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Zusammenfassung

Hintergrund:

Die Messung von Laborparametern ist fiir die Endokrinologie ein fundamentaler Bestandteil
in Diagnostik und Verlaufskontrolle von Schilddriisenerkrankungen. Dabei ist es nach wie
vor eine Herausforderung, optimale Analysemethoden zu etablieren und deren Ergebnisse
korrekt zu interpretieren, um diagnostisch verldssliche Marker fiir den klinischen Alltag zu
erhalten.

Calcitonin hat sich als Tumormarker fiir das medulldre Schilddriisenkarzinom
(MTC) bewihrt. Allerdings treten relativ oft moderate Erhohungen der Calcitonin-
Konzentration auf, was zu mehrfachen, teils liberfliissigen Nachkontrollen fiihrt. Deswegen
war es Ziel dieser Arbeit, die bestehenden Grenzwerte zu evaluieren und fiir Manner und
Frauen separat zu definieren.

Das Thyreoidea-stimulierende Immunglobulin (TSI) ist in den letzten Jahren
zunehmend in den Fokus der Forschung geriickt, da es als Teilmenge der TSH-Rezeptor-
Antikorper (TRAK) verspricht, spezifischer als TRAK in der Diagnostik der
Immunhyperthyreose und endokrinen Orbitopathie zu sein. 2015 kam der erste
automatisierte TSI-Immunoassay auf den Markt, dessen Wertigkeit wir hinsichtlich des

bestehenden TRAK-Assays testeten.

Material und Methoden:

Fiir die Calcitonin-Evaluierung wurden in einer retrospektiven Studie mit 2143 Patient/innen
—bei einem derzeitigen Grenzwert von 12 pg/ml — jene 87 Patient/innen eingeschlossen, die
Calcitonin-Konzentrationen von > 10 pg/ml aufwiesen. Die Berechnung der neuen Cut-off-
Werte erfolgte anhand der Klassifizierung in MTC- und Nicht-MTC-Patient/innen.

Im zweiten Teil wurden mit dem Immulite® 2000 TSI-Assay bei 115 Patient/innen
mit Verdacht auf oder bestitigter Hyperthyreose TSI- und gleichzeitig TRAK-Werte
(IASONTRAb®e.-Immunoassay) gemessen. Beziiglich Immunhyperthyreose wurden fiir
TSI und TRAK Grenzwerte berechnet sowie die Ergebnisqualitit der Assays verglichen.

Ergebnisse:
Die durch ROC-Analyse (Receiver Operating Characteristic) erhaltenen Calcitonin-
Grenzwerte betrugen fiir das Gesamtkollektiv 24,5 pg/ml (Sensitivitdt 92,9 %, Spezifitit
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77,5 %, p<0,0001), fir Ménner 23,5pg/ml (Sensitivitit 90,9 %, Spezifitit 82,4 %,
p <0,0001) und fiir Frauen 73,0 pg/ml (Sensitivitdt 100 %, Spezifitdt 80,0 %, p = 0,028). Der
Zusammenhang zwischen MTC-Diagnose und erhohten geschlechtsspezifischen Calcitonin-
Werten lag bei Phi = 0,600 (p <0,0001).

Die ROC-Analyse des TSI-Kollektivs erbrachte zwei mogliche TSI-Grenzwerte mit
0,593 IU/1 und 1,77 IU/1, mit Sensitivitdten und Spezifititen von 90,9 % und 55,1 % bzw.
83,3% und 71,4%. Im Vergleich mit der TRAK-Analyse konnte keine diagnostische

Uberlegenheit von TSI bestitigt werden (X?= 3,34, p=0,0676).

Conclusio:

Calcitonin stellt einen verldsslichen Tumormarker in der Diagnostik des MTC dar, solange
die gemessenen Werte im Kontext von Anamnese und Klinik gesehen und verifiziert
werden. Eine Anderung des allgemeinen Cut-off-Werts von Calcitonin fiir das
Universitédtsklinikum Graz von 12 auf 24,5 pg/ml wére gut moglich.

TRAK bzw. TSI sind sensitive Laborwerte in der Diagnostik der
Immunhyperthyreose. Aktuell kann anhand der Ergebnisse in Graz keine Umstellung auf
den TSI-Immunoassay empfohlen werden, allerdings gibt es neuere, vielversprechende
Publikationen zu unterschiedlichen TSI-Assays, sodass mit einer grof3eren, prospektiven

Studie dieser Einsatz reevaluiert werden konnte.

Schlagworte:
Calcitonin, medulldres Schilddriisenkarzinom, Immunoassay, Thyreoidea-stimulierendes

Immunglobulin, Morbus Basedow




Abstract — New aspects in thyroid biomarkers

Background:

In endocrinology, the measurement of laboratory values represents a fundamental part in
diagnostics and follow-up of thyroid diseases. It is still a challenge to establish optimal
analytic methods and to interpret their results correctly in order to gain reliable diagnostic
markers for clinical practice.

Calcitonin has proven itself as a tumor marker for medullary thyroid cancer (MTC).
However, moderate elevations of calcitonin levels occur quite often and lead to multiple,
sometimes unnecessary follow-up measurements. Therefore, the aim of this work was to
evaluate the current local cut-offs and to separately define them in men and women.

Thyroid-stimulating immunoglobulin (TSI), as a subset of TSH receptor
autoantibodies (TRADb), has drawn increasing attention in the past few years, because it
promises to be more specific in the diagnosis of Graves’ disease and Graves’ orbitopathy
than TRAD. In 2015, the first automated TSI immunoassay entered the market and in this

study, we tested its value in comparison to the prevailing TRAb assays.

Material and methods:
For the evaluation of calcitonin and its current cut-off 12 pg/ml in a retrospective study, we
included 87 out of 2143 patients who showed calcitonin concentrations of > 10 pg/ml. The
calculation of the new cut-offs was carried out by a classification in MTC and non-MTC
patients.

In the second part of the study, TSI and TRAb were measured in 115 patients with
suspected or confirmed hyperthyroidism using the Immulite® 2000 TSI assay and
IASONTRAb®e. immunoassay, respectively. Depending on the diagnosis of Graves’

disease, cut-offs were calculated for TSI and TRAb and the assays were compared.

Results:
The calcitonin cut-offs gained by ROC analysis (receiver operating characteristic) were
24.5 pg/ml in the entire population (sensitivity 92.9 %, specificity 77.5 %, p <0.0001),
23.5 pg/ml in men (sensitivity 90.9 %, specificity 82.4 %, p<0.0001) and 73.0 pg/ml in
women (sensitivity 100 %, specificity 80.0 %, p=0.028). The correlation of diagnosis
(MTC) and elevated gender-specific calcitonin values was phi = 0.600 (p <0.0001).

The ROC analysis of the TSI population led to two possible TSI cut-offs: 0.593 TU/I
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and 1.771U/1 with a sensitivity/specificity of 90.9 %/55.1% and 83.3 %/71.4 %,
respectively. Comparing the results with the TRAb analysis, an advantage of TSI could not
be proven (X?>=3.34, p=0.0676).

Conclusions:
Calcitonin is a reliable tumor marker in the diagnosis of MTCs, as long as the measured
values are interpreted in context of medical history and clinical presentation. An alteration
of the general calcitonin cut-off from 12 to 24.5 pg/ml for the University Hospital Graz
would be suitable.

TRAD and TSI are sensitive laboratory markers in the diagnostic process of Graves’
disease. Based on results in Graz, a switch to the TSI immunoassay cannot be recommended
at the moment. Nevertheless, there are some new and promising publications about different

TSI assays so that their use could be reevaluated by a larger prospective study.

Keywords:
Calcitonin, medullary carcinoma, immunoassay, thyroid-stimulating immunoglobulins,

Graves’ disease
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1. EINLEITUNG

1.1. Calcitonin

1.1.1. Fallbeschreibung Schilddriisenknoten in Abklarung

Im Juli 2015 stellte sich die damals 36-jahrige Patientin M. P. mit dringendem Verdacht auf
ein Schilddriisenkarzinom in der Ambulanz der Klinischen Abteilung fiir Endokrinologie
und Diabetologie an der Universititsklinik fiir Innere Medizin des Universitétsklinikums
Graz vor. Sie war zu diesem Zeitpunkt auch bereits an der Universitétsklinik fiir
Frauenheilkunde und Geburtshilfe in Graz wegen ihrer bestehenden dritten
Schwangerschaft, damals 25. Schwangerschaftswoche, in Beobachtung gewesen, nachdem
zufdllig ein Schilddriisenknoten und nachfolgend auswérts ein hoher Calcitonin-Wert
aufgefallen waren.

Wihrend dieser ersten Konsultation war sie beschwerdefrei. In der Familie seien keinerlei
Tumorerkrankungen bekannt gewesen. Beziiglich der Schilddriise habe sich die GroBmutter
einer Strumaresektion unterzogen und die Mutter habe eine Hypothyreose aufgewiesen. In
der Schilddriisensonographie an diesem Tag zeigte sich ein orthotopes Organ mit den
Dimensionen 1,6 cmx2cmx 5,5 cm rechts und 1,6 cmx2,2cmx 5,6 cm links. Auffillig
war lediglich ein im linken Schilddriisenlappen befindlicher, etwas echodrmerer, scharf
begrenzter Knoten mit deutlicher Vaskularisation und den Maflen 1,1 cmx 0,7 cm x 0,5 cm.
Es wurde ein umfangreiches endokrinologisches Labor abgenommen, wobei sich
Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH), freies Thyroxin (fT4), freies Trijodthyronin
(fT3),  Thyreoperoxidase-Antikorper  (TPO-AK),  TSH-Rezeptor-AK  (TRAK),
Thyreoglubulin-AK (Tg-AK), Thyreoglobulin (Tg), Parathormon intakt (PTH), Vitamin D3,
1,25-(OH);-Vitamin D3 und Gastrin im Normbereich befanden. Nur Calcitonin war mit
1398 pg/ml massiv erhoht (Referenzbereich 0-12 pg/ml). Dieses war bereits auswérts in den
beiden Wochen zuvor zweimalig bestimmt worden und war dabei mit 1257 pg/ml bzw.
1207 pg/ml dhnlich hoch gewesen.

Die Kombination aus sonographischem Schilddriisenknoten und erhohtem Calcitonin im
Blut ergab den dringenden Verdacht auf ein medulldres Schilddriisenkarzinom. Nach
interdisziplindren Gesprachen kam man zu dem Schluss, eine operative Therapie moglichst
friih nach der (vorverlegten) Entbindung des Kindes anzustreben. Es sollte eine
Strumaresektion mit Schnellschnitt und moglicher Neck Dissection am AKH in Wien

durchgefiihrt werden. Eine vorherige Feinnadelpunktion war auf Wunsch der Patientin




wihrend der bestehenden Schwangerschaft nicht vorgenommen worden, da die mehrfach
erhohten Calcitonin-Werte eindeutig erschienen.

Bei der endokrinologischen Kontrolle einen Monat spiter, wihrend der 30. SSW, war der
Knoten grofenident und das Calcitonin lag mit 1199 pg/ml dhnlich hoch wie zuvor. Eine
MEN-Genetik-Untersuchung wurde eingeleitet, die allerdings keinen Anhalt auf eine RET-
assoziierte genetische Prédisposition erbrachte. Mit der Patientin wurde eine Entbindung per
sectionem ab der 32. SSW besprochen.

Nach der Geburt der Tochter Ende Oktober 2015 (38. SSW) wurde fiinf Wochen spiter die
geplante  Strumaresektion mittels Hemithyreoidektomie inklusive Lymphknoten-
Probeexzisionen préilaryngeal und prétracheal durchgefiihrt. Die Histologie ergab eine
Struma diffusa et nodosa mit einer chronisch lymphozytdren Thyreoiditis, Entziindungsgrad
1 nach Williams und Doniach, jedoch entgegen dem Verdacht kein medulldres Karzinom
und keine C-Zellhyperplasie.

Bei einer Kontrolle im Januar 2016 lag das Calcitonin nur noch bei 4 pg/ml. Unter
Suppressionstherapie mit Euthyrox® 50 (Levothyroxin 50 ug) war Frau P. bei subjektivem
Wohlbefinden und gut belastbar, sie klagte postoperativ nur iiber eine voriibergehende
Einschriankung ihrer Singstimme.

Nun stellte sich aber die Frage, wie es hatte sein konnen, dass am Universititsklinikum Graz
permanent derart hohe Calcitonin-Werte offenbar ohne pathophysiologisches Korrelat
hatten gemessen werden konnen. Die Labormessmethode mittels Immulite® 2000, einem
immunometrischen Chemilumineszenz-Assay, wurde iiberarbeitet und bei der Patientin das
Calcitonin stattdessen mittels Radioimmunoassay (RIA) bestimmt, worauthin nun
Normalwerte gemessen wurden.

Als Ursache fiir diese inakzeptable Abweichung im Sinne eines falsch-positiven Wertes
wurden heterophile Antikorper im Serum der Patientin diskutiert, die moglicherweise durch
die Schwangerschaft entstanden oder verandert worden waren und mit Immunglobulinen des
Calcitonin-Assays interagiert haben kdnnten (1).

Aus diesem Anlass werden zum einen nunmehr alle erhéhten Calcitonin-Werte in der
Endokrinologie-Laborplattform mittels RIA verifiziert und erst danach fiir die Zuweisenden
freigegeben und zum anderen wurde die vorliegende Diplomarbeit begonnen, um eine
retrospektive Ubersicht {iber alle bisher verfiigbaren Calcitonin-Werte und deren klinische

Relevanz zu bekommen.




1.1.2. Das Hormon Calcitonin

Calcitonin ist ein Polypeptidhormon aus 32 Aminosduren, das in den C-Zellen der
Schilddriise gebildet wird. Diese werden auch parafollikuldre Zellen genannt (2). Sie liegen
vereinzelt zwischen den Thyreozyten und sind im Gegensatz zu diesen neuroektodermalen
Ursprungs (3). Gemeinsam mit dem verwandten Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)
wird es durch ein Gen auf dem kurzen Arm von Chromosom 11 kodiert (2). Diese zwei
verschiedenen Hormone entstehen dabei durch eine unterschiedliche posttranskriptionelle
Weiterverarbeitung (4), nidmlich alternatives Spleilen (3), wobei CGRP in den
neuroendokrinen Zellen des ZNS gebildet wird und einen potenten Vasodilatator

darstellt (4).

Physiologische Funktionen und Wirkmechanismus.

Hauptwirkung des Calcitonin ist die Senkung des Serum-Calciumspiegels, folglich wird die
Sekretion durch eine kurzfristige Hypercalcdmie ausgelost, die den Calcium-Sensing-
Rezeptor aktiviert (2). Bei persistierenden hohen Calciumwerten, beispielsweise bei einem
priméren Hyperparathyreoidismus, nimmt die Empfindlichkeit der Zielzellen jedoch ab und
es wird weniger Calcitonin sezerniert (4). Auch nach Nahrungsaufnahme kommt es zur
Calcitonin-Ausschiittung, ausgeldst durch Gastrin, Cholecystokinin und Glucagon, ferner
auch durch Ostrogene in der Schwangerschaft und bei der Laktation (4).

Calcitonin entfaltet anschlieend seine Wirkung iiber Bindung an G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, die je nach Subtyp das Adenylatzyklasesystem oder die Phospholipase Cp
aktivieren, wodurch es zum intrazelluliren Konzentrationsanstieg von cAMP und Calcium
kommt (3).

Erstens bewirkt dieser Mechanismus in den Knochen eine Hemmung der Osteoklasten,
wodurch weniger Calcium und Phosphat aus den Knochen freigesetzt wird. Dies ist
besonders wihrend Schwangerschaft und Stillzeit relevant, wenn der hohe Calciumbedarf
des Kindes fiir dessen Skelettmineralisierung gedeckt werden muss, ohne die miitterlichen
Knochen tlibermdflig zu entmineralisieren. Deswegen finden sich in dieser Zeit erhohte
Spiegel von Calcitonin und 1,25-(OH)>-Vitamin D bei der Mutter (4).

Zweitens bewirkt Calcitonin iiber eine Verminderung der tubuldren Calciumriickresorption
in der Niere eine vermehrte renale Calciumausscheidung. Gleichzeitig sorgt es hier fiir eine
verstarkte 1,25-(OH)-Vitamin-D-Produktion. Die Nieren sind zudem der Hauptort fiir
Calcitonin-Metabolisierung und -Abbau (2).

Als Dirittes ist zu erwdhnen, dass Calcitonin auch die Magensaft- und Pankreassekretion




sowie die Darmmotilitit hemmt, was iiber eine verlangsamte Verdauung zu einer

langsameren Calciumresorption fiihrt und damit einer tempordren Hypercalcdmie vorbeugt

3).

Die pathophysiologische Bedeutung?

Interessanterweise sind keine schwerwiegenden Folgen bei Fehlen oder UbermaB von
Calcitonin bekannt; so ist weder bei einem Calcitonin-Mangel, z. B. nach Thyreoidektomie,
noch bei einem -Exzess, meist durch ein medulldres Schilddriisenkarzinom (MTC), mit
auffélligen klinischen Erscheinungen zu rechnen. Das heif3t, selbst bei letzterem kommt es
weder zu Hypocalcimien noch zu einer Osteopetrose entsprechend einer vermehrten
Knochenmineralisierung (4). Lediglich Diarrhoen wurden beim MTC mit sehr hohen
Calcitonin-Spiegeln in einigen Féllen beschriecben (5). Deswegen wirft die
(patho)physiologische Bedeutung des Calcitonin weiterhin Fragen auf, es darf aber wohl als
einer der physiologischen Regulatoren im Calcium- und Knochenstoffwechsel betrachtet

werden (2).

