazellen auslésen.
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Der Vergleich des verwendeten experimentellen Bindungsassays mit dem Routinelabor bei
Morbus Basedow-Patienten erbrachte folgende TRAK-Ergebnisse:

1. Es waren von allen untersuchten Seren nur 30,6 % der MB-Patienten positiv
gegenlber 43,5 % der positiven Paralleluntersuchungen mit Schweineschilddrisen-

zellen.

2. Die im Routinelabor gemessenen TRAK positiven / floriden MB-Patientenseren
konnten mit der experimentellen Methode in 80,0 % als positiv ermittelt werden.
Diese Gruppe kann gewissermaBen als positive MB-Kontrollgruppe fiir die weiteren

experimentellen Untersuchungen angesehen werden.

3. Betrachtet man die Seren der zwei floriden MB-Gruppen, so ergab sich auch im
Routinelabor nur ein positives Ergebnis in 71,4 %, mit dem verwendeten
Bindungsassay wiederum 20 % weniger, namlich 57,1 %.

4, In der langer als 9 Monate thyreostatisch therapierten MB-Gruppe wurden im
Routinelabor 34,4 % und in der vorliegenden Studie 21,9 %, also 1/3 weniger, als
positiv ermittelt. Allerdings befanden sich noch 2 Patientenseren, das sind 9,1 % der
TRAK positiven / langer als 9 Monaten behandelten MB-Gruppe, im Ubergangs-
bereich zwischen 9 — 14 U/L.

Die Haufigkeit positiver Antikdrperbefunde nahm offensichtlich bei thyreostatisch
behandelten MB-Patienten im Gegensatz zu floriden Erkrankungen deutlich ab. Dies
ist eine wichtige Aussage Uber den Erfolg einer thyreostatischen Therapie.

5. In der behandelten MB-Gruppe mit negativem TRAK im Routinelabor erwiesen sich in
der vorliegenden Arbeit immerhin noch 14 % als positiv.

Die Ergebnisse lassen erkennen, daB die TRAK-Detektion im Routinelabor der
Untersuchungsmethode mittels experimentellen Bindungsassays Uberlegen ist.

Es stellt sich die Frage, ob die Sensitivitdtseinbussen durch die Kompliziertheit der einzelnen
Untersuchungsablaufe und die damit verbundenen mdéglichen methodischen und materiellen
Fehlerquellen zustande kam.

Samtliche notwendige Reagenzien und Reaktionsablaufe wurden jedoch immer wieder

Uberpruft, um Fehler des Verfahrens zu minimieren.
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Das Ergebnis der untersuchten TRAK negativen, langer als 9 Monate therapierten MB-
Patientenseren wirft jedoch mit 14 % positiver Seren folgende Fragen auf:

» Warum erwies sich hier die Methode des Bindungsassay als sensitiver?
» Warum ergaben sich im Gegensatz dazu mittels Bindungsassay keine positiven
TRAK-Nachweise in der TRAK negativen, floriden MB-Gruppe des Routinelabors?

Neueste Studien belegen den TRAK-Nachweis des Bindungsassays im Vergleich zum
negativen Ergebnis im Routinelabor. Es war bislang unklar, ob die TRAK-negativ
gemessenen MB-Patientenseren, eine mangelnde Sensitivitdt der Nachweismethoden
widerspiegeln oder als eine differenziertere Krankheitsintentitat einzustufen waren (Mann et
al. 1999).

Nach jungsten Studien von Costagliola et al. (1999) konnte mit dem verbesserten Zweit-
generations-TRAK-Assay (DYNOtest) dank K562 Leukamiezellen, die hTSHr exprimieren,
eine Sensitivitdt von nahezu 100 % erreicht werden. Hierbei erwiesen sich die durch den
Erstgenerations-TRAK-Assay mit Schweinemembranrezeptor gemessenen TRAK-negativen
Seren als TRAK-positiv. Pathologisch erh6hte AK-Nachweise fanden sich bei praktisch allen
floriden, immunogenen Hyperthyreosen, bei Uber 90 % der behandelten MB-Patienten und
bei nahezu 50 % der Patienten in Remission.

Die Frage, warum sich bei der vorliegenden Arbeit keine positiven TRAK-MeBergebnisse fiur
die TRAK negative / floride MB-Gruppe ergab, kann nur mit der geringen Anzahl von 6 Seren
und dem damit nicht signifikanten Ergebnis beantwortet werden. Es lag aber keine gréBere
Anzahl an TRAK negativen / floriden MB-Patientenseren vor. Dies spricht dafir, daB diese
Konstellation seltener vorkommt bzw. der Routineassay im Hormonlabor der Johann

Wolfgang Goethe-Universitat eine sehr gute Detektionsrate aufwies.
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5.5 Gegeniiberstellungen der Gruppen

Beim Vergleich der TRAK-Konzentrationen zeigte sich bei den MB-Patienten eine signifikant
héher TRAK-Konzentration als bei den Kontrollpatienten (p < 0,001).

Dies bedeutet ein Teilerfolg der vorliegenden Untersuchung die, bei diesen beiden gréBten
Gruppen mit insgesamt 161 Patientenseren, einen signifikanten Unterschied nachweisen
sollte.

Die Vergleiche der Untergruppen der MB-Gruppe mit der Kontrollgruppe erbrachten folgende
Ergebnisse:

Die TRAK-Konzentration der TRAK positiven / floriden MB-Gruppe war signifikant héher als
die der Kontrollgruppe (p < 0,001). Die beiden langer als 9 Monaten therapierten MB-
Gruppen mit positivem und auch negativem TRAK-Nachweis im Routinelabor hatten
ebenfalls eine signifikant hdher TRAK-Konzentration (p < 0,01) als die Kontrollgruppe.

Nur die Gruppe der floriden / TRAK negativen MB-Gruppe (1B) wies eine etwas niedrigere
TRAK-Konzentration als die Kontrollgruppe auf. Der Unterschied war jedoch nicht signifikant
(p > 0,05).

In der MB-Gruppe 1B wurde bei 6 Seren kein positiver TRAK-Titer detektiert.

Im Vergleich der TRAK-Konzentrationen der Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe und der Gruppe
der anderen Autoimmunerkrankungen mit der Kontrollgruppe konnten durch den
experimentellen Bindungsassay keine signifikanten Konzentrationsunterschiede beim TRAK-
Nachweis erbracht werden (p > 0,05).

Dagegen zeigten die Patienten mit nicht autoimmunen SD-Erkrankungen einen signifikant
héheren TRAK-Titer als die Kontrollpatienten (p < 0,01). In dieser Gruppe der nicht
autoimmunen SD-Erkrankungen wurden 15,8 % positive TRAK-Nachweise und 4 Seren
(10,5 %) mit eine TRAK-Konzentration im Ubergangsbereich, also zwischen 9 - 14 U/L
detektiert. Insgesamt waren somit relativ hohe TRAK-Werte innerhalb dieser Gruppe
gemessen worden, obwohl man einen autoimmunen Proze3 ausgeschlossen hatte.