1.1.3. Labormessung und potentielle Grenzen

Messverfahren:

Calcitonin wird aus dem Serum mittels immunometrischer Methoden bestimmt. Wegen der
sehr kurzen Halbwertszeit von circa 10 Minuten muss es fiir eine Lagerung sofort auf -20 °C
eingefroren werden, bei einer Lagerung fiir mehr als zwei Wochen auf -70 °C (6).

Fiir die quantitative Messung kommen in der Regel entweder ein Lumineszenzimmunoassay
(LTA) oder ein Radioimmunoassay (RIA) zum Einsatz (7). Abbildung 1 visualisiert die im
Folgenden beschriebene Methodik anhand eines RIA.

Beiden Verfahren ist bei der kompetitiven (klassischen) Methode gemeinsam, dass das zu
bestimmende Antigen (hier: Calcitonin) mit einer konstanten Menge eines markierten
Antigens versetzt und mit spezifischen Antikdrpern im Unterschuss zur Reaktion gebracht

wird.
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Abbildung 1 — aus ,,LaborMedizin“ von Bruhn et al. (8), Darstellung eines kompetitiven
Radioimmunoassays; Calcitonin entspricht dem natiirlichen Antigen und konkurriert mit
dem markierten Antigen um die AK-Bindungsstellen.

Im Falle eines LIA wird mit einem Luminogen markiert, beim RIA mit einem radioaktiven
Isotop (meist '*Jod), auch Tracer genannt (8). Das in der Probe enthaltene Calcitonin
konkurriert dann mit diesen markierten Antigenen um die Antikorperbindungsstellen. Bei
einem hohen Calcitonin-Gehalt wird deshalb viel Calcitonin und nur wenig von den
markierten Antigenen an die Antikorper gebunden, bei niedriger Calcitonin-Konzentration
entsprechend umgekehrt. Der Messansatz wird anschlieBend gewaschen und von allen

ungebundenen Antigenen befreit, sodass nur noch Antigen-Antikdrper-Komplexe vorliegen.




Dabei entspricht geméfl dem Massenwirkungsgesetz das Verhiltnis von Calcitonin zu den
markierten Antigenen demjenigen von allen Antigen-Antikorper-Komplexen zu den
markierten Komplexen (8). Die markierten im Komplex gebundenen Antigene senden im
LIA angeregtes Licht und im RIA radioaktive Signale aus, die dann detektiert werden. Die
Stirke dieses Signals ist folglich umgekehrt proportional zur Calcitonin-Konzentration in
der Probe, das heif3t, dass bei einem starken gemessenen Signal nur wenig und bei einem
schwachen Signal dagegen viel Calcitonin in der Probe vorhanden ist. Das Ergebnis wird in

einer Standardkurve aufgetragen und kann so ausgewertet werden (8).

Calcitonin-Referenzwerte:
Die fiir Calcitonin {iblichen Referenzwerte unterscheiden sich je nach Studie, Klinik und
Messmethode. Teils werden sie flir Frauen und Ménner getrennt angegeben, teils fiir beide
Geschlechter einheitlich. Denn in einigen Studien wurde gezeigt, dass Frauen niedrigere
Basalwerte haben als Ménner; ferner auch, dass diese im Alter noch abnehmen (5).
In der deutschsprachigen Literatur fiir Labormedizin werden die Cut-off-Werte z. B. mit

= < 18,2 pg/ml (Ménner) bzw. < 11,5 pg/ml (Frauen) (8)

= <11,5pg/ml (Ménner) bzw. <4,6 pg/ml (Frauen) (9)

= (0-10 pg/ml fiir beide Geschlechter angegeben (7).
Im Universititsklinikum Graz lag der Normbereich nach der urspriinglichen Testeinfithrung

und Evaluierung bis dato bei 0-12 pg/ml.

Beeinflussung des Messwerts:
Es gibt einige Faktoren, die den Messwert des Calcitonins beeinflussen kdnnen. Da
Calcitonin vordergriindig als Tumormarker in der MTC-Diagnostik dient, sollte diesen
Faktoren Beachtung geschenkt werden, um nicht falsch positive oder falsch negative
Analysen zu produzieren. So konnen — selbst iiber den Referenzbereich hinaus — erhohte
Werte auch benigne Ursachen haben, unter anderem (9,10):
= Niereninsuffizienz — wegen verringerter Calcitonin-Abbauleistung der Nieren
= Immunthyreopathie Hashimoto — Calcitonin-Erhohung eventuell durch die
Schilddriise infiltrierende Entziindungsmediatoren und Zytokine (11)
= Hypergastrinimie — Gastrin als Trigger fiir die Calcitonin-Ausschiittung, bereits
durch moderat erhohte Gastrin-Spiegel bei Einnahme von
Protonenpumpenhemmern, bei pernizioser Andmie und anderen Ursachen fiir eine

Achlorhydrie (12)




= Schwangerschaft — physiologisch, spielt vermutlich eine wichtige Rolle bei der
Implantation des Embryos, jedoch stellten Vannucchi et al. nur Calcitonin-Werte von
im Mittel 2,1 pg/ml ohne Einzelwerte oberhalb des Referenzbereichs fest (13)
= maénnliches Geschlecht — denn laut einer Autopsiestudie von Guyétant et al. (14)
haben Minner doppelt so viele C-Zellen wie Frauen und konnen folglich mehr
Calcitonin produzieren, sieche auch Abbildung 2
= Rauchen — gilt vor allem fiir ménnliche (aktive) Raucher, wobei d’Herbomez et al.
Werte von bis zu 21,4 pg/ml gemessen hatten; moglicherweise durch Proliferation
Calcitonin-produzierender neuroendokriner Zellen in der Lunge (15), siche auch
Abbildung 2
= bestimmte Medikamente, z. B. Glucocorticoide, Protonenpumpenhemmer,
Betablocker, Glucagon, humanes oder Lachscalcitonin.
Dabei ist allerdings anzumerken, dass diese Faktoren nur in seltensten Féllen mehr als eine
zweifache Erhohung des Calcitonins im Stimulationstest bezogen auf die basale

Konzentration bewirken (16) bzw. auch die basalen Werte kaum {iber 10-20 pg/ml

hinausgehen.
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Abbildung 2 — Darstellung von d’Herbomez et al. (15). Calcitonin (Ct) wurde bei
euthyreoten Personen mittels fiinf verschiedener Assays (A-E) gemessen und, dargestellt
von links nach rechts, fiir weibliche Nichtraucher, weibliche Raucher, minnliche
Nichtraucher und ménnliche Raucher getrennt aufgetragen. Die Konzentrationen waren
erstens bei Ménnern stets hoher als bei den Frauen der Vergleichsgruppe, zweitens lagen sie
in vier der fiinf Assays bei den Rauchern bzw. Raucherinnen hoéher als bei den
nichtrauchenden Vergleichspersonen.

Erhohte Calcitonin-Werte konnen allerdings auch durch andere Malignome als durch ein

MTC bedingt sein, ndmlich durch neuroendokrine Tumoren wie das Kleinzellige




Bronchialkarzinom, Phiochromozytom, Karzinoid oder Pankreaskarzinom, da bei diesen

vermehrt Calcitonin-Vorstufen produziert werden, die teils zu Calcitonin weiterprozessiert

werden (10).

Neben diesen physiologischen und pathologischen Ursachen, die im Patienten/in der
Patientin begriindet liegen, kann aber auch die Labormessung selbst zu falschen Werten
fiihren. Diese konnen falsch niedrig sein, z. B. wenn die Probe vor der Messung zu lang
ungekiihlt gelagert wurde; sie kdnnen aber auch falsch hoch sein, was zum Teil auf komplexe
Ursachen zuriickzufithren ist, wie im vorliegenden Fallbericht (Punkt 1.1.1) bereits
angedeutet wurde. Dieses Phinomen wurde unter anderem auch von Censi et al. in einem
Fallbericht und Review 2016 (10) rezent beschrieben, bei denen heterophile Antikorper als

Ausloser fir die falschen Werte ausfindig gemacht wurden.

1.1.4. Anwendungen der Calcitonin-Messung

Das medulldre Schilddriisenkarzinom:

Im klinischen Alltag dient die Calcitonin-Messung der Abkldrung einer Struma nodosa in
Abgrenzung zu den Differentialdiagnosen medullires C-Zell-Karzinom (=medullédres
Schilddriisenkarzinom, MTC) und C-Zell-Hyperplasie (17). AuBlerdem wird es als
Familienscreening bei Patient/innen mit MTC und/oder multipler endokriner Neoplasie 2
oder 3 (MEN 2/3) analysiert, ferner auch bei Patient/innen mit Phiochromozytom, das
eventuell in Verbindung mit einer MEN 2 oder 3 steht (9).

Da das MTC von den Calcitonin-produzierenden C-Zellen ausgeht, stellt Calcitonin einen
geeigneten Tumormarker sowohl fiir die Primédrdiagnostik als auch fiir die Tumornachsorge,
also Tumorrest-, Rezidivkontrolle und Metastasendetektion, dar. Wenn auch der Calcitonin-
Cut-off zum Normbereich deutlich niedriger liegt, bestehen bei Stellung der Diagnose eines
MTC meist Werte von iiber 200 pg/ml (9). Die C-Zell-Hyperplasie wird dabei als
Karzinomvorstufe gesehen und ist in Thyreoidektomie-Priparaten mit MTC héaufig
gleichzeitig zu finden (18).

Bei Patient/innen mit Schilddriisenknoten handelt es sich nur in 0,3 bis 1,4 % um ein MTC
(18). Das Karzinom macht circa 5 % aller Schilddriisenmalignome aus, demnach liegen bei
malignomverdédchtigen Knoten in Sono- oder Szintigraphie {iberwiegend papilldre
(ca. 60 %) oder follikuldre Karzinome (ca. 30 %) vor. Zu 75 % tritt es sporadisch mit einem

Altersgipfel vom 50. bis zum 60. Lebensjahr auf und zu 25 % handelt es sich um ein




familidres MTC mit deutlich fritheren Altersgipfeln (19).

Diagnostik des MTC:

Der diagnostische Pfad gestaltet sich dhnlich wie bei den anderen Schilddriisenkarzinomen:
Palpatorisch fallen oft erst Karzinome im fortgeschrittenen Stadium als derbe, schmerzlose
Knoten auf (20), deswegen wird standardméBig eine Sonographie bei z. B. vergroferter
Schilddriise durchgefiihrt. Zu den Kriterien, die fiir ein MTC sprechen, zihlen unter anderem
Knoten mit Echoarmut, unscharfer Begrenzung, grobscholligen Verkalkungen, zentraler
Hypervaskularisierung und fehlendem Halo-Zeichen (21). Da diese aber noch keine sichere
Zuordnung der Dignitdt zulassen, wird in der Regel eine Schilddriisenszintigraphie mit
#mTechnetium oder '*’Iod angeschlossen, bei der nicht-speichernde Areale, also ,kalte
Knoten®, fiir Malignitét sprechen. Eine grof3ere diagnostische Sicherheit gewéhrt jedoch erst
eine ultraschallgezielte Feinnadelpunktion, bei der neben diversen zytomorphologischen
Aspekten der Nachweis von Amyloideinlagerungen und die immunzytometrische
Anfarbung gegen Calcitonin beweisend fiir ein MTC sind (21).

Fiir eine frithzeitige Diagnose des MTC spielt die Bestimmung von Tumormarkern eine
herausragende Rolle — nicht nur von Calcitonin, sondern (ergdnzend) auch vom
carcinoembryonalen Antigen (CEA). In vielen Fillen korreliert die Hohe des praoperativ
gemessenen Calcitonin mit der GroBe des Primértumors, dem Tumorstadium und der
voraussichtlichen postoperativen Remission (21). Postoperativ lassen sich aus der Dynamik
mehrerer konsekutiver Calcitonin-Messungen prognostische Abschétzungen ableiten. So
scheint die Calcitonin-Verdopplungszeit ein essentieller und unabhingiger Pradiktor fiir die
Uberlebensrate zu sein, der sogar dem klinischen Staging iiberlegen ist (22). Barbet et al.
(22) ermittelten fiir eine Verdopplungszeit von unter sechs Monaten eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 25% und eine 10-Jahres-Uberlebensrate von nur 8 %, bei einer
Verdopplungszeit zwischen sechs Monaten und zwei Jahren stiegen die Uberlebensraten auf
92 % bzw. 37 % und bei noch ldngeren Verdopplungszeiten iiberlebten alle Patient/innen
wihrend des Beobachtungszeitraums der Studie.

CEA ist zwar weniger spezifisch fiir die Detektion eines MTC, jedoch wird es in der
Tumornachsorge wegen seiner Assoziation mit einer Tumorprogression routineméfig
gemessen (21). AuBerdem spricht eine disproportional starke CEA-Erhéhung (in Relation
zur Calcitonin-Konzentration) genauso wie niedrige Werte von sowohl CEA als auch
Calcitonin fiir ein niedrig differenziertes MTC (18).

Neben diesen Tumormarkern sind nuklearmedizinische Verfahren im Primérstaging und in




der Rezidivdiagnostik in Verwendung, mit denen durch kombinierte SPECT-CT- oder PET-
CT-Gerite bereits friih kleine Primdrtumoren und Metastasen prézise dargestellt werden
konnen (21). Zu nennen ist in diesem Zusammenhang vor allem die '®F-FDG-PET, die umso
sensitiver ist, je hoher die Proliferationsrate und je biologisch aggressiver der Tumor ist.
Ferner kénnen auch die 'F-DOPA-PET, PET und Szintigraphie mit Somatostatin-
Rezeptoranaloga und Szintigraphie mit '*I-MIBG oder **"Tc-DMSA zum Einsatz

kommen (21).

Merkmale der familidren MTCs:

Was die speziellen Fille der familidren Formen des MTC angeht, kénnen diese im Rahmen
eines MEN-2- oder MEN-3-Syndroms oder singuldr (= Non-MEN) auftreten (19). Allen drei
familidren Formen sind die autosomal-dominante Vererbung sowie die Mutation von RET-
Protoonkogenen auf Chromosom 10 gemeinsam. Deren Genprodukt, ein Tyrosinkinase-
Rezeptor, wird in neuroendokrinen Zellen exprimiert und bewirkt bei solch einer Mutation
ein permanentes Proliferationssignal (23). Daraus lassen sich die auftretenden Erkrankungen
ableiten: Neben der Leitererkrankung MTC treten beim MEN 2 (Sipple-Syndrom, ehemals
MEN 2a) hédufig zusitzlich ein Phidochromozytom und teils ein primérer
Hyperparathyreoidismus auf, beim MEN 3 (Gorlin-Syndrom, ehemals MEN 2b) neben dem
MTC noch Phiochromozytome, zentrofazial betonte Schleimhautneurinome, eine
intestinale Ganglioneuromatose und ein marfanoider Habitus (19,23).

Da die klinische Penetranz eines MTC bei nachgewiesenen Genmutationstragern sehr hoch
sein kann, sollten alle Patient/innen mit MTC molekulargenetisch untersucht werden, um bei
einem positiven Ergebnis auch die Familienangehorigen nach entsprechender Aufklarung
testen zu konnen. Féllt das bei den Familienmitgliedern durchgefiihrte genetische Screening
positiv aus, sollte unter anderem eine frithzeitige prophylaktische Thyreoidektomie
angestrebt werden, wobei das empfohlene Alter von der konkreten Mutation abhéngt, haufig

aber schon ein Termin kurz vor der Einschulung angepeilt wird (21).

Therapie und Prognose:

Charakteristisch fiir das MTC ist zudem, dass es nicht am Jodstoffwechsel der Schilddriise
teilnimmt. Deshalb ist hier im Gegensatz zu den differenzierten papilldren und follikuléren
Karzinomen eine Radiojodtherapie nicht wirkungsvoll. Dariiber hinaus ist es
strahlenresistent, sodass auch eine externe Strahlentherapie nicht in Frage kommt (19).

Aufgrund dieser mangelnden therapeutischen Alternativen hat die rechtzeitige radikale
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Thyreoidektomie den hochsten Stellenwert in  der Therapie, wobei die 10-
Jahresiiberlebensrate bei einem auf die Schilddriise begrenzten Karzinom bei circa 95 %
liegt. Metastasen verschlechtern die Prognose indes deutlich: lokoregionére
Lymphknotenmetastasen auf circa 75 %, Fernmetastasen gar auf 25-50 % (20).

Gegebenenfalls besteht bei inoperablen und metastasierten MTCs noch die Moglichkeit
einer systemischen Radionuklidtherapie mittels an Betastrahler gekoppelter Somatostatin-
Analoga. Dies ist jedoch nur bei einer entsprechend hohen Dichte von Somatostatin-
Rezeptoren des Tumors eine Option (21). Andernfalls stehen hierbei die palliative Linderung
von Symptomen durch den Hormonexzess oder die Metastasen selbst (Schmerzen,

Frakturen, Bronchialobstruktion etc.) im Vordergrund (18).