Es ware daher empfehlenswert, in Zukunft eine regelméaBigere TRAK-Messung bei allen

Strumapatienten vorzunehmen, um die Entstehung einer AIT rechtzeitig zu diagnostizieren.
Auch bei einem Vergleich der MB-Gruppe mit der Gruppe der nicht autoimmunen SD-

Erkrankungen wurde deutlich, daB beide Gruppen erhéhte TRAK-Konzentrationen enthielten

und keine signifikanten Konzentrationsunterschiede aufwiesen.
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Der Nachweis von TRAK bei 15,8% der Patienten mit nicht autoimmunen SD-Erkrankungen
und von 17,2% in der Hashimoto-Thyreoiditis-Gruppe kdnnte auch bedeuten, daB vorher
wversteckte®, funktionsblockierende TSH-Rezeptorantikérper (TBAb) detektiert wurden.
Mehrere Verdéffentlichungen stitzen diese Vermutung:

So wurden zum Beispiel in der Studie von Meller et al. (2000) belegt, daB funktions-
blockierende TRAK im DYNOtest TRAKhuman bei 22,5 % der hypothyreoten Patienten
nachzuweisen sind.

Auch in der Studie von Costagliola et al. (1999) wurde mit rekombinaten hTSHr in einem
,coated tube“-Prinzip (CT RRA) bei 15 % HT-Patienten ein positiver TBAb-Titer gemessen.

Der einzige, mit der Methode dieser Arbeit vergleichbare Bindungsassay von Kakinuma et al.
(1999) detektierte 9,4 % der HT-Patientenseren als positiv.

Es sei an dieser Stelle auch darauf hingewiesen, daB in der Arbeitsgruppe von Frau Prof.
P.M. Schumm-Draeger, in einer Untersuchung von HT-Patienten, mittels eines funktionellen
Assays, im gleichen Umfang TBAb nachgewiesen wurden wie in der hier vorliegenden
Arbeit, die mit einem Bindungsassay durchgefiihrt wurde.

Tab. 27: Literaturangaben zu Studien mit &hnlichen TRAK-Nachweisen bei HT-Patienten.

Literaturangabe Testprinzip pos. TRAK-Nachweise bei
HT-Patienten
Vitti et al. 1996 cAMP-Assay mit CHO-Zellen 8/382>21,1%
cAMP-Assay mit FTRL-5-Zellen 6/38=>158%
Morgenthaler et al. 1998 | cAMP-Assay mit JP09-Zellen 4/40 10,0 %
Costagliola et al. 1999 CT RRA mit Leukadmiezellen 8/54 > 14,8 %
K562, die hTSHr exprimieren
Kakinuma et al. 1999 Bindungsassay mit hTSHr 3/32=> 94%
Meller et al. 2000 DYNOtest TRAKhuman 9/40 2 22,5%
(hypothyreote Seren insg.)
Meisemann 2002 Bindungsassay mit JP 26-Zellen 5/292217,2%
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Aufgrund der interessanten Ergebnisse dieses Bindungsassays, wurden die 5 positiven
MeBergebnisse der HT-Gruppe und die 6 positiven Seren der Gruppe der nicht auto-
immunen SD-Erkrankungen mit den Ergebnissen des Routinelabors (siehe Tabellenanhang
2) verglichen.

In der HT-Gruppe waren dort nur 2 von 5 Patientenseren zum Zeitpunkt der Blutentnahme
fr diese Arbeit, auf TRAK untersucht worden. Diese beiden Patienten hatten einen leicht
erhéhten TRAK-Titer von 6 und 11 U/L. Es ist somit nicht ausgeschlossen, dafB3 alle in
vorliegender Untersuchung als positiv detektierten HT-Patientenseren auch TRAK im
erhéhten MaBe im Routinelabor enthalten hatten.

Einer der Patienten hatte bei einer Laboruntersuchung bereits 3 Jahren zuvor einen positiven
TRAK-Titer von 296 U/L. 3 der 5 Patienten lieBen im Verlauf ihrer Erkrankung eine
Veranderung ihrer SD-Funktion erkennen. Dies kdénnte einerseits bedingt sein durch die
Gabe von L-Thyroxin, andereseits aber auch durch Koexistenz heterogener TRAK und deren

unterschiedlicher Konzentrationen.

Von den 6 positiv gemessenen Patienten der Gruppe der nicht autoimmunen SD-
Erkrankungen waren in der endokrinologischen Ambulanz nur 5 Akten auffindbar.

Nur bei einem der 5 Patienten war gleichzeitig mit dieser Arbeit eine TRAK-Bestimmung im
Routinelabor erfolgt, aber dieses RoutinemeBergebnis war negativ. Bei 4 der 5 ver-
bliebenden Patienten lie sich eine wechselnde SD-Funktion dokumentieren. Auch hierbei
kénnte es sich um funktionsstimulierende bzw. -blockierende TRAK und deren Koexistenz
zur Erklarung der varierenden Stoffwechsellage handeln. Allerdings sind therapiebedingte
Schwankungen aufgrund Hormonsubstitution oder Thyreostatika, wie Carbimazol, nicht
auszuschlieBen.
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5.6 Verlaufskontrolle bei einem Hashimoto- und einem Strumapatienten

Verlaufskontrolle bei einem Patienten mit Hashimoto-Thyreoiditis:
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Abb. 21: Verlaufskontrolle von TRAK und TSH bei einem HT-Patienten im Routinelabor
Probenmaterialentnahme: Diese Blutabnahme wurde auch mit dem experimentellen
Bindungsassay durchgemessen. Der TRAK-Titer im Bindungsassay war 164 U/L.

In der Abb. 21 wird deutlich, daB sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme fir den Versuch, ein
Anderung in der Stoffwechsellage, von hypothyreot in hyperthyreot vollzogen hatte. Das war
auch der Beginn einer TRAK-Erhéhung, wie sie sich bei der nachfolgenden Untersuchung

nach genau 2 Monaten herausstellte.

Verlaufskontrolle bei einem Patienten mit Struma:
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Abb. 22: Verlaufskontrolle von TRAK und TSH bei einem Strumapatienten im Routinelabor
Probenmaterialentnahme: Diese Blutabnahme wurde auch mit dem experimentellen
Bindungsassay durchgemessen. Der TRAK-Titer im Bindungsassay war 37 U/L.

Bei dem nicht autoimmunen Schilddrisenpatienten zeigte sich immer eine konstante
euthyreote Stoffwechsellage. Auch der TRAK-Titer lag mit 0 bis 4 U/L im negativen Bereich.

Diese Laborwerte deckten sich nicht mit dem Ergebnis der vorliegenden Arbeit.
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5.7 Verlaufskontrolle bei Morbus Basedow-Erkrankung

Man weil3 seit kurzem, daB die thyreostatisch behandelten MB-Patienten im Laufe lhrer
Therapie eine Antikérperumwandlung von funktionsstimulierenden in funktionsblockierende
TRAK erfahren und damit von einer Hyperthyreose in eine Hypothyreose Gbergehen kdnnen.

Diese Erkenntnis kénnte den nicht signifikanten TRAK-Konzentrationsvergleich der floriden
und der langer als 9 Monate behandelten MB-Gruppen im Bindungsassay erklaren.

Das Ergebnis lag wahrscheinlich einerseits an dem nur in 57,1% nachgewiesenen positiven
TRAK der floriden MB-Gruppen, andererseits aber auch an den haufigen Rezidivraten der
Langzeittherapierten.

Die meisten Autoren empfehlen namlich das Thyreostatikum bereits nach 12 bis 24 Monaten
auszuschleichen. Danach erleidet mindestens die Halfte der Patienten, mehrheitlich im
ersten Jahr nach Aussetzen der Behandlung, ein Rezidiv der Hyperthyreose (Davies et al.
1998).

Andere Studien besagen, daB nur bei 30 bis 60 % der MB-Patienten eine Remission der
Erkrankung nach thyreostatischer Langzeittherapie eintritt (Schumm-Draeger 1999).

Es ware daher sehr hilfreich, Patienten mit einem hohen Rezidivrisiko bereits vor
Therapiebeginn identifizieren zu kénnen, um sie dann eher einer ablativen oder einer
Radiojodtherapie zuzufiihren. Durch eine damit verbundene Reduktion des Antigenpools und
des thyreoidalen Zielgewebes fir TSH-Rezeptorantikérper kann der extrathyreoidale
Immunprozess fir den MB-Patienten gunstig beeinfluBt werden. Bei korrekter Durchfihrung
der operativen SD-Resektion oder der Radiojodtherapie liegt die Erfolgsquote bei 80-100 %
(Heufelder 2001).

Als prognostisch unglnstig haben sich eine lange Krankheitsdauer, groBe Struma, schwere
Hyperthyreose und anhaltend hohe TRAK-Werte wahrend der Thyreostatikatherapie
erwiesen (Fllckiger 1995).

Viele Arbeiten weisen auch auf einen signifikant niedrigeren Titer stimulierender TRAK im
Gesamtkollektiv der Patienten in Remission hin gegenliber hoher TRAK-Titer bei
rezidivierenden oder persistierenden Féllen (Rink et al. 1998).

Dennoch gilt dank einer Metaanalye von Feldt-Rasmussen et al. (1994) als belegt, daB
anhand des absoluten TRAK-Spiegels im individuellen Fall, keine eindeutige pradiktive
Aussage moglich ist.
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Auch in der Studie von Rink et al. (1998) fand sich kein Zusammenhang zwischen der Héhe
des TRAK-Titers und dem Grad der Funktionsstdrung. Bei der Auswertung der individuellen
Verlaufe stellte man jedoch fest, daB in 94 % aller Falle mit spontaner Remission ein Abfall
des TRAK-Titers auf weniger als die Halfte des Ausgangswertes nachweisbar war.

Als Empfehlung fir die Morbus Basedow Behandlung sollte deshalb gelten:

Der Antikorpertiter eines thyreostatisch behandelten Morbus Basedow sollte innerhalb eines
Jahres in den Referenzbereich abfallen. Anhaltend hohe Titer weisen auf eine Persistenz
des Autoimmunprozesses und eine erhéhte Rezidivgefahr hin (Dietlein et al. 1999).

Es ist denkbar, daB gerade die TRAK positiven, in vorliegender Untersuchung zu 36 % als
positiv detektierten, MB-Langzeittherapierten (Gruppe 1C) besonders geféhrdet sind. Bei
diesen Patientenseren war offenbar die Affinitat der TRAK noch hoch genug, um den TSH-
Tracer verdréangen zu kdnnen. Auch im Routinelabor zeigten diese Seren, wie im Bindungs-
assay, einen sehr hohen TRAK-Titer (25 — 61 U/L).

Im Vergleich zwischen den durch das Routinelabor bestimmten TRAK positiven und TRAK
negativen MB-Gruppen ergab sich auch im angewendeten Bindungsassay ein signifikanter
Konzentrationsunterschied. Die TRAK positiven MB-Gruppen erbrachten einen sehr viel
héheren TRAK-Titer als die TRAK negativen MB-Gruppen.

Diese Ergebnisse belegten noch einmal, daB3 sich die Ergebnisse dieser Arbeit denen des
Routinelabors anglichen.
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5.8 Analyse der Fehlerquellen

Erklarungsansatz fur mégliche Fehlerquellen.

» Im Vordergrund hatte sich die kompetitive Hemmung zum TRAK-Nachweis bei MB-
Patienten als ungeeigneter, jedoch bei HT-Patienten und Strumapatienten als geeigneter
erwiesen. In der Konkurrenz der Patientenserumantikérper mit dem Tracer um die
gemeinsamen TSH-Bindungsstellen hat sich der Tracer wahrscheinlich zum Nachteil der
funktionsstimulierenden TRAK durchgesetzt und somit weniger Bindungsméglichkeiten
fir die TSH-Rezeptorantikdrper frei gelassen. Der Tracer hatte mdglicherweise eine fir
diesen Versuch zu hohe Affinitdt, sodaBB er die Patientenantikérper von den TSHr-
Bindungsstellen verdrangen konnte. Daraus ergaben sich wohl eine meBbar zu hohe
Radioaktivitat und ein zu niedriges positives TRAK-Ergebnis.

> Es stellte sich weiter heraus, daB die JP26-Zellen eine zu niedrige humane TSH-
Rezeptorendichte fir TRAK-Nachweise bei MB-Patienten aufwies. Bei HT-Patienten
hatte sich diese Zellinie zum TRAK-Nachweis bewahrt.

» Waéhrend des dreitdgigen Versuchs konnte ein geringes Zellwachstum nicht ausge-
schlossen werden.

» Waéhrend des Auftauvorganges sowie am 2. und 3. Versuchstag koénnte eine
Denaturierung der TSH-Rezeptorantikérper méglich gewesen sein.

» Die verschiedenen Waschschritte beinhalten Fehlerquellen, so vor allem das Wegspilen
der CHO-Zellen vom Boden der Wellplatten. Dank des Vorversuchs zur Bestimmung der
spezifischen Bindung konnte diese Fehlerquelle durch die Optimierung der
Waschvorgange weitgehend minimiert werden.

Far ein Routinelabor ist die durchgefihrte Versuchsreihe eher ungeeignet und zu komplex,
zumal die Spezifitdt und Sensitivitdt der TRAK-Nachweise bei Morbus Basedow mit dem
angewendeten Bindungsassay nicht héher lagen als im herkdmmlichen Labor.

Die Ergebnisse bei Hashimoto-Thyreoiditis und den nicht autoimmunen SD-Erkrankungen
waren allerdings erfreulich und geben AnlaB zum Umdenken. Es zeichnet sich ab, daB die
TRAK-Bestimmung auch bei diesen Patientenkollektiven eine zunehmendere diagnostische
Bedeutung spielen wird.
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6.1 Deutsche Zusammenfassung

Einleitung und Zielsetzung:

In der vorliegenden Arbeit sollte der Nachweis von TSH-Rezeptorantikdérpern mittels eines
Bindungsassays und JP26- Zellen erbracht werden.

TSH-Rezeptorantikérper (TRAK) werden in Seren von vielen Patienten mit einer Autoimmun-
thyreoiditis entdeckt. Der in dieser Arbeit ausgewahlte Radioimmunassay verwendet
chinesische Hamster Ovarienzellen (CHO-Zellen), die humanen TSH-Rezeptoren
exprimieren. Der Bindungsassay basiert auf dem Prinzip der Verdrangung von radioaktiv
markiertem bovinem-TSH (Tracer) durch vorhandene TSH-Rezeptorantikérper im
Patientenserum. Dabei ist es nicht entscheidend, ob es sich um funktionsblockierende oder
funktionsstimulierende TRAK handelt.