Nachsorge und Stimulationstests:

Bei der Tumornachsorge sind regelmifBige Calcitonin-Kontrollen essentiell. Dabei muss fiir
Rezidivfreiheit Calcitonin postoperativ im Referenzbereich liegen und darf auch nicht mehr
per Test stimulierbar sein (19). Die American Thyroid Association (ATA) empfiehlt eine
Kontrolle drei Monate postoperativ und im Falle von Normalwerten Kontrollen alle sechs
Monate fiir ein Jahr und anschlieBend jahrlich (18).

Was die Sekretionsstimulation angeht, gibt es zum Beispiel, je nach Verfiigbarkeit, den
Pentagastrin- und den Calciumstimulationstest. Diese werden nicht nur zur postoperativen
Kontrolle, sondern auch bei entsprechendem Verdacht primérdiagnostisch, besonders fiir
eine frithe Diagnose im Rahmen des Familienscreenings, eingesetzt, da auch bei normalen
basalen Calcitonin-Werten ein MTC nicht sicher auszuschlieBen ist (9). Beim
Pentagastrintest werden nach Messung der basalen Calcitonin-Konzentration 0,5 pmol/kg
Korpergewicht Pentagastrin i.v. injiziert. Dieses stimuliert die Calcitonin-Sekretion — bei
Personen mit MTC oder C-Zell-Hyperplasie starker als bei Gesunden. Darauthin werden im
Abstand weniger Minuten mehrmals Blutproben fiir Calcitonin abgenommen (7).
Pathologisch ist ein iiberschieBender Anstieg auf ein Mehrfaches des Basalwertes, wobei als
sicher pathologisch in Hinblick auf ein MTC bei Ménnern ein Anstieg auf mehr als das
Zehnfache und bei Frauen auf mehr als das Fiinffache gilt, bezogen auf basale
Konzentrationen innerhalb des Normbereichs (9). Differentialdiagnostisch ist bedeutsam,
dass bei Calcitonin-produzierenden Malignomen auB3erhalb der Schilddriise kein solch hoher

Anstieg zu verzeichnen ist (18).
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Calcitonin als Medikament:

Neben der Rolle als Tumormarker kann Calcitonin auch therapeutisch verwendet werden.
Da Lachscalcitonin die hochste calciumsenkende Potenz besitzt, wurde es als
Antiresorptivum nasal bei postmenopausaler Osteoporose eingesetzt (2). Jedoch wurde bei
Langzeitanwendung ein erhdhtes Tumorrisiko festgestellt, wihrend die Wirksamkeit nur
limitiert gegeben war und zahlreiche vor allem gastrointestinale Nebenwirkungen auftraten,
sodass die Europédische Arzneimittelagentur (EMA) 2012 (24) empfahl, Calcitonin bei dieser
Indikation nicht mehr zu verabreichen. Es sollte somit nur noch parenteral zur Vorsorge
akuten Knochenmasseverlusts bei Immobilisation, bei Morbus Paget als Second-Line-
Therapie oder bei tumorbedingter Hypercalcdmie zum Einsatz kommen, aber jeweils nur fiir

moglichst kurze Zeit und mit der minimal nétigen Dosis (24).
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1.2. TSI
1.2.1. Fallbeschreibung Morbus Basedow

Die junge Patientin A. F. wurde im Oktober 2017 an die Ambulanz der Universititsklinik
fiir Endokrinologie und Diabetologie tiberwiesen, nachdem sie tags zuvor notfallméBig
bereits am LKH Weststeiermark in Voitsberg und an der Notaufnahme der Universitdtsklinik
fiir Neurologie in Graz behandelt worden war.

Die damals 20-Jdhrige war von ihrem Hausarzt an die Notfallambulanz in Voitsberg
geschickt worden, da sie seit wenigen Tagen iiber retroorbitale Schmerzen mit bifrontalen
Kopfschmerzen geklagt hatte, die sich beim Blick nach oben verstirkten. Im linken Auge
war zudem eine Einblutung sichtbar. Hinzu kamen Ubelkeit und Erbrechen circa einmal pro
Tag, meist nach dem Essen, mit Schmerzen im Epigastrium und subfebrilen
Korpertemperaturen bis 38 °C. Klinisch fielen dariiber hinaus ein Exophthalmus, der sich
plotzlich innerhalb von Tagen entwickelt habe, und eine Tachykardie auf.

Nachdem die Patientin berichtete, 2012 wegen einer Hyperthyreose in Behandlung gewesen
zu sein, wurde sie wegen der Augensymptomatik in Verbindung mit den Kopfschmerzen an
das Universititsklinikum Graz transferiert.

2012 hatte sie sich initial wegen eines Wachstumsschubs von 15 cm innerhalb eines Jahres,
begleitet von immer wiederkehrendem Herzrasen und extremer Erschopfung beim Sport, in
arztliche Behandlung begeben, wo die Hyperthyreose diagnostiziert und mit Thiamazol
20 mg (Thyreostatikum) und Propranolol 40 mg (Betablocker) in absteigender Dosis sowie
unter Einhaltung kdrperlicher Schonung erfolgreich therapiert worden war. Daraufhin hatte
die Medikation nach circa ein bis eineinhalb Jahren bei vorliegender Beschwerdefreiheit

abgesetzt werden konnen.

An der neurologischen Notaufnahme und an der Augenklinik des Universititsklinikums
Graz wurden dann wegen der akuten neuen Krankheitsepisode ein ausfiihrlicher
neurologischer Status erhoben, der unauffillig war, und eine detaillierte ophthalmologische
Untersuchung durchgefiihrt. Neben der vorbekannten beidseitigen Myopie mit
Astigmatismus wurden eine Chemosis conjunctivae und ein leicht eingeschrinktes
Abduktionsvermogen beider Augen sowie ein Hyposphagma des linken Auges beschrieben.
Ein MRT des Neurocraniums inklusive MRA-Venographie war unauffallig.

Nach einer Fliissigkeitstherapie per infusionem sowie einer Schmerztherapie mit Metamizol

und Paracetamol wurde die Patientin fur eine Nacht stationidr an der Universititsklinik fir
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Innere Medizin aufgenommen und erhielt dort wegen Verdachts auf eine
Rezidivhyperthyreose bei Immunthyreopathie Typ Basedow zweimal 20 mg Thiamazol und
dreimal 40 mg Propranolol tiglich. Sonst gab sie bis auf eine Kontrazeptiva-Einnahme
keinerlei Dauermedikation und auch keine Nebendiagnosen oder schweren
Vorerkrankungen an. Die gastrointestinalen Beschwerden wurden am ehesten einer
Gastroenteritis als Nebenbefund zugeordnet.

Die am Morgen durchgefiihrte Blutabnahme ergab ein TSH basal von 0,00 pU/ml
(Referenzbereich 0,10-4,00 uU/ml), fT4 von 60,1 pmol/l (Referenzbereich 9,5-24 pmol/l),
fT3 von 21,6 pmol/l (Referenzbereich 3,0-6,3 pmol/l), Tg-AK von 197 U/ml
(Referenzbereich 0-60 U/ml) und TRAK von > 600 U/l (Referenzbereich 0,0-15,0 U/l) —also
eine manifeste Hyperthyreose. In der Schilddriisensonographie an der klinischen Abteilung
fiir Endokrinologie und Diabetologie zeigte sich ein orthotopes, groBes Organ mit den
Dimensionen 2,0cmx 1,8 cmx5,8cm rechts und 2,2cmx 1,8cmx5,5cm links. Das
Parenchym war sehr echoinhomogen und gut durchblutet ohne Hinweise auf Knoten oder
Zysten, jedoch mit zahlreichen Schilddriisensepten im echoarmen Grundmuster.

Der Patientin wurden korperliche Schonung, eine Jodkarenz (beziiglich Nahrungs- und
Kontrastmitteln), die Fortfithrung der obigen Therapie mit Thiamazol und Propranolol sowie
zusétzlich zweimal taglich 200 mg Selen fiir einen Monat empfohlen.

Bei der geplanten Kontrolle zwei Wochen spéter fiihlte sich Frau F. damit zwar subjektiv
besser, T3 und fT4 waren jedoch nur geringfiigig niedriger als zuvor und TSH weiterhin bei
0,00 umol/ml.

In der Folgezeit nahm sie regelmiBige Kontrollen wahr, sodass bei riickldufigen Werten von
fT3 und fT4 sowie subjektiv deutlich besserer Belastbarkeit Thiamazol im Dezember bereits
auf /2 Tablette tdglich reduziert und Propranolol ausschleichend abgesetzt werden konnte.
In dieser Zeit zwang sich Frau F. entsprechend der Anweisung zu viel Ruhe und Schlaf,
verlie das Haus selten und machte keinen Sport, was sie zwar als unangenehm, aber
trotzdem als psychisch tolerierbar empfand.

Dennoch fiel in den ophthalmologischen Kontrollen (inklusive Orbita-MRT) im Dezember
2017 und Januar 2018 auf, dass die endokrine Orbitopathie weiterhin aktiv und maBig bis
schwergradig stark ausgeprigt war, denn mehrere der Augenmuskeln waren beidseits
verdickt und die Oberlider geschwollen und gerétet. Im MRT zeigten sich hingegen die
Nervi optici normal kalibriert und damit nicht betroffen. Geméaf3 der Guidelines der European
Group on Graves® Orbitopathy (EUGOGO) (25) sollte darauthin eine intravendse

Glucocorticoidtherapie eingeleitet werden.
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Bei weiterhin permanent bestehendem retrobulbédren Druckgefiihl sowie nahezu téglichen
Kopfschmerzen willigte Frau F. ab Februar 2018 in diese Therapie ein, die einmal
wochentlich iiber einen Zeitraum von zehn Wochen eine intravendse Infusion mit
Methylprednisolon, anfangs jeweils 500 mg und im Verlauf dann 250 mg, beinhaltete.
Parallel dazu konnte bei einer idealen Euthyreose unter der thyreostatischen Therapie
Thiamazol sukzessive weiter reduziert werden, sodass die Dosis ab Mérz 2018 nur noch
dreimal wochentlich '4 Tablette betrug.

Ab der dritten Infusion bemerkte die Patientin ein Nachlassen der Lidschwellungen und auch
die nachfolgende ophthalmologische Kontrolle bestitigte einen Riickgang des
Exophthalmus, was sich in den Folgewochen in dieser giinstigen Weise fortsetzte. AuBBerdem
gab sie ab diesem Zeitpunkt weniger Kopfschmerzen, Herzrasen und Erschopfung und damit
eine deutlich gebesserte Belastbarkeit an.

Interessant in Hinblick auf das Therapieansprechen war die Entwicklung der
AntikOrperkonzentrationen in den Labormessungen, siehe Abbildung 3. Betrug die
Konzentration der TRAK im Oktober 2017 noch > 600 U/l und im Dezember 544,4 U/1, so
lagen diese nach Cortison-Therapiebeginn nur noch bei 15,2 U/l Ende Februar 2018 und mit
10,5 und 7,2 U/l im Mirz bereits unter dem Cut-off-Wert von 15,0 U/L.
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Abbildung 3 — Entwicklung der TRAK-Werte von Patientin A. F. zwischen Oktober 2017
und April 2018. Der blaue Pfeil markiert den Beginn der intravendsen Glucocorticoid-
Therapie.
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1.2.2. Was ist TSI?

Das Akronym TSI steht fiir ,,Thyreoidea-stimulierendes Immunglobulin® und beschreibt
damit aktivierende Schilddriisenantikorper, die an den TSH-Rezeptor auf Thyreozyten
binden und so zu einer unkontrollierten Produktion von Schilddriisenhormonen fiithren (26).

Eine Illustration der Hormonproduktion bietet Abbildung 4.
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Abbildung 4 — Darstellung zur Schilddriisenhormonsynthese aus ,,Biochemie und

Pathobiochemie® von Loffler et al. (3). TSH bindet an den TSH-Rezeptor (TSH-R, griin)
und setzt iiber cAMP eine Signalkaskade in Gang. Dadurch wird unter anderem
Thyreoglobulin (Tg) in das Follikellumen freigesetzt, wo dessen Tyrosinreste durch die
Thyreoperoxidase (TPO) jodiert und anschlieBend gekoppelt werden. Schlieflich erfolgen
die Aufnahme des modifizierten Tg in die Thyreozyten, der lysosomale Abbau zu Thyroxin
(T4) und Trijodthyronin (T3) und ihre Sekretion ins Blut.

Die TSI imitieren dabei TSH, den natiirlichen Liganden des Gsq-Protein-gekoppelten TSH-
Rezeptors, wodurch intrazelluldr die Adenylatzyklase aktiviert und dadurch der Second

Messenger cAMP produziert wird. Letzterer fordert sowohl die Biosynthese und Sekretion
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von Thyreoglobulin als auch dessen Jodierung und lysosomalen Abbau zu den Hormonen
Tetrajodthyronin (T4, auch Thyroxin genannt) und Trijodthyronin (T3) (3). Werden diese
durch iiberméfBige Stimulation des Pfades vermehrt ins Blut ausgeschiittet, fiihrt dies zur
Hyperthyreose.

Der TSH-Rezeptor hat jedoch auch ohne Ligandenbindung eine geringe Grundaktivitit,
sodass eine gewisse Schilddriisenhormonproduktion und -sekretion auch ohne Aktivierung

durch TSH oder TSI stattfindet (3).

Autoantikorper gegen den TSH-Rezeptor werden allgemein als ,,TRAK® bezeichnet und
beinhalten nicht nur die stimulierende obige Form, TSI, sondern auch neutrale und
inhibierende Autoantikorper (TBI) (27). Sie sind damit sowohl heterogen in ihrer
Molekiilstruktur als auch in ihrer biologischen Wirksamkeit, das heif3t, sie konnen sich im
Verlauf der Zeit verdndern. Das klinische Erscheinungsbild resultiert dabei aus der Lage des
Gleichgewichts dieser gegensitzlich wirkenden Antikorper (28).

Atiologisch liegt, wie bei den meisten Autoimmungeschehen, eine Kombination aus
genetischen und Umweltfaktoren zu Grunde, deren genaues Zusammenspiel erst noch
erforscht werden muss. Es wird aber angenommen, dass die Ursachen zu circa 80 % den
Genen und nur zu circa 20 % der Umwelt zuzuschreiben sind (29). Zu den begiinstigenden
Genen werden aktuell jene fiir den Major Histocompatibility Complex (MHC) — im
Speziellen HLA-DR3 —, fiir PTPN22, CTLA-4, CD40, Thyreoglobulin und fiir den TSH-
Rezeptor gezihlt; als Triggerfaktoren aus der Umwelt gelten Rauchen, Medikamente, Jod
und Erndhrungsfaktoren, Stress und Infektionen. Bei letzteren wurden bisher besonders
pathogenetische Assoziationen mit dem Hepatitis-C-Virus, aber auch mit Yersinia

enterocolica, Coxsackie-B-Virus, Retroviren und Helicobacter pylori gefunden (29).

Der TSH-Rezeptor besteht zum einen aus einer transmembranen und zytosolischen f-
Untereinheit und zum anderen aus einer extrazelluldren a-Untereinheit, welche als priméres
Autoantigen fiir die TRAK-Bildung angesehen wird. Einige dieser a-Untereinheiten werden
von der Zelloberflache abgestoen und scheinen bei genetisch pradisponierten Personen so

die Bildung der stimulierenden Antikorper in Gang setzen zu konnen (30).
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1.2.3. Labormessung und potentielle Grenzen

Allgemeines zur TRAK-Messung:

Bei den in den letzten 50 Jahren zur Messung von TRAK verwendeten Verfahren
unterscheidet man prinzipiell Bioassays, welche die funktionelle Aktivitdt der Antikorper
bestimmen (also blockierende oder stimulierende TRAK), von Immunoassays, mit denen
lediglich die Bindung der Antikdrper an den Rezeptor, ohne funktionelle Unterscheidung,
detektiert wird (31).

Heutzutage  werden  iiblicherweise  Radioligandenrezeptorassays (RRA)  oder
Enzymimmunoassays bzw. Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) genutzt, wobei
als Proben Serum oder Plasma verwendet werden kénnen (8,17).

Beim RRA werden der Patientenprobe gereinigter TSH-Rezeptor sowie radioaktiv
markiertes TSH als Ligand zugesetzt. Je mehr TRAK in der Probe vorliegen, desto weniger
radioaktiv markiertes TSH kann an den Rezeptor gebunden werden. Nach Entfernung des
Uberstands erlaubt die Messung der Radioaktivitit den Riickschluss auf die TRAK-
Konzentration (8).

Enzymimmunoassays gibt es in kompetitiver und nichtkompetitiver Form:

Das Prinzip hinter der kompetitiven Form entspricht dem des RIA, allerdings wird statt der
radioaktiven Markierung eine Enzymmarkierung der Antigen-AK-Komplexe verwendet,
was nach Zugabe eines spezifischen Substrats die Messung der Enzymaktivitét erlaubt.

Die nichtkompetitive Form wird per Sandwichtechnik (die auch beim RIA genutzt werden
kann) durchgefiihrt. Hierbei bindet das Antigen der Probe (TRAK) zuerst an im Uberschuss
vorhandene Antikorper (hier TSH-Rezeptoren). In einem zweiten Schritt binden mit einem
Enzym markierte zweite Antikorper (hier ebenfalls TSH-Rezeptoren) an das komplexierte
Antigen (TRAK). Das Messsignal ist dann die Enzymaktivitdt gegeniiber einem zugesetzten
Substrat und proportional der TRAK-Konzentration (8).