Der verwendete Bindungsassay gilt als einer der sensitivsten, kompetitiven Bindungsassays
fir die Detektion von TRAK und kann deshalb ein relevanter Verlaufsmarker bei Patienten
mit Morbus Basedow und Hashimoto sein.

Material und Methode:
Die JP26-Zellen wurden ausgewahlt, weil sie sich mit einer Anzahl von 2.000 TSH-

Rezeptoren an ihrer Oberflache gut mit der TSH-Rezeptordichte humaner Thyreozyten
vergleichen lassen.

Die verwendeten Patientenseren wurden unterteilt in 5 Gruppen:

Gruppe 1: Morbus Basedow (n = 85), Gruppe 2: Kontrollgruppe (n = 76), Gruppe 3:
Hashimoto-Thyreoiditis (n = 29), Gruppe 4: Andere Autoimmunerkrankungen (n = 14),
Gruppe 5: Nicht-autoimmune Schilddriisenerkrankungen (n = 38).

Die Morbus Basedow-Gruppe wurde zusatzlich untergliedert in floride und langer als 9
Monate behandelte Gruppen sowie in TRAK positive und TRAK negative Gruppen:

Gruppe 1A: floride und positive TRAK, Gruppe 1B: floride und negative TRAK,

Gruppe 1C: behandelt und positive TRAK, Gruppe 1D: behandelt und negative TRAK.

Die kultivierten JP26-Zellen wurden mit einer Zellanzahl von 300.000 Zellen / Well
zusammen mit IMDM-Medium in 24-Lochplatten aufgeteilt. Am nachsten Tag wurden die in 5
%iger CO,-Atmosphéare bei 37°C inkubierten Lochplatten mit PBS gewaschen. Danach
wurde 150 ul modifizierter KRB-Puffer, 50 ul Serum und 50 pl 125 I-bTSH in jede Vertiefung
pipettiert. Die bestlckten Lochplatten wurden diesmal bei 4°C Uber 24 Stunden inkubiert.
AnschlieBend wurden die JP26-Zellen mit 0,5 ml 4 °C kalten KRB-Puffers gewaschen und
mit 0,5 ml 1 N Natronlauge (NaOH) gelést. Die verbliebene Radioaktivitdt wurde zuletzt im

gamma-Counter gemessen.
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Ergebnisse:
Gruppe 1: 31 %, Gruppe 2: 5 %, Gruppe 3: 17 %, Gruppe 4: 0 %, Gruppe 5: 16 %.
Gruppe 1A: 80 %, Gruppe 1B: 0 %, Gruppe 1C: 36 %, Gruppe 1D: 14 %.

SchluBfolgerung:

Die Sensitivitat der TRAK-Nachweise in der MB-Gruppe war entgegen aller Erwartungen
niedriger als im Routinelabor. Dies lag vermutlich auch an einer sehr hohen Affinitat des
verwendeten bovinen-TSH-Tracers fir TSH-Rezeptoren.

Es fanden sich jedoch bemerkenswerte Ergebnisse in der Gruppe der Hashimoto-
Thyreoiditis und der nicht-autoimmunen Schilddriisenerkrankungen. In beiden Gruppen
konnten in mehreren Seren ( 17 bzw. 16 % ) positive TRAK-Werte nachgewiesen werden.
Daraus laBt sich schlieBen, daB die in vorliegender Arbeit angewendete
Untersuchungsmethode eine hdhere Sensitivitat zum Nachweis von TRAK bei Hashimoto-
Thyreoiditis besitzt.

Gewichtige und neueste Studien, sowie Ergebnisse von Untersuchungen der gleichen
Arbeitsgruppe, die sich mit zwei unterschiedlichen Assays zur Unterscheidung
funktionsblockierender und funktionsstimulierender TRAK befaBt haben, stitzen diese
Aussage.

Letztlich liegt der SchluB nahe, daB es sich bei den in diesen beiden Gruppen
nachgewiesenen TSH-Rezeptorantikdrpern, um Uberwiegend funktionsblockierende TRAK
handelt.

Dagegen erscheint zum TRAK-Nachweis, insbesondere funktionsstimulierender TRAK bei
Morbus Basedow Patienten, die Anwendung einer auf kompetitiver Hemmung beruhende
Untersuchungs-methode nur unzureichend sensitiv.
Das in vorliegender Arbeit angewendete Verfahren eignet sich offenbar vergleichsweise
besser zur Detektion funktionsblockierenden TRAK.
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6.2 Englische Zusammenfassung (Summary)

Introduction and objective:

The objective of this work is to prove the presence of TSH-receptor antibodies by means of a
binding inhibition assay and JP26 cells. TSH-receptor antibodies (TRAK) can be found in
serums by many patients with autoimmune thyroid disease.

The Radio immune bindingassay selected in this work used Chinese hamsters ovary cells
(CHO cells), which express the human TSH receptors.

The Bindingassay is based on the principle of the displacement of radioactively marked
bovinem TSH (tracer) by existing TSH-receptor antibodies in the patient serum. It is not
crucial whether it concerns function-blocking or function-stimulating TRAK. The bindingassay
used here is one of the most sensitive competitive TSH binding inhibition assays for the
detection of TRAK and can be a reliable process marker in patients with Graves” disease
and Hashimoto’s thyroiditis.

Material and methods:

The JP26-cells were selected, because their TSH-receptor density with a number of 2.000
TSH-receptors on their surface is similar to the TSH-receptor density of human thyrocytes.
The used patient serums were divided into 5 groups: Group 1: Graves” disease (n=85),
group 2: Control's group (n=76), group 3: Hashimoto’s thyroiditis (n=29), group 4: Other
autoimmune illnesses (n=14), group 5: non-autoimmune thyroid illnesses (n=38). The
Graves” disease group furthermore was subdivided into florid groups and groups treated
longer than 9 months, as well as in TRAK positive and TRAK negative groups: Group 1A:
florid and positive TRAK, group 1B: florid and negative TRAK, group 1C: treated and
positive TRAK, group 1D: treated and negative TRAK.

The cultivated JP26-cells 300.000 cells/well have been divided with IMDM-medium into 24-
well-plates. On the next day the incubated well-plates under an atmosphere of 5 % CO, at
37°C were washed with PBS. Afterwards 150 ml modified KRB-buffer, 50 ml serum and 50
ml 125 I-bTSH was pipetted into each well.

The equipped perforated well-plates were incubated this time with 4°C over 24 hours.
Afterwards the JP26-cells were washed with 0.5 ml 4 °C cold KRB buffer and solved with 0.5
ml 1 N caustic soda liquid (NaOH). In the end the remaining radioactivity was measured in

the gamma-Counter.
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Results:
Group 1: 31%, group 2: 5%, group 3: 17%, group 4: 0%, group 5: 16%.
Group 1A: 80%, group 1B: 0%, group 1C: 36%, group 1D: 14%.

Conclusion:

Contrary to expectations the sensitivity of TRAK-proof in the Graves” disease group was
lower then in the routine laboratory. A reason for this could be a very high affinity of the used
bovine TSH-Tracers for TSH-receptors.

However, there were remarkable results in the group of Hashimoto’s thyroiditis and non-
autoimmune thyroid disease. In both groups it was possible to detect several serums (17
respectively 16 %) of positive TRAK-value.

The conclusion of this scientific work is that the used method of investigation shows a higher
sensitivity of proving TRAK on Hashimoto’s disease. Authoritative and new studies in the
same field, which also deal with function blocking and function stimulating TRAK have results
supporting the statement in this scientific work.

The expectation is that the proven TSH-receptor antibodies are function blocking TRAK.

For TRAK-proof, especially for proof of function stimulating THS-receptor antibodies on
patients with Grave’s disease, it seems that the use of competitive inhibition is insufficiently
sensitive based on the method of investigation.

Opposed to that the method used here seems to be better for detection of function blocking
TRAK.
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Tabellenanhang 1

Versuchsergebnisse (TRAK)

Anz. Name | Alter |[F/M] TRAK | EO | Gruppe CPM B/T% in U/L pos./neg.
1 |Ne., Re. 32 | F 40 1A 1239 9,53% 64,55 pos.
2 |Sch., Iv. 41 F 50 1A 930 9,30% 69,15 pos.
3 |Vi, Li. 27 | F 22 + 1A 979 7,53% 115,33 pos.
4 |Bo., Bi. 31 F 39 - 1A 280 2,15% 463,01 pos.
5 |Kr., Im. 49 | F 26 | (+) 1A 442 3,40% 341,85 pos.
6 |Ho., Ma. 78 | F 26 1A 2230 17,32% 4,20 neg.
7 |Ha., Al 80 | F 45 1A 301 2,34% 442 45 pos.
8 |Bi., Ch. 50 | F 55 + 1A 124 0,90% 620,62 pos.
9 |Du.,Ir 26 | F 29 - 1A 660 5,13% 220,51 pos.
10 |Oe., Me. 69 | F 57 - 1A 2556| 19,85% 1,38 neg.
11 |Ta., Be. 52 | F 215 1A 1298 9,98% 56,33 pos.
12 |Mo., Ch. 32 | F 25 - 1A 1331 10,24% 42,02 pos.
13 |Vo., Ul 45 | F | 215 1A 979 7,53% 115,33 pos.
14 |Pl., Mi. 31 | M 35 + 1A 2297| 17,84% 3,38 neg.
15 |Ma.,Uw. | 23 | M 56 1A 717 5,52% 199,12 poSs.

pos. sind

Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 1A ist 183,95 U/L 80,00%
1 |Fr., Ed. 38 | F 5 1B 2671| 20,75% 0,89 neg.
2 |Pe., Fr. 35 | F 6 1B 2874 22,32% 0,39 neg.
3 |Ko., Ja. 39 | F 5 1B 2817| 21,88% 0,50 neg.
4 |Es., Ma. 49 | F 12 1B 2616| 20,32% 1,10 neg.
5 |Da., B. 39 | F 14 1B 2521 19,58% 1,56 neg.
6 |Ke., We 53 | M 7 1B 2678| 20,80% 0,87 neg.

pos. sind

Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 1B ist 0,89 U/L 0,00%
1 |Vo., Su. 23 | F 61 + 1C 1489| 13,54% 17,63 poSs.
2 |KI., El 57 | F 15 1C 2322| 18,04% 3,10 neg.
3 [Sp,ls. 31 F 18 1C 1668 13,91% 15,48 pos.
4 |St., Ed. 45 | F 55 1C 2341 18,18% 2,92 neg.
5 |Ka., Ga. 39 | F 15 1C 2605| 20,23% 1,15 neg.
6 |Ko., Ge. 67 | F 29 1C 2114| 16,42% 6,04 neg.
7 |Fl., Br. 57 | F 21 1C 2580| 20,04% 1,26 neg.
8 |Di., He. 69 | F 52 1C 2391 18,57% 2,46 neg.
9 |HA&., Al 80 | F 34 1C 594 4,61% 252,17 pos.
10 |Se., Ma. 25 | F | 215 1C 2404| 18,60% 2,43 neg.
11 |Bo., Si. 35 | F 25 1C 1737| 13,97% 15,15 pos.
12 |KI., El 58 | F 15 1C 2132 15,50% 8,64 neg.
13 |Vo., Su. 23 | F 61 + 1C 202 1,90% 491,35 pos.
14 |MdQ., In. 68 | F 57 1C 1752 14,00% 15,00 pos.
15 |De., Ca. 34 | F | 215 | + 1C 2984 21,70% 0,55 neg.
16 |Sa., Gl. 24 | F 215 1C 2319| 18,01% 3,14 neg.
17 |Bi., By. 37 | F 44 - 1C 2303| 16,74% 5,32 neg.
18 |Ta., Be. 25 | M| 215 1C 1684 13,08% 20,68 pos.
19 |Ka,, Is. 50 | M| 215 | + 1C 578 4,49% 260,02 pos.
20 |He., Uw. 27 | M 21 1C 2269| 17,45% 3,98 neg.
21 |No., Wa. 64 | M 15 + 1C 2191 15,93% 7,32 neg.
22 |Su., Ko. 69 | M 25 1C 2159| 16,77% 5,26 neg.

pos. sind

Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 1C ist 51,87 U/L 36,36%
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Tabellenanhang 1

Versuchsergebnisse (TRAK)