TSI-Messung per Bioassay:

Da sich die TSI in zahlreichen Studien als vielversprechende Pradiktoren der
Krankheitsaktivitdt des Morbus Basedow (siche Punkt 1.2.4) herausgestellt haben, wurde in
den letzten Jahren an der Entwicklung neuer Assays gearbeitet, die gesondert TSI und nicht
nur die Gesamtkonzentration von TRAK messen konnen (32). So wurden mehrere Bioassays
im Rahmen von Studien erprobt, die aber erst noch weiter optimiert und standardisiert
werden miissen, bevor sie in den klinischen Alltag Einzug halten kénnen. Die grofiten

Durchbriiche lassen sich wohl von den folgenden drei Ansitzen erwarten (31):

18



= Die gentechnologische Modifikation von chinesischen Hamster-Ovar-Zellen (CHO),
die einen chimédren TSH-Rezeptor sowie ein Luciferase-Reportergen exprimieren,
welches unter Kontrolle eines cAMP-abhingigen Promoters steht. Steigt TSI-
bedingt der cAMP-Spiegel, wird die Luciferase transkribiert und es kommt zur
Biolumineszenz, die riickschlieBend die TSI-Quantifizierung erlaubt (33).

= Die Nutzung eines TSH-Rezeptor-Luteinisierendes-Hormon-/Choriogonadotropin-
Rezeptor-Chiméars (TSHR-LH/CGR-Chimér), das das TSI-sensible Epitop der
extrazelluliren Doméne des humanen TSH-Rezeptors enthilt, in dem jedoch das
TBI-sensible Epitop durch eine LH/CGR-Rezeptorsequenz der Ratte ersetzt wurde,
sodass am Rezeptor nur noch TSI binden kénnen (34).

= Gentechnisch verdnderte CHO-Zellen, die den TSH-Rezeptor, cAMP-gesteuerte
Calciumkanile und Aequorin (ein Photoprotein) exprimieren. Bei Bindung von TSI
an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor wird intrazelluldres cAMP freigesetzt, das
den Calciumkanal 6ffnet, worauthin Calcium einstromt. Dadurch emittiert das auf
Calcium reagierende Aequorin blaues Licht, das per Photometer quantifiziert werden
kann. Dieser Assay kommt zudem ohne sterilisierte Zellkultur-Bedingungen aus,

was ihn flir die klinische Verwendung tauglicher macht (35).

TISI-Messung per Immunoassay:

Um die selektive TSI-Messung auch der Routinediagnostik zugénglich zu machen, wurde
im Jahr 2015 der erste Immunoassay, der spezifisch TSI messen kann und gleichzeitig
automatisch funktioniert, auf den Markt gebracht: der Immulite® 2000 TSI Assay der
Siemens Healthcare Diagnostics (31,36).

Es handelt sich um einen automatischen, Zwei-Schritt-Chemilumineszenz-Immunoassay,
der ein Paar rekombinanter, humaner TSH-Rezeptoren enthilt. Der Bindungsrezeptor ist auf
einer festen Phase immobilisiert. An diesen bindet im ersten Schritt TSI wéhrend einer 30-
miniitigen Inkubationszeit. Nach Zentrifugalreinigung des Uberstands werden im zweiten
Schritt die Signalrezeptoren fiir 30 Minuten hinzugefiigt, die an den zweiten Arm der
komplexierten TSI binden. Diese Rezeptoren sind mit alkalischer Phosphatase markiert,
wodurch im letzten Schritt ein zugesetztes Chemilumineszenz-Substrat umgesetzt wird. Das

dabei erzeugte Lichtsignal wird detektiert und ist der TSI-Konzentration proportional (36).
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Referenzwerte:

Gerade in Anbetracht der zahlreichen unterschiedlichen verwendeten Messverfahren ist zu
betonen, dass jedes Labor bzw. jede Klinik eigene Grenzwerte, auch in Hinblick auf die
lokale Bevolkerung, definieren sollte. Dies gilt einerseits fiir TRAK, aber andererseits
natiirlich ebenso fiir TSI, die noch so neu in der klinischen Anwendung sind, dass im Grunde
noch keine allgemeingiiltigen Referenzwerte existieren.

Der Normbereich wird geschlechtsunabhédngig angegeben und fiir TRAK hiufig mit 0-
15 U/l beziffert (7,37). Was TSI angeht, so hat Siemens auf Basis seiner eigenen Studie fiir
den Immulite®-Assay einen Cut-off von 0,55 IU/l definiert, mit dem die Sensitivitit und
Spezifitit bei 98,3 % bzw. 99,7 % lagen (36). Tozzoli et al. (31) ermittelten in ihrer Studie

mit 0,54 IU/1 einen dhnlichen TSI-Grenzwert unter Verwendung des Immulite®.

Beeinflussung der TSI-Messung:
Verschiedene Faktoren konnen die Testergebnisse verfidlschen. Zu diesen gehdren (am
Beispiel des Immulite®-Assays) (36):
= eine unsachgeméfle Probenlagerung bei hoheren Temperaturen als 2-8 °C. Dies gilt
fiir bis zu sieben Tage, anschlieBend ist eine Lagerung bei -20 °C erforderlich.
= lipdmische oder himolysierte Proben
= Zentrifugation der Proben vor vollstandigem Abschluss der Gerinnung
= heterophile Antikdrper im Patientenserum — wobei das Risiko laut Herstellerangabe
minimiert sei.
Prinzipiell kann es bei Assays dieser Art auch zur Kreuzreaktivitdt mit anderen Antikdrpern
oder Hormonen kommen. Diese wurde beim Immulite®-TSI-Assay aber fiir FSH, LH, TSH,
hCG, Tg-AK und TPO-AK getestet und konnte von Herstellerseite nahezu ausgeschlossen
werden (36).

Neben diesen durch das Messverfahren begriindeten moglichen Abweichungen wurde
interessanterweise aber auch bei einigen Patienten mit einer Hashimoto-Immunthyreopathie
eine leichte TSI-Erhohung festgestellt (32,33). Anscheinend finden sich bei einer Minderheit
der Patienten mit chronischer autoimmun-bedingter Thyreoiditis generell TRAK, die zwar
tiberwiegend blockierend (und damit mit der assoziierten Hypothyreose vereinbar) sind, zum

Teil aber auch TSI sein konnen (34).
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1.2.4. Anwendung der TSI-Messung
TRAK und TSI als Diagnostikum:

Der Hintergrund der eifrigen Forschung zu neuen Methoden der TSI-Messung ist die
Hypothese, mit ihnen TRAK in der Diagnose des Morbus Basedow (auch
L<Immunhyperthyreose* oder ,,Graves‘ disease*) ablésen zu konnen.

Da TRAK (und im Speziellen TSI) kennzeichnend fiir den Morbus Basedow sind, weil sie
bei 80-100 % der Patient/innen mit dieser Erkrankung vorliegen (17), wurden und werden
die TRAK im klinischen Alltag genutzt, um erstens bei Vorliegen einer Hyperthyreose
zwischen immunogenen (Morbus Basedow, Hashitoxikose) und nicht-immunogenen
Ursachen (funktionelle Schilddriisenautonomie, faktitiell durch SD-Hormonpréparat-
Uberdosierung, sehr seltene SD-Hormon-produzierende Tumoren) differenzieren zu
konnen (7). AuBBerdem dienen sie dem Nachweis einer endokrinen Orbitopathie, wenn keine
wegweisende Hyperthyreose vorliegt, und der Diagnose eines Myxddems durch
blockierende Antikorper (17).

Der Nachteil an TRAK ist allerdings, dass ihre HOohe nicht exakt mit dem Grad der
Uberfunktion korreliert und somit nur eine eingeschrinkte Beurteilung der
Krankheitsaktivitdt des Morbus Basedow zuldsst (17). Neben der (im Gegensatz zu TSI)
mangelhaften Spezifitit ldsst sich dies unter anderem damit begriinden, dass eine hdufig

koexistierende Thyreoiditis die Schilddriisenfunktion ebenfalls beeinflusst (38).

Morbus Basedow — epidemiologischer Uberblick:

Der Morbus Basedow ist in 60-80 % Ursache einer Hyperthyreose (38) und tritt mit einer
Inzidenz von 40 pro 100000 Menschen pro Jahr auf (19). Er kommt bei bis zu 2 % der Frauen
vor und ist bei diesen fiinf- bis zehnmal so hdufig wie bei Ménnern (19,38). Dabei ist die
Pravalenz auch von dem Ausmal} der Jodaufnahme abhidngig — in Lidndern mit hoher
Jodaufnahme kommt die Basedow-Krankheit daher hdufiger vor, z. B. in den USA im
Vergleich zu Deutschland. Ein Jodmangel ist dagegen assoziiert mit der Entwicklung einer
nicht-immunogenen funktionellen Autonomie (38). In der Regel tritt die Erkrankung
zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr auf (38) bzw. zwei Drittel der Félle nach dem 35.
Lebensjahr (19).

Morbus Basedow — Pathogenese:
Die Manifestation des Morbus Basedow wird durch eine Kombination aus genetischen und

Umweltfaktoren begiinstigt (siche auch Punkt 1.2.2). Dabei ist ein plotzlicher Anstieg der
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Jodaufnahme ein moglicher Ausldser. Die Konkordanz betrdgt bei monozygoten Zwillingen
20-30 % im Vergleich zu <5 % bei dizygoten Zwillingen (38).

Wie schon mehrfach erwéhnt, wird die Erkrankung durch die Schilddriise stimulierende
Antikorper, TSI, verursacht. Zusitzlich kommen im Rahmen der Autoimmunreaktion neben
TSI bzw. TRAK héufig noch andere Antikdrper vor, vor allem die TPO-AK, die man sonst

vornehmlich bei der Hashimoto-Immunthyreopathie findet (7).

Bei der Entstehung der assoziierten endokrinen Orbitopathie scheinen Zytokine eine
wesentliche Rolle zu spielen (38): Der TSH-Rezeptor ist vermutlich ein gemeinsames
Autoantigen von Schilddriise und Orbita. Nach Infiltration der extraokuldren Muskeln durch
aktivierte T-Zellen schiitten diese z.B. IFN-y, TNF und IL-1 aus, was zu einer
Fibroblastenaktivierung und vermehrter Synthese von Glykosaminoglykanen fiihrt. Letztere
binden Wasser und bedingen so die typische Muskelschwellung. Schlie8lich kann es sogar

zur irreversiblen Fibrosierung kommen.

Morbus Basedow — Klinisches Bild:
Die Klinik setzt sich aus allgemeinen Symptomen der Hyperthyreose und spezifischen des
Morbus Basedow zusammen.
Eine Hyperthyreose im Allgemeinen ist gekennzeichnet durch allerlei verschiedene
Organsysteme betreffende Symptome. Dazu gehéren (19,38,39):
= Schilddriise: Struma bei 70-90 % der Patient/innen — VergroBerung der Schilddriise
auf das Zwei- bis Dreifache ihres normalen Volumens bei fester, aber nicht knotiger
Konsistenz

= neuropsychiatrisch: psychomotorische Unruhe, feinschldgiger Tremor der

ausgestreckten Finger, Hyperreflexie, gesteigerte Nervositdit und Reizbarkeit,
Schlaflosigkeit

= vegetativ: Sinustachykardie, Palpitationen, evtl. Herzrhythmusstdrungen,
(systolische) Hypertonie, Warmeintoleranz und vermehrtes Schwitzen

= gastrointestinal: gesteigerte Stuhlfrequenz, evtl. Diarrhoe, evtl. Fettleber

= metabolisch: Gewichtsabnahme trotz HeiBBhungers, pathologische Glucosetoleranz

= Haut und -Anhangsgebilde: warme, feuchte Haut, diffuser Haarausfall

= muskuloskeletal: Myopathie mit Adynamie (vorwiegend der Oberschenkel), evtl.

Osteopenie

= Reproduktion: Oligo- oder Amenorrhoe, Libidoverlust (hdufiger bei Hypothyreose).
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Das Ausmalf} der Symptomatik ist dabei abhdngig vom Schweregrad der Hyperthyreose, der
Erkrankungsdauer, der individuellen Empfindlichkeit gegentiiber einem
Schilddriisenhormonexzess und dem Alter des/der Betroffenen. Denn gerade bei élteren
Patient/innen konnen die Symptome milde ausfallen, viele zeigen in erster Linie Miidigkeit

und Gewichtsverlust (38).

Zu den Basedow-spezifischen Symptomen zdhlen die oben erwédhnte endokrine Orbitopathie
(in circa 60 % der Fille), die klassische Merseburger Trias (bei circa 50 % der Patient/innen)
aus Struma, Exophthalmus und Tachykardie und das seltenere Myxddem, das sich
hauptséchlich pritibial findet. Selten kann es auch zur sogenannten Akropachie kommen,

einer Auftreibung der Finger- und Zehenendglieder (19).

Was die endokrine Orbitopathie (EO) angeht, so kommt diese auch ohne Hyperthyreose vor
— unter anderem auch deshalb, weil die EO bereits Monate bis Jahre vor Ausbruch der
Hyperthyreose auftreten kann. Schilddriisenantikorper lassen sich aber in der Regel trotzdem
nachweisen. Interessanterweise kann die damit verbundene Lidretraktion aber bei allen
Formen der Hyperthyreose auftreten, da sie nur Resultat der iibersteigerten sympathischen
Aktivitét ist (38).

Auch wenn viele der Basedow-Patient/innen nur eine geringe EO aufweisen, so lassen sich
doch bei fast allen mit entsprechend sensitiven Ultraschall- oder CT-Untersuchungen die
typischen Verdickungen der extraokuldren Augenmuskulatur nachweisen (38).

Zu den Frithsymptomen gehoren ein sandiges Fremdkdrpergefiihl, Augenschmerzen und ein
gesteigerter Tridnenfluss. Auflerdem kommt es zum typischen Exophthalmus, der in
schweren Fillen zu Hornhautschidden durch insuffizienten Lidschluss fiihren kann. Haufig
sind auch periorbitale Odeme, sklerale Injektionen und eine Chemosis. Bei besonders
schweren Verldufen treten Doppelbilder oder eine Kompression des Nervus opticus auf,

wobei letztere zu einem Visusverlust fithren kann (38).

Morbus Basedow — Diagnostik:

An erster Stelle bei Verdacht auf einen Morbus Basedow steht die labordiagnostische
Bestimmung von TSH, fT3 und fT4. Fiir eine manifeste Hyperthyreose miissen TSH
supprimiert sowie fT3 und/oder fT4 erhdht sein. Ist nur TSH erniedrigt, wéhrend sich fT3 und
fT4 noch im Normbereich befinden, handelt es sich um eine latente Hyperthyreose.

Zur weiteren Differentialdiagnostik dienen die Schilddriisenantikdrper: TRAK ist in nahezu
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allen Basedow-Fillen erhoht und damit beweisend, in circa 70 % der Fille sind ebenfalls die
TPO-AK erhoht und gelegentlich die Tg-AK (19).

Ergénzend wird routinemifBig eine Schilddriisensonographie durchgefiihrt, die beim Morbus
Basedow ein typisches Bild einer diffusen echoarmen Schilddriise mit einer ausgeprégten

Hypervaskularisierung zeigt (38).

Morbus Basedow — Therapie:

Alle Therapieansitze zielen auf die Reduktion der Schilddriisenhormonsynthese ab.

Zuerst wird immer konservativ mittels Thyreostatika vorgegangen. Das heif3t, fiir 12 bis 18
Monate erhélt der/die Patient/in ein Thionamid (39), ndmlich Thiamazol, dessen Prodrug
Carbimazol oder eventuell Propylthiouracil, die die Funktion der Schilddriisenperoxidase
(TPO) bei der Hormonsynthese hemmen (38). Die Initialdosis richtet sich nach dem
klinischen Bild und betrégt {iblicherweise bei Thiamazol und Carbimazol zweimal téglich
10-20 mg (38). In der Regel tritt unter der Therapie eine Remission ein, sodass die Dosis
sukzessive verringert werden kann, sobald ein euthyreoter Zustand erreicht ist — z. B. auf 5-
10 mg Thiamazol pro Tag und dann weiter je nach individuellem Verlauf (38). Als Indikator
dient in den ersten Wochen der fTs-Spiegel, da TSH oft noch fiir mehrere Monate
supprimiert bleibt und erst nach Nachlassen ebendieser zur Uberwachung des
Behandlungserfolges herangezogen werden sollte (38).

Bei der Dosiseinstellung ist es gleichzeitig essentiell, eine Hypothyreose zu vermeiden, weil
diese die eventuell vorhandene EO verschlechtert (39).

AnschlieBend kann ein Auslassversuch begonnen werden, wobei auf die mogliche

Entwicklung einer erneuten Hyperthyreose in circa 50 % zu achten ist (19).