Anz. Name | Alter |F/M| TRAK | EO | Gruppe CPM B/T% in U/L pos./neg.
1 |Kn., Ma. 33 | F 1 1D 1512] 18,75% 16,38 pos.
2 |Mn,Ga. | 42 | F 2 1D 1773 16,12% 6,80 neg.
3 |Sch,Br. | 564 | F | <15 1D 1547| 13,97% 15,15 pos.
4 |Ko., An. 79 | F 0 1D 1637| 14,89% 10,85| neg.-pos.
5 |Ka,lr. 40 | F 3 1D 2004 18,22% 2,87 neg.
6 |He., Ma. 61 | F 2 1D 1807| 16,43% 6,02 neg.
7 |Ni., Ga. 41 | F 6 1D 1861] 16,92% 4,95 neg.
8 |Ma, Cl 44 | F 3 1D 1781 16,20% 6,59 neg.
9 |Va., An. 35 | F 0 1D 1909 17,36% 4,13 neg.
10 |Sch.,Mo. | 45 | F | <15 1D 1805| 16,41% 6,07 neg.
11 |Da.,Ir. 41 | F 9 1D 1509 14,00% 15,00 pos.
12 |Ba., Co. 42 | F 1 1D 1804 16,10% 6,85 neg.
13 |Gi., Ge. 5 | F 8 1D 2327 16,92% 4,95 neg.
14 |Ba., Ma. 53 | F ? 1D 2231 16,22% 6,54 neg.
15 |Je., Ca. 32 | F 0 1D 2684 19,51% 1,61 neg.
16 |Ma., Da. 2 | F 0 1D 3169| 23,04% 0,26 neg.
17 |Ko., Sa. 30 | F 12 + 1D 2184| 15,88% 7,47 neg.
18 |Se., Ma. 32 | F 8 + 1D 2517| 18,30% 2,77 neg.
19 |He., Fa. 31 | F 7 1D 2652| 19,28% 1,79 neg.
20 |Re., Ke. 36 | F| <15 | + 1D 2853| 20,74% 0,90 neg.
21 |De., EL 32 | F 0 1D 1914| 17,40% 4,06 neg.
22 |Me., Ma 31 | F 0 1D 1836| 16,70% 5,41 neg.
23 |Ka, Ga. 40 | F 9 1D 2060| 18,73% 2,30 neg.
24 |Me., Ma 31 | F 3 1D 1861| 16,92% 4,95 neg.
25 |Po., Mo. 36 | F 5 1D 1316] 11,97% 30,01 pos.
26 |Ca., An. 35 | F 13 1D 2077 18,89% 2,14 neg.
27 |Ki., Na. 34 | F 11 1D 2564 19,92% 1,33 neg.
28 |Wa, La. 41 | F | <15 1D 2560 19,89% 1,35 neg.
29 |Lo., Ma. 71 | F| <15 1D 2608 20,26% 1,13 neg.
30 |Ca., An. 35 | F 13 1D 2569 19,95% 1,31 neg.
31 |Ta. Be. 26 | M 0 1D 2700 19,63% 1,53 neg.
32 |Mi., Ho. 56 | M 14 1D 1834| 16,68% 5,45 neg.
33 |Ba., Gu. 57 | M 2 1D 1755 15,40% 9,00] neg.-pos.
34 |Ni., Ra. 20 | M 11 1D 1553] 18,92% 15,42 pos.
35 |Pi., Gu. 34 | M 0 1D 1834| 16,68% 5,45 neg.
36 |Ha., Ma. 52 | M 8 + 1D 2538| 18,45% 2,60 neg.
37 |Fo., Ro. 31 | M 9 1D 2257 16,41% 6,07 neg.
38 |Za., Ca. 43 | M 5 + 1D 1267] 11,52% 34,75 pos.
39 |Ka,ls. 52 | M 8 1D 2158| 15,69% 8,03 neg.
40 |Fi., Em. 54 | M 6 1D 2293| 16,67% 5,47 neg.
41 |Ha., Nh. 24 | M 4 + 1D 2746| 19,97% 1,30 neg.
42 |Ru., Ma. 37 | M 1 1D 3051 22,18% 0,43 neg.

pos. sind

Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 1D ist 6,61U/L 14,29%
1 |Sch,, Id. 67 | F 2 2301 17,87% 3,33 neg.
2 |G6,Ma. | 61 | F 2 2544| 19,65% 1,51 neg.
3 |Ko, Ir. 53 | F 2 2231 17,23% 4,36 neg.
4 |Sch.,Gi. | 71 | F 2 2257 17,43% 4,01 neg.
5 |Bo., An. 54 | F 2 2213| 17,09% 4,62 neg.
6 |We,Ma. | 55 | F 2 2291 17,70% 3,58 neg.
7 |We, Hi. 73 | F 2 2383 18,41% 2,64 neg.
8 |As., Ch. 75 | F 2 2446| 18,89% 2,14 neg.
9 |We.,In. 5 | F 2 2117 16,35% 6,21 neg.
10 |Ho., Er. 66 | F 2 2298| 17,75% 3,51 neg.
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Tabellenanhang 1

Versuchsergebnisse (TRAK)

Anz. Name | Alter |F/M| TRAK | EO | Gruppe CPM B/T% in U/L pos./neg.
11 _|Fi., Sa, 38 | F 2 2370 18,31% 2,76 neg.
12 |Do., Ma. 76 | F 2 2193| 16,94% 4,91 neg.
13 |St., Vi. 59 | F 2 3004| 23,11% 0,25 neg.
14 |Ho., In. 53 | F 2 2568| 19,83% 1,39 neg.
15 |Fe., Al 42 | F 2 2398| 18,52% 2,52 neg.
16 |Vo., Ka. 41 | F 2 3127| 24,05% 0,15 neg.
17 |Br., UL 51 | F 2 2468| 19,06% 1,98 neg.
18 |Me, Lo. 7% | F 2 2199 16,98% 4,83 neg.
19 |[Mu,Ma. | 66 | F 2 2358| 18,21% 2,88 neg.
20 |Es., El 52 | F 2 2639| 20,38% 1,07 neg.
21 |Sp, El 64 | F 2 3025| 23,27% 0,23 neg.
22 |Kl., Bi. 29 | F 2 2524 19,49% 1,63 neg.
23 |Mu,, Ir. 64 | F 2 3091| 23,78% 0,17 neg.
24 |La, An. 49 | F 2 2666| 19,65% 1,51 neg.
25 |Re., Ma. 83 | F 2 3331| 25,62% 0,05 neg.
26 |Ro., An. 31 | F 2 2819| 21,68% 0,55 neg.
27 |Vu., Iv. 63 F 2 2917 22,44% 0,37 neg.
28 |Ju, Ra, 38 | F 2 2823| 20,81% 0,86 neg.
29 |Ha., Me. 68 | F 2 2779 20,49% 1,01 neg.
30 |Ge.,Ma. | 58 | F 2 2725| 20,09% 1,23 neg.
31 |Ka,Ir. 73 | F 2 2666| 19,65% 1,51 neg.
32 |Vo., Ma. 76 | F 2 2909| 22,38% 0,38 neg.
33 |Le, EL 72 | F 2 2507| 18,48% 2,56 neg.
34 |Po., Li. 63 | F 2 2597 19,14% 1,91 neg.
35 |Lo, Lu. 82 | F 2 2434 17,94% 3,27 neg.
36 |Bo., Re. 39 | M 2 2697 20,95% 0,81 neg.
37 |Ja., He 73 | M 2 2418| 18,78% 2,25 neg.
38 |Re., Jo. 58 | M 2 2308| 17,93% 3,25 neg.
39 |En, Lo. 58 | M 2 2273| 17,56% 3,80 neg.
40 |St., He. 65 | M 2 2200 17,00% 4,79 neg.
41 |KI., Ax. 39 | M 2 2253| 17,40% 4,06 neg.
42 |Fu., Di. 46 | M 2 2309 17,83% 3,39 neg.
43 |Sa., Ju 59 | M 2 2190 16,92% 4,95 neg.
44 |Bi., KI. 41 | M 2 2160| 16,68% 5,45 neg.
45 |Au., Ha. 69 | M 2 2349| 18,14% 2,97 neg.
46 |Ts., Di. 55 | M 2 2442| 18,86% 2,17 neg.
47 |Ka., Me. 33 | M 2 2282| 17,63% 3,69 neg.
48 |Kr., Ha. 51 | M 2 2274 17,56% 3,80 neg.
49 |Th,, Ja. 64 | M 2 3051 23,47% 0,21 neg.
50 |St., Er. 75 | M 2 3053| 23,48% 0,20 neg.
51 |Bu., Ho. 73 | M 2 2022| 15,62% 8,25 neg.
52 |To., Bo. 63 | M 2 3651| 28,08% 0,01 neg.
53 |Le., Ma. 73 | M 2 1715] 18,25% 19,50 pos.
54 |Hi., Jo. 27 | M 2 2224 17,18% 4,45 neg.
55 [Kl., Gi. 74 | M 2 817 6,31% 161,32 pos.
56 |De., Ot. 63 | M 2 2371 18,31% 2,76 neg.
57 |Kr., Em. 57 | M 2 2520 19,46% 1,65 neg.
58 |We., Ma 16 | M 2 3045| 23,42% 0,21 neg.
59 |Sch,Uw.| 32 | M 2 2765 21,27% 0,69 neg.
60 |lp., Na. 20 | M 2 2306| 17,81% 3,42 neg.
61 |Mu., Mi. 36 | M 2 2934| 22,57% 0,34 neg.
62 |Om.,Mo. | 45 | M 2 1728| 12,74% 23,22 pos.
63 |Sch.,Be. | 52 | M 2 2998| 23,06% 0,26 neg.
64 |Wi., Ed. 63 | M 2 3277 25,21% 0,07 neg.
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Tabellenanhang 1