Sollte jedoch TRAK sechs Monate nach Therapiebeginn noch > 10U/l sein, ist eine
Remission unwahrscheinlich und eine definitive Therapie anzustreben (19). Dafiir kommen
entweder eine Operation oder eine Radiojodtherapie in Frage. Als Operation wird hédufig die
totale Thyreoidektomie der subtotalen Operation vorgezogen, da sie durch die komplette
Entfernung des Schilddriisengewebes eine bessere Hyperthyreosekontrolle erlaubt. Bei der
Radiojodtherapie wird einmalig radioaktives *'I mit einer Dosis von 200-300 Gy peroral
verabreicht, welches von der Schilddriise aufgenommen wird und dort als B-Strahler im
Verlauf mehrerer Wochen zu einer Zelldestruktion fiihrt. Deswegen ist bei Vorliegen einer
EO eher die Operation zu bevorzugen, um den immunologischen Stimulus durch Freisetzung

von Antigenen geringer zu halten, bzw. die Radiojodtherapie unter Glucocorticoidschutz
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durchzufiihren (39).

Wichtig ist bei beiden definitiven Verfahren, dass vorab eine Euthyreose vorliegt, um eine
nachfolgende thyreotoxische Krise durch Freisetzung von Schilddriisenhormonen aus den
zerstorten Zellen zu vermeiden. Zudem ist zu bedenken, dass anschlieend in der Regel eine

lebenslange Hormonsubstitution notig ist (39).

Zusatzlich kommt hdufig der Betablocker Propranolol zur Anwendung, da dieser die
Konversion von fT4 zum metabolisch aktiveren fT3 hemmt und den adrenergen Symptomen
wie der Tachykardie entgegenwirkt (19). Ublich sind anfangs 20-40 mg alle sechs Stunden
(38).

Was die EO angeht, so profitiert diese von einer gut eingestellten Thyreostatikatherapie und
der Einhaltung eines Rauchverbots. Supportiv wirkt auch eine Selengabe. Hinzu kommen
lokale Maflnahmen, wie befeuchtende Augentropfen und -salben, Schlafen bei erhohtem
Oberkorper zur Reduktion von Lidédemen und ggf. Prismen-Brillengldser bei
Doppelbildern. Schwerere Verldufe erfordern aulerdem eine immunmodulierende Therapie
mit  Glucocorticoiden (40). Dafiir kommt eine intravendse StoBtherapie mit
Methylprednisolon in Frage, wobei z. B. sechs Wochen lang einmal 500 mg/Woche und
dann weitere sechs Wochen jeweils 250 mg/Woche verabreicht werden (38). Sollte dies
nicht anschlagen, so verbleiben noch Immunsuppressiva, eine Retrobulbarbestrahlung oder

eine operative Dekompression als letzte und aggressivste Optionen (40).

Morbus Basedow — Klinischer Verlauf:

Im Allgemeinen verschlechtern sich die klinischen Symptome ohne bzw. bei unzureichender
Behandlung. Einige Betroffene konnen allerdings auch spontan in Remission gehen. Bei
circa 15 % der Patienten unter erfolgreicher Thyreostatika-Therapie kommt es mit einer
Latenz von 10 bis 15 Jahren durch den destruktiven Autoimmunprozess zu einer
Hypothyreose (38).

Unabhéngig vom Verlauf der Schilddriisenerkrankung entwickelt sich die EO, die sich
normalerweise in den ersten drei bis sechs Monaten verschlechtert und nach einer
Plateauphase von 12 bis 18 Monaten spontan bessert. Dennoch ist in der Akutphase eine
Behandlung erforderlich (siehe oben), erst recht bei Kompression des Nervus opticus oder

bei Hornhautschiaden (38).
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1.3. Fragestellungen und Zielsetzung dieser Arbeit

Beziiglich des ersten Themenkomplexes, Calcitonin, stellte sich auf Grundlage des
prasentierten Fallberichts die Frage, welche Faktoren die Calcitonin-Messwerte bei MTC-
und bei Nicht-MTC-Patient/innen beeinflussen konnen. Da es bis dato keine eigenen, fiir das
Universitétsklinikum Graz spezifischen Calcitonin-Grenzwerte zur MTC-Diagnostik gibt,
sollen diese hiermit fiir Ménner und Frauen getrennt unter Nutzung der Grazer Daten der
letzten Jahre retrospektiv ermittelt werden. Dabei sollen besonders die besprochenen
Einflussfaktoren (sieche Punkt 1.1.3) Beachtung finden, sodass die Cut-offs entsprechend der
klinischen Relevanz gesetzt werden, um verldssliche Werte fiir die pridoperative Bewertung

potentiell vorliegender MTCs zur Verfiigung zu haben.

Parallel zum Bearbeitungsbeginn der Calcitonin-Daten kam der neue Immulite® 2000 TSI
im Jahr 2015 auf den Markt und versprach, fiir die Morbus-Basedow-Diagnostik einen
spezifischeren Laborwert als die bloBe TRAK-Messung zu generieren, indem er nur die zur
Hyperthyreose fiihrenden aktivierenden Antikorper des TSH-Rezeptors, und nicht die
blockierenden oder neutralen, messe. Damit sollte eine genauere Zuordnung von
Antikorperwerten und Schwere der Symptomatik moglich sein und so eine effizientere
Diagnostik und zielgerichtetere Patient/innen-Betreuung erlauben. Deshalb werden in dieser
Arbeit sowohl der tatsdchliche Nutzen dieses Tests fiir die klinische Praxis als auch die vom
Hersteller publizierten Sensitivitidten und Spezifititen evaluiert. Zudem werden auch fiir TSI

potentiell sinnvolle Cut-offs ermittelt.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Calcitonin

2.1.1. Studienprotokoll und Patient/innenkollektiv

Diese Arbeit wurde im Rahmen der dafiir eigens initiierten Studie ,,TSICAL®“ (= TSI und
Calcitonin) durchgefiihrt. Im Studienprotokoll wurde der Einschluss von 4000 bis 6000

Patient/innen geplant, bei denen zwischen 2005 und 2015 im Rahmen der Abklarung von
Schilddriisenknoten Calcitonin gemessen worden war. Frauen und Ménner, jeweils im Alter
von 18 bis 100 Jahren, sollten gleichermallen eingeschlossen werden. Als HauptzielgroB3e
wurde der Laborwert Calcitonin in der Abkldrung von Schilddriisenknoten zum Ausschluss
eines medulldren Schilddriisenkarzinoms definiert; als Nebenzielparameter waren
Erkrankungen mit moglichem Einfluss auf die Schilddriisenfunktion, Alter, Geschlecht,
Medikation, weitere (Schilddriisen-)Hormonwerte, Vitamin D, Lebensstilfaktoren wie
Rauchen und préanalytische Daten (z.B. bekannter lingerdauernder Probentransport)
angedacht.
Vor Beginn der Arbeit wurde ein Votum der Ethikkommission der Medizinischen
Universitédt Graz eingeholt (EK-Nummer 28-275 ex 15/16), um die Patient/innen-Daten aus
den (elektronischen) Kranken- und Ambulanzakten, den OP-Berichten und den
Radiologiebefunden etc. der letzten Jahre verwenden zu diirfen.
Real lieBen sich Daten vom 01.01.2009 bis zum 31.12.2015 retrospektiv erheben. Dies betraf
8802 Patient/innen, wobei 320 einen Calcitonin-Wert von > 10 pg/ml aufwiesen — ab diesem
Wert wurden Patient/innen fiir die spéatere Auswertung eingeschlossen, da bei niemandem
mit niedrigerem Wert ein MTC diagnostiziert worden war.
Die endgiiltige Auswertung inklusive Aufarbeitung der jeweiligen Krankenvorgeschichte
involvierte dann alle Patient/innen, die 2015 — also im Jahr des Studienbeginns — aktuelle
Patient/innen mit Calcitonin-Messung an der Endokrinologie des Universitdtsklinikums
Graz waren und damit im Bearbeitungszeitraum bis Oktober 2016 auch teils zum Follow-up
kamen. Dies waren 2143 Patient/innen, davon 87 mit einer Calcitonin-Konzentration von
> 10 pg/ml, die damals (01.01.2016) zwischen 8 und 86 Jahren alt waren. Das heil3t, eine
einzelne minderjdhrige Patientin war mit eingeschlossen worden.
Es handelte sich bei diesen 87 Patient/innen um solche mit:

= Dbereits diagnostiziertem MTC, mit oder ohne MEN-Syndrom

= Verdacht auf ein MTC
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= Struma
= anderen endokrinologischen Erkrankungen und
= retrospektiv nicht eruierbaren Griinden der Calcitonin-Messung, da es sich zum Teil

um Anforderungen auswirtiger Arzte und Arztinnen handelte.

2.1.2. Analyseverfahren im Labor

Die Calcitonin-Konzentrationen in den Patient/innen-Seren wurden mittels
Analyseautomaten ,,Jmmulite® 2000 Calcitonin‘ (6), einem Festphasen-, Enzym-markierten
Sandwich-Chemolumineszenz-Immunoassay der Firma Siemens, bestimmt. Bei einigen
Patient/innen wurde der Wert zusétzlich durch ein erginzendes Verfahren per RIA gemessen
und verifiziert, wie bereits im Fallbericht (Punkt 1.1.1) erwdhnt. Es wurden allerdings primér
die per Immulite® ermittelten Wert fiir die Stratifizierung der Calcitonin-Daten
herangezogen.

Fiir die Analyse per Immulite® 2000 wurden die Blutproben an der Endokrinologie-
Laborplattform zuerst kurz gekiihlt gelagert, bis die Gerinnung abgeschlossen war, und dann
zentrifugiert. AnschlieBend wurden sie in die Testrohrchen des Analyseautomaten iiberfiihrt,
die als Festphase mit monoklonalen Calcitonin-Maus-Antikdrpern beschichtete Polysterol-
Kiigelchen enthalten. Es folgte eine 30-miniitige Inkubationszeit zur Bindung des in den
Proben potentiell enthaltenen Calcitonins. Nach Reinigung von den ungebundenen
Bestandteilen per Zentrifugation und Waschungen wurden als Signalmolekiile polyklonale
Calcitonin-Ziegen-Antikorper, die mit alkalischer Phosphatase konjugiert sind, dem
Reaktionsgefdl zugesetzt und erneut fiir 30 Minuten inkubiert. Wahrenddessen konnten
diese Antikorper an eine zweite Bindungsstelle des an den Kiigelchen immobilisierten
Proben-Calcitonins binden. Es folgte eine erneute Zentrifugationsreinigung und die Zugabe
eines Chemilumineszenz-Substrats (ein Dioxetan), das von der alkalischen Phosphatase
umgesetzt wurde, wodurch es zur Lichtemission kam, die vom Photomultiplier innerhalb
des Messautomaten (Versa Cell) detektiert wurde. Die Anzahl der emittierten Lichtsignale
ist dabei der Calcitonin-Konzentration in der Probe proportional.

Der mit dieser Methode erhaltene Messbereich umfasst 2-2000 pg/ml.
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2.1.3. Statistische Auswertung der Daten

Sammlung und Klassifizierung der Daten:
Die gemessenen Calcitonin-Konzentrationen von 2009 bis 2015 wurden in einer Excel-
Tabelle, getrennt nach Jahren, gesammelt und zusammen mit den jeweiligen
Abnahmeterminen, Anforderungsnummern und -leitstellen, Patient/innen-Namen,
Geschlecht und Geburtsdaten aufgefiihrt. AnschlieBend wurden diese pro Jahr absteigend
nach den Calcitonin-Werten geordnet, um einen Uberblick besonders beziiglich der Anzahl
erhohter Werte zu gewinnen. Schlielich wurden die gesamten Daten der aktuellen
Patient/innen von 2015 extrahiert und gemeinsam mit den Follow-up-Daten im Folgejahr
bis Oktober 2016 gelistet. Die jeweils hochsten Calcitonin-Konzentrationen pro Patient/in
wurden fiir die tabellarische, absteigende Auflistung libernommen und die {iibrigen
Messwerte zur Information parallel gespeichert. Nach stichprobenartigem Abgleich dieser
Werte mit den zugehorigen Befunden im MEDOCS wurde beschlossen, im Folgenden nur
bei Patient/innen mit Calcitonin-Konzentrationen von > 10 pg/ml weiter zu recherchieren,
welche potentiellen Ursachen fiir deren Calcitonin-Anstieg verantwortlich sein konnten. Es
wurden daher bei 87 der 2143 Patient/innen alle verfiigbaren Informationen der
Krankengeschichte im MEDOCS gesichtet und protokolliert. Die endokrinologischen bzw.
(wenn vorhanden) Schilddriisenhauptdiagnosen und ggf. potentielle Beeinflussungsfaktoren
der Calcitonin-Werte wurden ebenfalls in der sortierten Excel-Tabelle aufgefiihrt. Fiir die
konkrete statistische Auswertung wurden dann
— erstens die Patient/innen gemd3 der Diagnosen stratifiziert, indem diese mittels fiinf

verschiedener Diagnosecodes kodiert wurden (siehe auch 2.1.1):

* (= unbekannt

= ] =MTC, ohne MEN

= 2=MEN

= 3 =Struma

* 4= Verdacht auf MTC

= 5 =andere (endokrinologische) Erkrankung
— und zweitens die Namen fiir die Anonymisierung durch fortlaufende Patient/innen-

Nummern ersetzt.

Deskriptive Statistik:
Die so kodierte und anonymisierte Tabelle wurde der deskriptiven Statistik zugefiihrt, die

mit dem Programm SPSS Version 22.0 berechnet wurde.
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Im Rahmen dieser wurden die verarbeiteten Fille zuerst anhand der obigen Diagnosecodes

in

- ,,positiv* bei Code 1 und 2 (MTC diagnostiziert bzw. MEN-positiv)

- ,.negativ bei Code 0, 3 und 5 (kein MTC diagnostiziert und kein MEN) und

— ,fehlend* bei Code 4 (Verdacht auf MTC, aber Diagnose zum Zeitpunkt der
statistischen Auswertung unklar) unterteilt.

Damit wurde erstens unter Einberechnung der zugehorigen Calcitonin-Werte eine ROC-

Kurve fiir die Darstellung der Sensitivitdten und Spezifititen und zur Ermittlung sinnvoller

Cut-off-Werte erstellt. Diese lassen sich manuell wihlen oder liber den maximalen Youden-

Index berechnen, d. h. der maximal erzielbare Wert aus Sensitivitdt + Spezifitit-1 (41).

Zusitzlich wurde die Flache unter der Kurve (area under the curve, AUC) als MaB fiir die

Qualitit des Klassifikators errechnet.

Als Zweites wurde dieses Verfahren getrennt nach weiblichen und méinnlichen Personen

wiederholt und jeweils eine ROC-Kurve angefertigt.

Als Drittes wurden die absoluten und relativen Héaufigkeiten der Altersverteilung aufgelistet

und per Histogramm graphisch dargestellt sowie Mittelwert und Standardabweichung

berechnet. Auf Grundlage des Mittelwertes (56,56 Jahre) = 1 Standardabweichung (16,47

Jahre) wurden vier Alterskategorien entwickelt und jeweils ROC-Kurven erstellt — bis 40

Jahre, 41-56, 57-73 und 74-87 Jahre — um altersspezifische Cut-offs zu erhalten.

Danach erfolgte eine Auflistung der absoluten und relativen Héufigkeiten der erhaltenen

Calcitonin-Konzentrationen und im vierten Schritt wurden Kreuztabellen erstellt. Diese

enthielten die vier Felder aus der Diagnose MTC/MEN ,,ja* oder ,,nein* und der Calcitonin-

Konzentration ,,niedrig oder ,,hoch®, wobei die Einteilung aus den im zweiten Schritt

errechneten geschlechtsspezifischen Cut-offs resultierte.

Damit wurden zum einen Chi-Quadrat-Tests bzw. Fisher-Exakt-Tests (wenn bei mehr als

20 % der Zellen eine erwartete Haufigkeit <5 vorlag) ausgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob es

einen Zusammenhang zwischen Calcitonin-Wert und MTC-Diagnose gibt, und zum anderen

ein Zusammenhangsmal fiir zwei bindre Variablen, der Phi-Koeffizient, fiir die Starke des

Zusammenhangs berechnet.

Im letzten Schritt wurden dann in Excel unter Verwendung der fiir Frauen und Ménner

ermittelten Cut-offs der negative und positive Vorhersagewert, die Sensitivitit und Spezifitét

sowie mit diesen der Youden-Index fiir die Gesamtstichprobe berechnet.
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2.1.4. Literaturrecherche

Die Literatur fiir den allgemeinen Teil sowie fiir die Vergleiche in der Diskussion wurde
einerseits durch gezielte PubMed-Recherche und andererseits durch Sichtung des
Bibliotheksbestandes an Lehr- und Laborbiichern an der Medizinischen Universitit Graz,
sowohl vor Ort als auch unter Nutzung der Onlineressourcen, gewonnen. Auflerdem wurden
die Anleitungen und Ver6ffentlichungen der Labortesthersteller genutzt.

In PubMed wurden vor allem die Suchbegriffe ,,Calcitonin®, ,,medullary thyroid cancer* und
»MTC*“ unter Ausschluss von ,,Calcitonin gene-related peptide* verwendet. Fiir Detailfragen
wurden diese mit Stichwortern wie ,,guidelines®, ,,Hashimoto®, ,,Gastrin“, ,,pregnancy*,
»smoking®, ,,immunoassay* bzw. ,.heterophilic antibodies* verkniipft.

Aus den so gefundenen Arbeiten wurden zudem die darin angegebenen Quellen extrahiert
und diese in Abhidngigkeit ihrer Relevanz fiir eine tieferreichende Recherche

weiterverwendet.
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2.2. TSI

2.2.1. Studienprotokoll und Patient/innenkollektiv
Auch der TSI-Teil dieser Arbeit wurde im Rahmen der TSICAL-Studie durchgefiihrt. Im

Studienprotokoll war eine Fallzahl von 500 Patient/innen mit Immunhyperthyreose, deren
TRAK- und TSI-Werte an der Endokrinologie-Laborplattform an der Klinischen Abteilung
fiir Endokrinologie und Diabetologie zwischen 2015 und 2016 bestimmt wurden,
vorgesehen. Alle verfiigbaren Frauen und Maénner von 18 bis 100 Jahren sollten
eingeschlossen werden.

Als HauptzielgroBBe wurde der Laborwert ,, TSI bei der Diagnose Morbus Basedow bzw.
Immunhyperthyreose festgesetzt und als Nebenzielparameter wurden Begleiterkrankungen,
Alter, Geschlecht, weitere Schilddriisenhormonwerte, Vitamin D und weitere Schilddriisen-
Antikorperwerte definiert.

Wie bereits erwdhnt, wurde fiir die Studie ein Votum der Ethikkommission eingeholt, um
die Patient/innen-Daten aus den (elektronischen) Kranken- und Ambulanzakten, den OP-
Berichten und den Radiologiebefunden etc. der letzten Jahre verwenden zu diirfen. Dieses
Votum galt sowohl fiir den Calcitonin- als auch den TSI-Teil.

SchlieBlich konnten 115 Patient/innen, bei denen sowohl TSI als auch TRAK gemessen
wurden, im Zeitraum von Anfang Januar bis Ende Mai 2016 rekrutiert werden, da nur fiir
diese Zahl an Patient/innen die zur Verfiigung gestellte Anzahl an TSI-Testsets fiir Analysen
verwendet wurde. Dies involvierte auch 15 damals minderjdhrige Personen, die in Hinblick
auf eine groBere Fallzahl nachtriglich noch eingeschlossen wurden, sodass das
Patient/innenkollektiv dann ein Altersspektrum von O bis 84 Jahren umfasste (Stichtag
01.06.2016).

Die Zuweisung der Patient/innen zur TRAK- und TSI-Messung erfolgte aufgrund der
Diagnosen Morbus Basedow, Hashimoto-Immunthyreopathie und anderer (Schilddriisen-)

Erkrankungen.

2.2.2. Analyseverfahren im Labor

Fir die Vergleichbarkeit der Aussagekraft von TSI und TRAK wurden jeweils beide bei
allen Patient/innen gemessen. Fiir TSI erfolgte dies mit dem Immulite® 2000 TSI von

Siemens Healthcare Diagnostics und fiir TRAK mittels IASONTRAb®e. der IASON GmbH.
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TRAK-Messung — IASONTRAb®e.:

Bei diesem Testkit handelt es sich um ein Enzymimmunoassay zur quantitativen
Bestimmung von Autoantikdrpern gegen den TSH-Rezeptor in Humanseren (37), die im
Englischen TRAD (,, TSH receptor autoantibodies*) genannt werden, woraus sich der Name
des Kits ableitet.

Vor der Testdurchfiihrung mussten alle Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht werden.
Als Erstes wurden jeweils ein Startpuffer gemeinsam mit den Patient/innenproben in die mit
TSH-Rezeptoren beschichteten Wells einer Mikrotiterplatte pipettiert. Parallel dazu erfolgte
dies auch mit Standards und Kontrollseren aus dem Testkit auf derselben Platte. Wéhrend
der zweistlindigen Inkubation unter Schiitteln bei Raumtemperatur konnten die TRAK aus
den Proben an die TSH-Rezeptoren in den Wells binden. Anschlieend wurden die ELISA-
Platten zum Entfernen nicht gebundener Bestandteile mit einem Waschpuffer zweimal
gewaschen und danach auf Zellstoff zum Trocknen ausgeklopft. Als Nachstes wurde ein
TSH-Biotin-Komplex, der vorher mit einem Assaypuffer rekonstituiert worden war, in die
Wells pipettiert und die Platten nun fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser
Zeit konnten die TSH-Biotin-Komplexe an die noch freien TSH-Rezeptoren binden. Die
Fliissigkeit wurde anschlieBend abgesaugt und die Platten dreimal mit dem Waschpuffer,
wie bereits zuvor, gewaschen. Im nédchsten Schritt wurde Streptavidin-
Meerrettichperoxidase, die zuvor mit dem zugehodrigen Verdiinnungspuffer im Verhiltnis
1:20 verdiinnt worden war, in die Wells pipettiert. Es folgten wieder 30 Minuten Inkubation,
wihrend der die Rezeptor-TSH-Komplexe spezifisch mit einem an die Peroxidase
gekoppelten Konjugat reagierten. Nach Absaugen und drei Waschungen zur Entfernung
tiberschiissiger ~ Konjugatmolekiile =~ wurde das  farblose  Substrat  3,3°,5,5°-
Tetramethylbenzidin hinzupipettiert und fiir 30 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Wihrenddessen kam es durch Umsetzen des Substrats durch die Peroxidase zur blauen
Farbentwicklung, die im Folgeschritt durch Zugabe von 0,5M Schwefelsdure als
Stopplosung unterbrochen wurde, was einen Farbumschlag von blau nach gelb bewirkte. Im
letzten Schritt wurde die Absorption der Wells bei 450 nm mit einem Photometer gemessen,
wobei die optische Dichte umgekehrt proportional zur TRAK-Konzentration war, die mit
einer Eichkurve bestimmt werden konnte.

Der mit dieser Methode erzielbare Messbereich umfasst 1-40 U/l (37). Fiir hohere TRAK-
Konzentrationen wurden Verdiinnungsreihen mit dem Standard 1 (TRAK-Konzentration =

0 U/1) des Testkits durchgefiihrt, sodass bei uns Werte bis 600 1U/I ermittelt werden konnten.
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TSI-Messung — Immulite® 2000:
Das Grundprinzip dieses automatischen, Zwei-Schritt-Chemilumineszenz-Immunoassays
wurde bereits unter Punkt 1.2.3 skizziert und ist vergleichbar mit der in Punkt2.1.2

beschriebenen Methodik des Immulite® 2000 Calcitonin.

Die Proben wurden, sofern sie nicht sofort der Analyse zugefiihrt wurden, bei 2-8 °C an der
Endokrinologie-Laborplattform gelagert. Dies ist auch der erforderliche Temperaturbereich
fiir die Lagerung der Reagenzien fiir den Immulite®-Automaten.

Nach Abschluss der Gerinnung wurden die Proben zentrifugiert und in die Testr6hrchen des
Analyseautomaten iiberfiihrt. In diesen befanden sich als Festphase Polysterol-Kiigelchen,
die mit einem rekombinanten humanen TSH-Rezeptor beschichtet waren. Wiahrend der
anschlieenden 30 Minuten Inkubationszeit konnten die in den Proben enthaltenen TSI-
Molekiile an diese Rezeptoren binden. Ungebundene Bestandteile wurden daraufthin mittels
Waschungen und Zentrifugation entfernt.

Im nédchsten Schritt wurden als Signalmolekiile mit alkalischer Phosphatase konjugierte
rekombinante humane TSH-Rezeptoren zugesetzt, die in einer Pufferlosung stabilisiert
vorlagen. Es folgte erneut eine 30-miniitige Inkubationszeit, sodass die markierten
Rezeptoren iiber eine zweite Bindungsstelle des TSI an diese binden konnten. Ungebundene
Rezeptoren wurden danach wiederum per Zentrifugalreinigung entfernt.

Im letzten Reaktionsschritt wurde das Chemilumineszenz-Substrat (ein Dioxetan)
hinzugefiigt, das von der gebundenen alkalischen Phosphatase im Reaktionsansatz
umgesetzt wurde. Dies diente der Quantifizierung des Signalsubstrats und damit indirekt der
TSI. Denn bei der Reaktion wurde ein Lichtsignal erzeugt, das der TSI-Menge in der Probe
proportional war und mit dem im Geridt integrierten Photomultiplier detektiert werden
konnte.

Der Messbereich umfasst mit dieser Methode 0,10 bis 40 [U/1, wobei Ergebnisse iiber 40 IU/1
durch Verdiinnung mit zum Beispiel Multi-Diluent 2 erneut getestet und so spezifiziert

werden konnen (36).

2.2.3. Statistische Auswertung der Daten

Sammlung und Klassifizierung der Daten:
Alle 115 Patient/innen, bei denen an der Abteilung fiir Endokrinologie in Graz TSI gemessen

wurde, wurden in einer Excel-Tabelle gemeinsam mit dem vollstindigen Namen,
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Geburtsdatum, Abnahmedatum und dem parallel bestimmten TRAK gelistet. Dies betraf den
Zeitraum von Januar bis Mai 2016.
Nachfolgend wurden alle Personen aufsteigend nach ihren TSI-Werten geordnet, um fiir die
weitere Bearbeitung eine Stratifizierung in vier Konstellationsgruppen zu erlauben:

1. TSI<0,1 IUN+TRAK < 151U/

2. TSI<0,1 IUN+TRAK> 151U/

3. TSI>0,1 IU/1+TRAK < 151U/

4., TSI>0,11U/1+TRAK > 151U/
Die Grenzwerte wurden dabei folgendermaBen gewdhlt: Fiir TSI zdhlte das bloBe
Vorhandensein, d. h. Werte oberhalb der Nachweisgrenze von 0,1 IU/l. Bei TRAK wurde
der allgemein genutzte Cut-off von 15 U/l verwendet.
Bei Patient/innen, bei denen mehrfach TSI und TRAK gemessen wurden, wurden alle Daten
in gesonderten Zeilen derselben Tabelle gespeichert, flir die Reihung wurde aber in der
Regel das in der Chronologie erste Messwertepaar herangezogen.
Innerhalb dieser nun gesondert gelisteten Gruppen wurden dann fiir alle Patient/innen die
elektronischen Krankenakten und Befunde durchsucht, um die zugehorigen Hauptdiagnosen
sowie relevante Nebendiagnosen, Lebensstilfaktoren etc. ebenfalls in den vier Tabellen
aufzufithren. Konstellation 4 wurde nachfolgend noch in 4a (TSI<5,0I1U/) und 4b
(TSI=5,0 IU/N) gegliedert, da sich empirisch oberhalb dieses Grenzwerts nur noch Morbus-

Basedow-Fille fanden, wenn die Ursache aus den Krankenakten hervorging.

Nach Abschluss der Recherche wurde jedem Patienten und jeder Patientin fiir die statistische
Auswertung ein Diagnosecode entsprechend der Schilddriisen-relevanten Diagnosen
zugeordnet:

= (0 =unbekannt

= | =Morbus Basedow

= 2 =Immunthyreopathie Typ Hashimoto und/oder Hypothyreose

= 3 = andere Schilddriisendiagnose

= 4 = andere Diagnosen (nicht die Schilddriise betreffend).
Im letzten Schritt erfolgten die erneute Zusammenfiihrung der vier einzelnen Tabellen und
die Anonymisierung, indem die Namen durch fortlaufende Patient/innen-Nummern ersetzt

wurden.
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Deskriptive Statistik:

An der auf diese Weise kodierten und anonymisierten Tabelle wurde mit dem Programm
SPSS Version 22.0 die deskriptive Statistik durchgefiihrt.

Fiir die Berechnungen wurde zuerst die fiinfstufige Diagnosevariable in eine zweistufige
rekodiert, indem die Diagnosecodes 0 sowie 2 bis 4 mit ,,0“ (= kein Morbus Basedow)
rekodiert wurden, wiahrend Diagnosecode 1 ,,1* (= Morbus Basedow) blieb. Aulerdem
wurde fiir die TRAK-Analysen den TRAK-Werten < 15,0 IU/l der Wert ,,0° zugeordnet,
wiahrend mit TRAK-Werten > 15,0 [U/1 ,,1° verkniipft wurde.

Im ersten Schritt wurden eine Haufigkeitstabelle mit den absoluten und relativen
Hiufigkeiten aller einzelnen TRAK-Werte sowie eine Ubersicht iiber die entsprechenden
Gesamthéufigkeiten der Werte ober- bzw. unterhalb des Grenzwerts angefertigt.

Im néchsten Schritt wurde eine Kreuztabelle erstellt, und zwar fiir die vier Felder
Hyperthyreose (ja oder nein) und TRAK groBer oder kleiner 151U/l. Damit wurden
verschiedene Chi-Quadrat-Tests durchgefiihrt, um zu priifen, ob es einen Zusammenhang
zwischen Hyperthyreose und TRAK gibt. Zudem wurde das symmetrische Mal} Phi-
Koeffizient zur Darstellung der Stirke des Zusammenhangs berechnet. Die vier
Konstellationen der Kreuztabelle wurden dann zusitzlich graphisch per Balkendiagramm
veranschaulicht.

Als Drittes wurde fiir TRAK, je nach Hyperthyreose ,,ja oder nein, eine ROC-Kurve fiir die
Darstellung der Sensitivitidten und Spezifitdten und zur Verifizierung des gesetzten Cut-off-
Werts erstellt. Zur Uberpriifung des letzteren wurden die einzelnen Koordinaten der Kurve
noch tabellarisch aufgefiihrt. Auch die Fldche unter der Kurve (AUC) als Ma8 fiir die Giite
des Klassifikators wurde im Zuge dieses Schrittes berechnet.

Anschlieflend wurde Schritt 3 fiir die TSI-Werte wiederholt, sodass auch fiir TSI eine ROC-
Kurve, AUC und die einzelnen gelisteten Kurvenkoordinaten vorlagen, welche essentiell fiir
die Fragestellung beziiglich sinnvoller TSI-Grenzwerte sind. Ebenso wurde fiir TSI das

beschriebene Prozedere zur Korrelationsanalyse wiederholt.

Auf Grundlage dieser Berechnungen wurden einzelne weitere Detailbetrachtungen in Excel
ausgefiihrt:
1. Fiir einen TRAK-Cut-off von 151U/l wurden negativer und positiver pradiktiver
Wert, Sensitivitét, Spezifitdt und damit der Youden-Index berechnet.
2. Fir einen TRAK-Cut-off von 15 IU/l wurden die Werte aus Schritt 1 getrennt fiir die

Substichproben Frauen und Ménner berechnet.
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3. Fiir den einen in der ROC-Analyse ermittelten TSI-Cut-off wurden negativer und
positiver pradiktiver Wert, Sensitivitét, Spezifitdt und Youden-Index berechnet.

4. Schritt 3 wurde fiir die Substichproben Frauen und Ménner einzeln wiederholt.

5. Fiir einen zweiten in der ROC-Analyse ermittelten TSI-Cut-off wurden negativer und
positiver pradiktiver Wert, Sensitivitét, Spezifitit und Youden-Index berechnet.

6. Schritt 5 wurde fiir die Substichproben Frauen und Minner einzeln wiederholt.
Im finalen Schritt wurden die ROC-Kurven und deren Parameter von TRAK und TSI

verglichen und daraus mittels Chi-Quadrat-Test gepriift, ob es einen signifikanten

Unterschied zwischen den beiden Antikorpern als Diagnostikum gibt.

2.2.4. Literaturrecherche

Wie schon fiir Calcitonin, wurde auch beziiglich TSI und TRAK die Literatur fiir den
allgemeinen Teil sowie fiir die Vergleiche in der Diskussion zum einen durch gezielte
PubMed-Recherche und zum anderen durch Nutzung des Bibliotheksbestandes an Lehr- und
Laborbiichern an der Medizinischen Universitit Graz, sowohl vor Ort als auch die
Onlineressourcen, gewonnen. Auflerdem wurden die Anleitungen und Verdffentlichungen
der Labortesthersteller genutzt. Ergdnzend wurden Informationen aus der AMBOSS-Online-
Enzyklopédie und durch Google-Suche gewonnen.

In PubMed wurden die Suchbegriffe ,,TSI“ oder ,,TRAb“ in Kombination mit ,,Graves'
disease®™, ,,Graves‘ orbitopathy*, ,bioassay oder ,immunoassay“ angewandt. Fiir
Detailfragen wurden diese noch mit Stichwdrtern wie ,,guidelines* und ,,Hashimoto*
verknlipft.

Aus den so gefundenen Arbeiten wurden zudem die darin angegebenen Quellen extrahiert

und diese in Abhdngigkeit ihrer Relevanz fiir eine detailliertere Recherche weiterverwendet.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Calcitonin

3.1.1. Deskriptive Statistik / allgeemeine Patient/innen-Charakteristika

Im gewihlten Beobachtungszeitraum wurde bei 2143 Personen Calcitonin gemessen, wobei
87 davon eine Calcitonin-Konzentration von > 10 pg/ml aufwiesen und in die Auswertung

einflossen. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber das Kollektiv dieser 87 Personen.