Versuchsergebnisse (TRAK)

Anz. Name | Alter |[F/M] TRAK | EO | Gruppe CPM B/T% in U/L pos./neg.
65 |Po., Ed. 67 | M 2 3266| 25,12% 0,07 neg.
66 |Ch., Di. 62 | M 2 2777] 20,47% 1,02 neg.
67 |Pa., Pe. 33 | M 2 2681 19,76% 1,44 neg.
68 |We., Pe. 58 | M 2 2643| 18,75% 2,28 neg.
69 |Sch.,Wa.| 51 | M 2 2719| 20,04% 1,26 neg.
70 |Le., lc. 79 | M 2 2661 19,62% 1,53 neg.
72 |Re., Fr. 38 | M 2 2419| 17,83% 3,39 neg.
73 |Ho., St. 25 | M 2 2757 21,20% 0,71 neg.
74 |Th., Jo. 5 | M 2 3013| 23,18% 0,24 neg.
75 |Na., Ki. 17 | M 2 3027| 23,28% 0,23 neg.
76 |Ka., Ha. 35 | M 2 1544 11,99% 29,82 pos.

pos. sind
Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 2 ist 5,15 U/L 5,26%
1 |Ru., Sa. 25 | F 3 3 3268| 23,76% 0,17 neg.
2 |Re., Ed. 78 | F 3 3125| 22,72% 0,32 neg.
3 |Ez., Fa. 52 | F 3 3347| 24,33% 0,12 neg.
4 |Wi., An. 51 F 3 1756 12,77% 22,98 pos.
5 |Fi., Li. 79 | F 3 1902| 13,96% 15,21 pos.
6 |G, In. 71 F 7 3 2830| 20,58% 0,97 neg.
7 |Ne., Ma. 57 | F 3 3091 2247% 0,36 neg.
8 |Ri., Ur. 70 | F 3 3191 23,20% 0,24 neg.
9 |Kr., Ni. 30 | F 6 3 3239| 23,55% 0,20 neg.
10 |Ké., El 55 | F 3 3 2327| 20,62% 0,95 neg.
11 |Sch., El 63 | F 3 2200| 19,50% 1,62 neg.
12 |(Tr., Ga. 37 | F 3 2484 22,01% 0,47 neg.
13 |(Di., Bi. 29 | F 1 3 2174 19,27% 1,80 neg.
14 |Ts., Va. 4 F 2 3 2446| 21,68% 0,55 neg.
15 |Si., Be. 27 | F 9 3 2022 17,92% 3,26 neg.
16 |Wi., Ur. 55 | F 3 3 2198| 19,48% 1,64 neg.
17 |Sch., M. 441 F 2 3 2176| 19,28% 1,79 neg.
18 |BI., Hi. 5 | F 2 3 2518| 22,31% 0,40 neg.
19 |We., Ir. 54 | F 1 3 2343| 20,76% 0,89 neg.
20 |Fr., An. 31 F 7 3 2191 19,42% 1,68 neg.
21 |Tr., He. 73 | F 3 2161 19,15% 1,90 neg.
22 |St., El 62 | F 9 3 2408| 21,34% 0,66 neg.
23 |Sch.,,Ch. | 36 | F 3 2555| 22,64% 0,33 neg.
24 |Ro., Je. 28 | F 3 247 1,80% 503,10 pos.
25 |Br., Si. 53 | M 11 3 859 6,25% 163,95 pos.
26 |Sch.,En. | 30 | M 4 3 3473| 25,25% 0,07 neg.
27 |Se., Mo. 54 | M 6 3 2628| 19,11% 1,94 neg.
28 |Wi., Pa. 55 | M 4 3 2498| 22,14% 0,43 neg.
29 |Se., Mo. 53 | M 6 3 1109 9,54% 64,36 poSs.
pos. sind
Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 3 ist 27,32 U/L 17,24%
1 |Be., El 34 | F 4 1842 16,75% 5,30 neg.
2 |Ka., Ch. 49 | F 4 2572| 18,70% 2,33 neg.
3 |We,, Er. 77 | F 4 2744 19,95% 1,31 neg.
4 |Pf., Re. 60 | F 4 2609| 18,97% 2,06 neg.
5 |Sch.,,Sa. | 37 | F 4 2518| 22,31% 0,40 neg.
6 |Pf., Re. 60 | F 4 2239| 19,84% 1,38 neg.
7 |We.,,Me. | 55 | F 4 2381 21,10% 0,75 neg.
8 |Mi., Ka. 52 | F 4 2331| 20,66% 0,93 neg.
9 |Jo., El 44 | F 4 2446| 21,68% 0,55 neg.
10 |He., UL 33 | M 4 2526| 22,39% 0,38 neg.
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Tabellenanhang 1

Versuchsergebnisse (TRAK)

Anz. Name | Alter |[F/M] TRAK | EO | Gruppe CPM B/T% in U/L pos./neg.
11 |Da., Ha. 46 | M 4 2393 21.21% 0,71 neg.
12 |Ku., Ro. 60 | M 4 2378| 21,07% 0,76 neg.
13 |Mo., JU. 40 | M 4 2070| 18,34% 2,73 neg.
14 |Ra., Th. 40 | M 4 2210 19,59% 1,55 neg.