Tabelle 1 —Kollektiv der 87 Patient/innen mit Calcitonin-Werten > 10 pg/ml

Geschlechts- Frauen: Mainner:
verteilung n=23 (26,4 %) n=64 (73,6 %)

Altersspektrum 0-401J.: 41-56J.: 57-73J.: 74-87J.:
n=14 (16,1%) n=27(31,0%) n=32(36,8%) n=14(16,1%)
Calcitonin- 10-12 pg/ml: > 12 pg/ml:
Spiegel nach n=26 n=61
Haltem* Cut-off (29,9 %) (70,1 %)
MTC- bzw. Positiv: Negativ: V.a. MTC:
MEN-Status n=14 (16,1 %) n=71 (81,6 %) n=2 (2,3 %)
. Dg. MTC: MEN:  Struma.: V.a. Andere
D;;;t:slltg(gles unbekannt:  n=11 11:3 n=3§ @ Erkr.:
) ) n=18 (12,6 %) (3,4 A)) (41,4 A)) n=2 n=
im Detail (207 %) (2,3 %) (19.5%)

Legende: Dg. = Diagnose, Erkr. = Erkrankung, J. = Jahre, n = Anzahl der Patient/innen

Beziiglich der Berechnung von Lagemaflen ist zu bedenken, dass das ausgewertete
Kollektiv nur Patient/innen ab Calcitonin-Werten von 10 pg/ml enthélt, um Verzerrungen
durch die Uberzahl an Personen mit sehr niedrigen Werten bzw. solchen von 0 pg/ml zu
vermeiden. Fiir dieses Kollektiv errechneten sich folgende Parameter:

= Mittelwert aller Patient/innen: 179,4 pg/ml

= Median aller Patient/innen: 16 pg/ml

= Mittelwert der Personen mit MTC und MEN im Follow-up: 934,8 pg/ml

= Mittelwert der Personen mit erhhtem Calcitonin bei anderen Diagnosen: 34,6 pg/ml

Geschlechtsspezifisch ergaben sich folgende Zahlen:
= Von den Frauen waren 3 (13,0 %) MTC- bzw. MEN-positiv und 20 (87 %) negativ.
7 (30,4 %) wiesen Calcitonin-Konzentrationen von 10-12 pg/ml und 16 (69,6 %) von
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>12 pg/ml auf.
Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 145,9 pg/ml

=  Von den Méannern waren 11 (17,2 %) MTC- bzw. MEN-positiv, 51 (79,7 %) negativ
und 2 (3,1 %) liefen zum Zeitpunkt der Auswertung unter ,,Verdacht auf MTC*.
19 (29,7 %) wiesen Calcitonin-Konzentrationen von 10-12 pg/ml und 45 (70,3 %)
von > 12 pg/ml auf.

Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 191,5 pg/ml

Was die Verteilungen in den vier Altersgruppen anging, so zeigten sich folgende Zahlen:

= Inder Alterskategorie bis 40 Jahre waren 2 Patient/innen (14,3 %) MTC- bzw. MEN-
positiv und 12 (85,7 %) negativ.
Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 165,7 pg/ml

» Inder Gruppe der 41- bis 56-Jahrigen waren 6 Personen (22,2 %) positiv, 20 (74,1 %)
negativ und eine (3,7 %) mit ,,Verdacht auf MTC* enthalten.
Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 111,5 pg/ml

=  Unter den 57- bis 73-Jahrigen waren 4 Personen (12,5 %) positiv, 27 (84,4 %)
negativ und eine (3,1 %) mit ,,Verdacht auf MTC* enthalten.
Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 293,5 pg/ml

= In der Kategorie der 74- bis 87-Jdhrigen waren 2 Patient/innen (14,3 %) positiv und
12 (85,7 %) negativ.

Mittelwert der Calcitonin-Konzentrationen: 63,5 pg/ml

Anmerkung: Zum Zwecke der Ubersichtlichkeit wurden bei den Bezeichnungen der
Altersgruppen die Grenzen gerundet. Die genauen Grenzen, die dann zu den Anzahlen der
positiven und negativen Personen fiihrten, ergaben sich aus der Standardabweichung von
16,47 Jahren um den Mittelwert von 56,56 Jahren.

In Abbildung 5 ist die Altersverteilung aller 87 Patient/innen dargestellt.
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Abbildung 5 — Histogramm zur Darstellung der Altersverteilung des Calcitonin-

Patient/innen-Kollektivs

3.1.2. Cut-off-Analysen und Sensitivitit/Spezifitit

Die Cut-off-Analysen wurden sowohl allgemein fiir das komplette Kollektiv, als auch
geschlechtsspezifisch sowie einzeln fiir die vier Alterskategorien mit Hilfe von ROC-Kurven

durchgefiihrt.

3.1.2.1. Analyse des Gesamtkollektivs
Fiir das allgemeine Kollektiv der 87 Patient/innen ergab sich die in Abbildung 6 dargestellte
ROC-Kurve mit folgenden Parametern:

=  Fldache unter der Kurve (AUC): 0,915

= Standardfehler der AUC: 0,039

= Asymptotische Signifikanz: p <0,0001

= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,838 bis 0,992

Tabelle 2 zeigt einen Ausschnitt der Koordinaten der Kurve. Eine als Cut-off-Wert glinstige
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Konstellation aus Calcitonin-Konzentration sowie Sensitivitdt und Spezifitdt ist hellblau

hervorgehoben.

0,87

0,6

Sensitivitat

0,47

0,27

0,0 T T T
0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Spezifitat

Abbildung 6 — ROC-Kurve des gesamten Calcitonin-Patient/innen-Kollektivs

Tabelle 2 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve des Gesamtkollektivs

Positiv, wenn Calcitonin-

Spiegel [pg/ml] grofier Sensitivitiit 1 — Spezifitit
oder gleich
11,5 1,000 0,662
12,5 1,000 0,634
14,5 1,000 0,535
15,5 0,929 0,437
16,5 0,929 0,394
17,5 0,929 0,366
18,5 0,929 0,324
19,5 0,929 0,310
21,0 0,929 0,282
23,0 0,929 0,254
24,5 0,929 0,225
25,5 0,857 0,211
26,5 0,857 0,197
29,0 0,786 0,183

* hellblaue Zeile: manuell gewdhlter Cut-off
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3.1.2.2. Geschlechtergetrennte Analyse

Bei den separat betrachteten Frauen und Ménnern resultierten die in Abbildung 7 bzw.
Abbildung 8 dargestellten ROC-Kurven mit den unten stehenden Parametern.

Tabelle 3 fasst einen Teil der jeweiligen Kurvenkoordinaten zusammen. Auch hierin sind
als Cut-off-Wert giinstige Konstellationen aus Calcitonin-Konzentration sowie Sensitivitit

und Spezifitat hellblau hervorgehoben.

Geschlecht: weiblich

0,871

0,6+

Sensitivitat

0,4

0,27

0,0 T T T
0,0 0,2 04 0,6 08 1,0
1 - Spezifitit

Abbildung 7 — ROC-Kurve der untersuchten Frauen

— Frauen:
= Fldache unter der Kurve (AUC): 0,900
= Standardfehler der AUC: 0,072
= Asymptotische Signifikanz: p=0,028
= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,760 bis 1,000
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Geschlecht: mannlich

0,671
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Abbildung 8§ — ROC-Kurve der untersuchten Manner

— Manner:
= Flédche unter der Kurve (AUC): 0,925
= Standardfehler der AUC: 0,044
= Asymptotische Signifikanz: p <0,0001
= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,839 bis 1,000

Tabelle 3 — Auswahl an Koordinaten der beiden geschlechtergetrennten ROC-Kurven

Positiv, wenn Calcitonin-

Spiegel [pg/ml] grofier Sensitivitiit 1 — Spezifitit
oder gleich
11,5 1,000 0,700
21,5 1,000 0,450
25,0 1,000 0,350
35,0 1,000 0,300
47,0 1,000 0,250
73,0 1,000 0,200
106,5 0,667 0,200
118,0 0,667 0,150
127,0 0,667 0,100
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Minner:

11,5 1,000 0,647
12,5 1,000 0,627
14,5 1,000 0,510
15,5 0,909 0,392
16,5 0,909 0,333
17,5 0,909 0,314
19,0 0,909 0,255
21,0 0,909 0,216
23,5 0,909 0,176
26,0 0,818 0,157
29,0 0,727 0,137

* hellblaue Zeilen: manuell gewdhlte Cut-offs

Unter Nutzung der hiermit gewédhlten Cut-offs von 73 pg/ml bei Frauen und 23,5 pg/ml bei
Minnern wurde eine Vierfeldertafel der zugehorigen Hiaufigkeiten von Diagnose und

Calcitonin-Konzentration ober- bzw. unterhalb dieses Cut-offs erstellt:

Tabelle 4 — Kreuztabelle aus MTC-Diagnose und Calcitonin-Konzentration bez. neuen
geschlechtergetrennten Cut-offs
Calcitonin-Konzentration [pg/ml]

Frauen/ <23,5 | Frauen/ > 23,5 total
fiir Méanner (0) | fiir Ménner (1)

kein MTC (0) 58 13 71
Diagnose MTC/MEN (1) 1 13 14

total 59 26 85

Daraus errechneten sich, fiir Frauen und Ménner zusammengenommen, folgende
Giitekriterien (gerundet) fiir die so gesetzten Cut-offs:
= Negativer Vorhersagewert: 0,983

= Positiver Vorhersagewert: 0,5

=  Sensitivitit: 0,929
= Spezifitit: 0,817
*  Youden-Index: 0,745
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3.1.2.3. Analyse nach Altersgruppen

Bei der Betrachtung der Altersgruppen wurden die folgenden ROC-Kurven (Abbildung 9,
Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung 12) mit ihren Parametern (Tabelle 5, Tabelle 6,
Tabelle 7, Tabelle 8) errechnet.

— Alter bis 40 Jahre:
Alter (Klassiert): bis 40

1,0

0,87

0,6

Sensitivitat
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Abbildung 9 — ROC-Kurve der Altersgruppe bis 40 Jahre
= Fliache unter der Kurve (AUC): 0,812
= Standardfehler der AUC: 0,158
= Asymptotische Signifikanz: p=0,171
= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,503 bis 1,000

Tabelle 5 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve der 0- bis 40-Jihrigen

Positiv, wenn Calcitonin-

Spiegel [pg/ml] grofier Sensitivitit 1 — Spezifitat
oder gleich
11,5 1,000 0,500
13,5 1,000 0,417
16,5 0,500 0,333
24,5 0,500 0,250
40,0 0,500 0,167
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82,5 0,500 0,083
* hellblaue Zeilen: manuell gewdhlte Cut-offs

— Alter von 41 bis 56 Jahren:

Alter (Klassiert): 41-56
1,0 J

0,87

0,67

Sensitivitét

0,47

0,27

0,0 T T I
0,0 0,2 0.4 0,6 08 1,0

1 - Speazifitit

Abbildung 10 — ROC-Kurve der Altersgruppe von 41 bis 56 Jahren
= Fléache unter der Kurve (AUC): 0,958
= Standardfehler der AUC: 0,038
= Asymptotische Signifikanz: p=10,001
= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,884 bis 1,000

Tabelle 6 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve der 41- bis 56-Jdhrigen

Positiv, wenn Calcitonin-

Spiegel [pg/ml] grofier Sensitivitiit 1 — Spezifitit
oder gleich
24,5 1,000 0,250
25,5 1,000 0,200
35,5 1,000 0,150
71,0 1,000 0,100
108,5 0,833 0,100
143,0 0,833 0,050

* hellblaue Zeile: manuell gewdhlter Cut-off
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— Alter von 57 bis 73 Jahren:
Alter (Klassiert): 57-73

1.0

0,671

Sensitivitat
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1 - Spezifitat
Abbildung 11 — ROC-Kurve der Altersgruppe von 57 bis 73 Jahren
= Fliache unter der Kurve (AUC): 0,907
= Standardfehler der AUC: 0,056
= Asymptotische Signifikanz: p=0,010

= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,797 bis 1,000

Tabelle 7 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve der 57- bis 73-Jéhrigen

Positiv, wenn Calcitonin-

Spiegel [pg/ml] grofier Sensitivitit 1 — Spezifitit
oder gleich
19,5 1,000 0,259
21,0 1,000 0,222
24,5 1,000 0,185
32,5 0,750 0,185
45,5 0,750 0,148
73,0 0,750 0,111

* hellblaue Zeile: manuell gewdhlter Cut-off
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— Alter von 74 bis 87 Jahren:

Alter (Klassiert): 73-87

1,0

0,87

0,67

Sensitivitat

0,27

0,0 T T
0,0 02 0.4

I T
0,6 08 1,0

1 - Spezifitét

Abbildung 12 — ROC-Kurve der Altersgruppe von 74 bis 87 Jahren

=  Flédche unter der Kurve (AUC): 0,875
= Standardfehler der AUC: 0,117

= Asymptotische Signifikanz: p=0,100

= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,646 bis 1,000

Tabelle 8 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve der 74- bis 87-Jdhrigen

Positiv, wenn Calcitonin-
Spiegel [pg/ml] grofier
oder gleich
19,5
23,0
24.5
26,0
54,0
123,0

Sensitivitit

1,000
1,000
1,000
0,500
0,500
0,500

* hellblaue Zeile: manuell gewdhlter Cut-off

1 — Spezifitat

0,417
0,333
0,250
0,250
0,167
0,083
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3.1.2.4. Zusammenfassung der ermittelten Calcitonin-Cut-offs
= Gesamtkollektiv: 24,5 pg/ml (Sensitivitdt 0,929; Spezifitdt 0,775)
*  Frauen: 73,0 pg/ml (Sensitivitdt 1,000; Spezifitit 0,800)
* Mainner: 23,5 pg/ml (Sensitivitdt 0,909; Spezifitit 0,824)
* Bis 40-Jahrige: 13,5 pg/ml (Sensitivitdt 1,000; Spezifitdt 0,583)
= 41]-bis 56-Jdhrige: 71,0 pg/ml (Sensitivitdt 1,000; Spezifitdt 0,900)
= 57-bis 73-Jahrige: 24,5 pg/ml (Sensitivitdt 1,000; Spezifitit 0,815)
= 73-bis 87-Jahrige: 24,5 pg/ml (Sensitivitdt 1,000; Spezifitdt 0,750)

3.1.3. Korrelation von Diagnose und Calcitonin-Werten

Ausgehend von der bereits gezeigten Kreuztabelle zur Korrelation von Diagnose und
Grenzwert-bezogener  Calcitonin-Konzentration (Tabelle 4), die hier mittels

Balkendiagramm veranschaulicht werden soll, wurden Chi-Quadrat-Tests ausgefiihrt.

607
Legende:
Count = Anzahl

5] nein = kein MTC
ja=MTC/MEN

a0 blau = Calcitonin-Wert niedrig

(Frauen bis 73 pg/ml, Mdnner bis
23,5 pg/ml)
griin = Calcitonin-Wert hoch

Count

(Frauen > 73 pg/ml, Mdnner
> 23,5 pg/ml)

nein ja

Diagnose in 2 Kategorien

Abbildung 13 — Balkendiagramm zu den Haufigkeiten der zwei Diagnosegruppen je nach
Calcitonin-Konzentration ober- oder unterhalb des neuen Cut-off-Werts

Es gibt einen Zusammenhang zwischen Diagnose (MTC/MEN) und erhdhten
geschlechtsspezifischen Calcitonin-Werten (X?= 30,609, df=1, p <0,0001).
Die Hohe des Zusammenhangs lag bei Phi = 0,600 (p <0,0001).
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3.2. TSI

3.2.1. Deskriptive Statistik / allgemeine Patient/innen-Charakteristika

Im Testzeitraum im ersten Halbjahr 2016 wurde bei 115 Personen TSI zusammen mit TRAK
gemessen, die alle in der Auswertung eingeschlossen wurden. Tabelle 9 gibt eine Ubersicht

zur Zusammensetzung des Patient/innen-Kollektivs.

Tabelle 9 — Kollektiv der 115 TSI-Patient/innen

Geschlechts- weiblich: maénnlich: davon Kinder:
verteilung n=94 (81,7 %) n=21 (18,3 %) n=15 (13,0 %)
0-84 Jahre x=42,58J.  SD:19,65J.  Median: 43 J.

TRAK-Spiegel

0-15 TU/: > 15 TU/:
bez. (i'l’;'l"ff 15 n=21 (18,3 %) n=94 (81,7 %)
be?;:f}'fﬁ::s < 0.1 TU/L: > 0.1 TU/:
n=24 (20,9 %) n=91 (79,1 %)
grenze
Morbus Positiv: Negativ:
Basedow n=66 (57,4 %) n=49 (42,6 %)
Verteilung Dg. Mb. Hashimoto/ andere andere
Diagnosecodes unbekannt: ~ Basedow:  Hypothyreose:  SD-Dg.: Dg.:
im Detail n=18 n=66 n=11 n=9 n=11
(15,6 %) (57,4 %) (9,6 %) (7,8 %) (9,6 %)

Legende: Dg. = Diagnose, Erkr. = Erkrankung, J. =Jahre, Konz. = Konzentrationen,
Mb. = Morbus, n = Anzahl der Patient/innen, SD = Standardabweichung

Tabelle 10 fasst die fiir dieses Kollektiv errechneten Lagemalle zusammen. Der Fokus der
Untersuchung lag auf dem Unterschied der allgemeinen diagnostischen Wertigkeit von
TRAK und TSI, deswegen entfiel eine detailliertere Berechnung altersspezifischer

Differenzen.