pos. sind
Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 4 ist 1,51 U/L 0,00%
1 |Ni., Dé. 56 | F 5 1862| 16,93% 4,93 neg.
2 |Do., Se. 56 | F 5 1735 15,78% 7,76 neg.
3 |Fa., UL 34 | F 5 1999| 18,18% 2,92 neg.
4 |Pi., An. 64 | F 5 1917 17,43% 4,01 neg.
5 |Za., Ul 25 | F 5 1896 17,24% 4,34 neg.
6 |Ke.,In. 22 | F 5 1928| 17,53% 3,85 neg.
7 |Ha., An. 66 | F 5 1841 16,74% 5,32 neg.
8 |Ju., EL 39 | F 5 1713| 15,58% 8,38 neg.
9 |Br., Ru. 83 | F 5 1172| 10,66% 45,66 pos.
10 |Mo., Ba. 88 | F 5 1367| 12,43% 25,77 pos.
11 |To., An. 35 | F 5 1617 14,70% 11,64] neg.-pos.
12 |Da., Co. 43 | F 5 2873| 20,89% 0,83 neg.
13 |De., Ma. 61 F 5 2426| 17,64% 3,67 neg.
14 [KI., Bi. 4 F 5 2223| 16,16% 6,69 neg.
15 |He., Ga. 43 | F 5 2320 16,87% 5,05 neg.
16 [He., Ma. 36 | F 5 2350 17,09% 4,62 neg.
17 |KI., Br. 49 | F 5 2522| 18,34% 2,73 neg.
18 |KI., Br. 49 | F 5 3209 23,33% 0,22 neg.
19 |Kr., He. 71 F 5 2375| 21,05% 0,77 neg.
20 |Sch., El 65 | F 5 2262 20,05% 1,25 neg.
21 |Ar., Ma. 52 | F 5 2248| 19,92% 1,33 neg.
22 |Zo., Ol 71 F 5 2065| 18,30% 2,77 neg.
23 |Gr., Ka. 39 | F 5 1962| 17,84% 3,38 neg.
24 |Sch.,Ed. | 66 | F 5 1680 15,28% 9,38] neg.-pos.
25 |Fr., An. 31 F 5 1444 13,13% 20,33 pos.
26 |Ya., Az. 20 | F 5 1678| 15,26% 9,45 neg.
27 |Sa., Gu. 54 | F 5 3209| 23,33% 0,22 neg.
28 |Ku., He. 65 | M 5 1662| 15,11% 10,00] neg.-pos.
29 |Sch.,Wa.| 67 | M 5 1835| 16,69% 5,43 neg.
30 |JU., Wi. 70 | M 5 1929 17,54% 3,83 neg.
31 |St., Ha. 62 | M 4 5 1244 11,31% 37,17 pos.
32 |He., He 66 | M 5 1292| 11,74% 32,36 pos.
33 |To., An. 47 | M 5 1039 9,45% 66,12 pos.
34 |Ma., In 45 | M 5 1970 14,32% 13,37] neg.-pos.
35 |Ah., He. 64 | M 5 3133| 22,78% 0,31 neg.
36 |Ku., He. 65 | M 5 2321 20,57% 0,97 neg.
37 |BL, Je. 36 | M 5 2370 21,00% 0,79 neg.
38 |Po., Ma. 53 | M 5 2435| 21,58% 0,58 neg.
pos. sind
Die durchschnittliche TRAK-Konzentration der Gruppe 5 ist 9,69 U/L 15,79%
pos. sind
242 Seren insgesamt gemessen ! 37 Seren
\ 15,29%
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Tabellenanhang 2

Hashimoto-Thyreoiditis

BE -->

Blutentnahmedatum flir den Versuch

Die Stoffwechsellage wurde nach dem TSH-Wert

eingeteilt in:
Euthyreot 0,4 - 4,0 mU/I
Hyperthyreot > 4,0 mU/I
Hypothyreot < 0,4 mU/I
Name Datum |Stoffwechsellage| TSH T3 T4 | TG-AK | TPO-AK | TRAK
(mU/l) | (ng/dl) | (ug/dl) | (U/ml) | (IU/ml) (U/L)
Wi., An. 1993-11-01 Euthyreot 1,4 7,8 9 30 3
1997-12-01| Hyperthyreot 0,2 166 47 9
1998-02-01 Hypothyreot 2,8
BE -->| 1998-06-01 Euthyreot 0,8 1,1 1055 497
1998-11-12 Euthyreot 1,8 1
1999-02-01 Euthyreot 1 1,4
2000-07-01 Hyperthyreot 0,03 2,1 122 77 <0,1
2001-02-01 Euthyreot 1,8 266 55
Fi., Li. 1996-11-01| Hyperthyreot 0,2 1 6,8 5025 8 6
1997-10-01 Hyperthyreot 0,3 1,1 6,9
BE -->| 1998-10-09| Hyperthyreot 0,3 1,1 6,9
1999-11-01| Hyperthyreot < 0,01 1,2 7,6
2000-06-01| Hyperthyreot 0,02 1 7,5 2886 16 0,6
Ré., Je. 1996-04-26| Hypothyreot 37,9 5690 > 5000 296
1999-02-01 Hypothyreot 59
Br., Si. 1997-05-07 Hypothyreot 2,7 1 4,8 2667 1294 0
1997-05-25 Hypothyreot 249 0,8 6,9 2493 1714 9
BE -->| 1997-07-25| Hyperthyreot 0,3 1 6,9 2239 2499 11
1997-09-16 Euthyreot 3 1 55 1378 908 54
1998-09-18| Hyperthyreot 0,08 1,1 8,2 39 31 5
Se., Mo. | 1998-06-29 Euthyreot 1,6 1,5 7,8 5618 1931 1
BE -->| 1998-10-16] Hyperthyreot 0,02 1,7 13,5 1459 617 6
1998-12-15|  Hypothyreot 15,3 1,2 5,1 1453 874 0
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Tabellenanhang 2

Nicht autoimmune SD-Erkrankungen

BE -->

Blutentnahmedatum flir den Versuch

Die Stoffwechsellage wurde nach dem TSH-Wert eingeteilt

in:
Euthyreot 0,4 - 4,0 mU/I
Hyperthyreot > 4,0 mU/I
Hypothyreot < 0,4 mU/I
Name Datum Stoffwechsellage | TSH T3 T4 TG-AK |TPO-AK| TRAK
(mU/l) | (ng/dl) | (ug/dl) | (U/ml) | (IU/ml) (U/L)
To., An. 1996-09-23 Hyperthyreot 0,01 1,8 11,4 4 30 2
1997-08-01 Hyperthyreot 0,01 9,7 9 <1 6
BE -->| 1998-11-06 Hyperthyreot < 0,01 9,9
1999-11-01 Hyperthyreot 0,01
Br., Ru. 1996-10-01 Hyperthyreot 0,1 1,5 8,2 35 4 6
1997-06-01 Hyperthyreot 0,03 141
1998-03-01 Hyperthyreot 0,1 11,1
BE -->| 1998-11-06 Euthyreot 0,4 10
2000-04-01 Hyperthyreot 0,05 1,5
2000-05-01 Euthyreot 1,1 1,3
Mo., Ba. | 1998-04-01 Hyperthyreot 0,03 1,5 8,4 531 47 4
1998-09-01 Hypothyreot 8,2 1,4 43
BE -->| 1998-11-04 Euthyreot 2,8
1999-01-01 Euthyreot 2,8 5,5
He., He. 1995-11-01 Hyperthyreot < 0,01 2,3 11,6 50 2 0
1997-03-01 Hyperthyreot < 0,01 1,2 7.1
1997-10-01 Hypothyreot 8,5 1,1 4,7
1998-05-01 Hyperthyreot 0,03 1,3 7,2
BE -->| 1998-08-28 Hyperthyreot 0,01 1,7 7,2
1999-01-01 Hyperthyreot 0,01 1,7 8
1999-05-01 Hyperthyreot 0,02 1,5 7,4
St., Ha. 1997-01-08 Euthyreot 0,5 1 8,9 67 9 0
BE -->| 1998-07-01 Euthyreot 0,7 1 8,9 37 1 4
1999-02-01 Euthyreot 0,4 1 7,6 47 14 0
1999-08-01 Euthyreot 0,4 0,9 8,7 21 8 3
2000-02-01 Hyperthyreot 0,2
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