Tabelle 10 — LagemalBe des TSI-Patient/innen-Kollektivs

TRAK [1U/] TSI [1U/N]
Mittelwert der Gesamtstichprobe 133,3 7,0
Median der Gesamtstichprobe 50,53 2,09
Mittelwert der Morbus-Basedow-Patient/innen 175,1 10,2
Median der Morbus-Basedow-Patient/innen 97,70 5,66
Mittelwert der weiblichen Personen 137,0 7,0
Mittelwert der ménnlichen Personen 117,0 7,2
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3.2.2. Cut-off-Analysen und Sensitivitit/Spezifitit

Die Cut-off-Analysen wurden jeweils fiir TRAK und TSI sowohl allgemein fiir das
komplette Kollektiv als auch geschlechtsspezifisch mit Hilfe von ROC-Kurven
durchgefiihrt.

3.2.2.1. TRAK-Analysen
Fiir das allgemeine Kollektiv der 115 Patient/innen ergab sich unter Nutzung des Morbus-
Basedow-Status (positiv oder negativ) die in Abbildung 14 dargestellte ROC-Kurve mit
folgenden Parametern:

= Flédche unter der Kurve (AUC): 0,775

= Standardfehler der AUC: 0,047

= Asymptotische Signifikanz: p <0,0001

= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,684 bis 0,867

0,87

0,67

Sensitivitit

0,47

0,271

0,0 T T T
0,0 0,2 0,4 06 08 1,0

1 - Spezifitat

Abbildung 14 — ROC-Kurve zur Bestimmung des TRAK-Cut-offs

Tabelle 11 zeigt einen Ausschnitt der Koordinaten der Kurve. Eine als Cut-off-Wert glinstige
Konstellation aus TRAK-Konzentration sowie Sensitivitit und Spezifitit ist hellblau
hervorgehoben, wiahrend die dem aktuellen Cut-off am néchsten kommende Zeile hellgriin

markiert ist.
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Tabelle 11 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve fiir TRAK

Positiv, wenn TRAK-
Spiegel [IU/1] grofler oder Sensitivitit 1 — Spezifitat
gleich

7,700 1,000 0,878

8,850 0,985 0,878

10,585 0,970 0,816

10,950 0,955 0,796

13,200 0,939 0,714

13,935 0,939 0,673

14,925 0,939 0,653

16,345 0,939 0,633

21,495 0,924 0,510

22,595 0,894 0,490

25,010 0,894 0,408

29,165 0,833 0,388

32,800 0,833 0,306

38,100 0,742 0,286

44,145 0,727 0,245

56,010 0,682 0,224

68,400 0,652 0,184

87,760 0,545 0,163

100,650 0,500 0,143

* hellblaue Zeile: manuell gewdhlter Cut-off;
hellgriine Zeile: aktuell in der Klinik genutzter Cut-off

Zur Priifung des aktuell verwendeten Cut-offs von 15 IU/l wurde eine Vierfeldertafel der
zugehorigen Haufigkeiten von Diagnose (Morbus Basedow positiv oder negativ) und

TRAK-Konzentration ober- bzw. unterhalb dieses Cut-offs erstellt:

Tabelle 12 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TRAK-Konzentration bez.
Cut-off 15 IU/l (Gesamtkollektiv)

TRAK-Konzentration [1U/l]
kein Morbus Basedow (0) 17 32 49
Diagnose Morbus Basedow (1) 4 62 66
total 21 94 115
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Daraus errechneten sich folgende Giitekriterien (gerundet) fiir den etablierten Cut-off:

Negativer Vorhersagewert: 0,810
Positiver Vorhersagewert: 0,660

Sensitivitat: 0,939
Spezifitit: 0,347
Youden-Index: 0,286

Das entsprechende Prozedere wurde getrennt fiir Méinner und Frauen beziiglich des
TRAK-Grenzwerts 15 IU/l wiederholt.
Tabelle 13 zeigt die Kreuztabelle fiir den weiblichen und Tabelle 14 fiir den ménnlichen
Anteil der Stichprobe.

Tabelle 13 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TRAK-Konzentration bez.
Cut-off 15 IU/I (Frauen)

kein Morbus Basedow (0)

Diagnose Morbus Basedow (1)

total

TRAK-Konzentration [1U/l]

<ISIU/MN(0) | >15TU/A(1) total

13 25 38
4 52 56
17 77 94

Daraus resultierten fiir die weiblichen Personen folgende Giitekriterien (gerundet) fiir den

aktuellen Cut-off:

Negativer Vorhersagewert: 0,765
Positiver Vorhersagewert: 0,675

Sensitivitit: 0,929
Spezifitit: 0,342
Youden-Index: 0,271

Tabelle 14 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TR AK-Konzentration bez.
Cut-off 15 IU/l (Ménner)

kein Morbus Basedow (0)

Diagnose Morbus Basedow (1)

total

TRAK-Konzentration [1U/l]

<I5IU/MN(0) | >151U/(1) total
4

7 11
10 10
4 17 21
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Fiir die méannlichen Personen ergaben sich daraus folgende Giitekriterien (gerundet) fiir
den aktuellen Cut-off:
= Negativer Vorhersagewert: 1,000

= Positiver Vorhersagewert: 0,588

=  Sensitivitit: 1,000
= Spezifitit: 0,364
*  Youden-Index: 0,364

3.2.2.2. TSI-Analysen
Fir das allgemeine Kollektiv der 115 Patient/innen ergab sich unter Verwendung des
Morbus-Basedow-Status (positiv oder negativ) die in Abbildung 15 dargestellte ROC-Kurve
mit folgenden Parametern:

= Flédche unter der Kurve (AUC): 0,822

= Standardfehler der AUC: 0,041

= Asymptotische Signifikanz: p <0,0001

= Asymptotisches 95-%-Konfidenzintervall: 0,742 bis 0,902

0,87

0,67

Sensitivitat

0,49

0,27

0,0 T T T T
0,0 02 04 06 0,8 1.0

1 - Spezifitat

Abbildung 15 — ROC-Kurve zur Bestimmung des TSI-Cut-offs
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Tabelle 15 zeigt einen Ausschnitt der Koordinaten der ROC-Kurve. Zwei als Cut-off-Wert
giinstige Konstellationen aus TSI-Konzentration sowie Sensitivitdit und Spezifitit sind

hellblau markiert.

Tabelle 15 — Auswahl an Koordinaten der ROC-Kurve fur TSI
Positiv, wenn TSI-Spiegel

[IU/1] gréBer oder gleich Sensitivitit 1 — Spezifitit
0,131 0,085 0.531
0,169 0,985 0.510
0,383 0,955 0,490
0,593 0,909 0,449
0,8905 0,894 0.408
0,9895 0,894 0,388
1,080 0,879 0.367
1,515 0,864 0.306
1,620 0,848 0.306
1,770 0,833 0.286
1,830 0,788 0,265
2,020 0,712 0.245
2,160 0,682 0,224
2,930 0,621 0,184
4,720 0,545 0.163
4,895 0,530 0,143
5,225 0,515 0,122
7,430 0,424 0,102
8,465 0,394 0,082
8,855 0,379 0,061
16,050 0,212 0,041
23,550 0,136 0,020

* hellblaue Zeilen: manuell gewdhlite Cut-offs
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Zur Priifung der zwei der ROC-Kurve entnommenen Cut-offs wurden Vierfeldertafeln der
zugehorigen Haufigkeiten von Diagnose (Morbus Basedow positiv oder negativ) und TSI-
Konzentration ober- bzw. unterhalb des jeweiligen Cut-offs angefertigt — fiir beide Cut-offs

jeweils fiir das gesamte Kollektiv und geschlechtergetrennt:

Tabelle 16 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 0,593 IU/1 (Gesamtkollektiv)

TSI-Konzentration [IU/l]
kein Morbus Basedow (0) 27 22 49
Diagnose Morbus Basedow (1) 6 60 66
total 33 82 115

Daraus errechneten sich folgende Giitekriterien fiir den Cut-off 0,593 IU/I:
= Negativer Vorhersagewert: 0,818

= Positiver Vorhersagewert: 0,732

= Sensitivitit: 0,909
= Spezifitit: 0,551
=  Youden-Index: 0,460

Tabelle 17 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 0,593 1U/1 (Frauen)

TSI-Konzentration [IU/l]
kein Morbus Basedow (0) 22 16 38
Diagnose Morbus Basedow (1) 6 50 56
total 28 66 94

Daraus errechneten sich fiir die weiblichen Personen folgende Giitekriterien fiir den Cut-
off 0,593 IU/L:

= Negativer Vorhersagewert: 0,786

= Positiver Vorhersagewert: 0,758

= Sensitivitét: 0,893
= Spezifitit: 0,579
=  Youden-Index: 0,472
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Tabelle 18 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 0,593 IU/l (Ménner)

TSI-Konzentration [IU/l]
<0,593 TU/1 (0) total
kein Morbus Basedow (0) 5 6 11
Diagnose Morbus Basedow (1) 0 10 10
total 5 16 21

Daraus errechneten sich fiir die ménnlichen Personen folgende Giitekriterien fiir den
Cut-off 0,593 TU/IL:

= Negativer Vorhersagewert: 1,000

= Positiver Vorhersagewert: 0,625

= Sensitivitét: 1,000
= Spezifitit: 0,455
=  Youden-Index: 0,455

Tabelle 19 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 1,77 IU/l (Gesamtkollektiv)

TSI-Konzentration [IU/l]
kein Morbus Basedow (0) 35 14 49
Diagnose Morbus Basedow (1) 11 55 66
total 46 69 115

Daraus ergaben sich folgende Giitekriterien fiir den Cut-off 1,77 IU/1:
= Negativer Vorhersagewert: 0,761
= Positiver Vorhersagewert: 0,797

=  Sensitivitit: 0,833
= Spezifitit: 0,714
=  Youden-Index: 0,563
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Tabelle 20 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 1,77 1U/I (Frauen)

TSI-Konzentration [IU/l]
kein Morbus Basedow (0) 26 12 38
Diagnose Morbus Basedow (1) 10 46 56
total 36 58 94

Daraus ergaben sich fiir die weiblichen Personen folgende Giitekriterien fiir den Cut-off
1,77 TU/:

= Negativer Vorhersagewert: 0,722

= Positiver Vorhersagewert: 0,793

= Sensitivitét: 0,821
= Spezifitit: 0,684
=  Youden-Index: 0,506

Tabelle 21 — Kreuztabelle aus Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Konzentration bez.
Cut-off 1,77 IU/l (Ménner)

TSI-Konzentration [IU/l]
kein Morbus Basedow (0) 9 2 11
Diagnose Morbus Basedow (1) 1 9 10
total 10 11 21

Daraus ergaben sich fiir die ménnlichen Personen folgende Giitekriterien fiir den Cut-
off 1,77 IU/L:
= Negativer Vorhersagewert: 0,900

= Positiver Vorhersagewert: 0,818

= Sensitivitét: 0,900
= Spezifitit: 0,818
=  Youden-Index: 0,718
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3.2.2.3. Zusammenfassung der ermittelten TRAK- und TSI-Cut-offs
Zum direkten Vergleich zeigt Abbildung 16 die ROC-Kurven von TRAK und TSI in
derselben Graphik. Anschlieend sind die aus den Berechnungen ausgewéhlten TRAK- und

TSI-Konstellationen mit ihren jeweiligen Sensitivititen und Spezifititen aufgelistet.
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TSI ROC area: 0.8219

TRAK ROC area: 0.7752
Reference

Abbildung 16 — Gegentiberstellung der ROC-Kurven von TRAK und TSI

TRAK Gesamtkollektiv:  {iblicher Cut-off 15 IU/I (Sensitivitdt 0,939; Spezifitit
0,347)
alternativ 25,01 IU/I (Sensitivitit 0,894; Spezifitét
0,592)

» Fiir TRAK 15 IU/1 bei Sensitivitit 0,929; Spezifitit 0,342

Frauen:
=  Fir TRAK 151U/l bei Sensitivitdt 1,000; Spezifitit 0,364

Mainnern:

= TSI Gesamtkollektiv: 0,593 IU/1 (Sensitivitdt 0,909; Spezifitit 0,551)
1,770 IU/1 (Sensitivitat 0,833; Spezifitat 0,714)
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= Fiir TSI 0,593 IU/1 bei
Frauen:

= Fir TSI 0,593 IU/1 bet
Minnern:

= Fiir TSI 1,77 IU/I bei
Frauen:

= Fir TSI 1,77 1U/ bei

Mainnern:

Sensitivitit 0,893; Spezifitit 0,579

Sensitivitédt 1,000; Spezifitdt 0,455

Sensitivitit 0,821; Spezifitit 0,684

Sensitivitdt 0,900; Spezifitdt 0,818

3.2.3. Korrelation von Diagnose und TRAK- bzw. TSI-Werten sowie Vergleich

TRAK-Grenzwert 15 1U/I:

Ausgehend von der bereits gezeigten Kreuztabelle zur Korrelation von Diagnose und

TRAK-Konzentration (Tabelle 12), die hier noch mittels Balkendiagramm veranschaulicht

wird, wurden Chi-Quadrat-Tests ausgefiihrt.

604

407

Anzahl

Legende:
0,00 = kein Morbus Basedow

1,00 = Morbus Basedow
Blau = TRAK < 15 [U/I
Griin = TRAK > 15 1U/]

1,00

Hyperthyreose

Abbildung 17 — Balkendiagramm zu den Haufigkeiten der zwei Diagnosegruppen je nach
TRAK-Konzentration ober- oder unterhalb des Cut-off-Werts 15 IU/I

Die Berechnung erbrachte einen Zusammenhang zwischen Diagnose (Morbus Basedow)

und TRAK-Konzentrationen > 15 TU/l (X2= 15,447, df=1, p<0,0001).
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Die Hohe des Zusammenhangs lag bei Phi = 0,366 (p <0,0001).

TSI-Grenzwert 0,593 1U/I:

GleichermafBen wurden diese Korrelationsanalysen fiir TSI durchgefiihrt. Die unten stehende

Abbildung zeigt die Verteilung von Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Wert beziiglich

Cut-off 0,593 TU/L.

607

507

40

Count

307

Legende:
| Count = Anzahl

| 0,00 = kein Morbus Basedow
1,00 = Morbus Basedow
Blau = TSI < 0,593 IU/I
Griin =TSI> 0,593 1U/l

keine Hyperthyreose

Hyperthyreose

Abbildung 18 — Balkendiagramm zu den Héufigkeiten der zwei Diagnosegruppen je nach
TSI-Konzentration ober- oder unterhalb des Cut-off-Werts 0,593 1U/1

Die Chi-Quadrat-Tests erbrachten einen Zusammenhang zwischen Diagnose (Morbus

Basedow) und TSI-Konzentrationen > 0,593 TU/I (X*>= 29,096, df =1, p < 0,0001).

Die Hohe des Zusammenhangs lag bei Phi = 0,503 (p <0,0001).
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TSI-Grenzwert 1,77 1U/I:

Entsprechend wurden die Berechnungen fiir den zweiten TSI-Grenzwert durchgefiihrt.
Folgende Abbildung zeigt die Verteilung von Morbus-Basedow-Diagnose und TSI-Wert
beziiglich Cut-off 1,77 TU/L:

60
Legende:
Count = Anzahl

0,00 = kein Morbus Basedow
1,00 = Morbus Basedow
Blau=TSI< 1,77 1U/I

Griin =TSI1> 1,77 1U/I

Count

keine Hyperthyreose Hyperthyreose

Hyperthyreose

Abbildung 19 — Balkendiagramm zu den Hiufigkeiten der zwei Diagnosegruppen je nach
TSI-Konzentration ober- oder unterhalb des Cut-off-Werts 1,77 1U/1

Die Chi-Quadrat-Tests erbrachten einen Zusammenhang zwischen Diagnose (Morbus
Basedow) und TSI-Konzentrationen > 1,77 IU/l (X*=35,139, df=1, p<0,0001).
Die Hohe des Zusammenhangs lag bei Phi = 0,553 (p <0,0001).

Vergleich von TRAK und TSI:
Der Vergleich der AUC von TRAK und TSI (siehe auch Abbildung 16) zeigte, dass keiner
der beiden Antikdrper dem anderen statistisch iiberlegen ist (X*>= 3,34, p=0,0676).
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4. DISKUSSION

Im Folgenden werden ausgewihlte Ergebnisse in Hinblick auf die gesetzten Zielstellungen
ndher beleuchtet. Dies beinhaltet fiir Calcitonin die neu ermittelten, klinikeigenen
Grenzwerte sowie Labor-analytische Faktoren, die die Messwerte beeinflussen. Im TSI-Teil
werden die Wertigkeit des neuen TSI-Immunoassays evaluiert und die
Grenzwertberechnungen von TRAK und TSI im Sinne der diagnostischen Relevanz fiir die

Immunthyreopathie Typ Basedow gegeneinander abgewogen.

4.1. Calcitonin

4.1.1. Einordnung der ermittelten Parameter des Patient/innen-Kollektivs

Bei der Analyse der Daten fiel zuerst der deutliche Uberhang an Minnern (73,6 %) mit
Calcitonin-Werten > 10 pg/ml im Vergleich zu den Frauen dieses Kollektivs (26,4 %) auf.
Ebenso lag der Mittelwert von Calcitonin bei den Madnnern mit 191,4 pg/ml hoher als bei
den Frauen (145,9 pg/ml). Diese Tendenz deckt sich mit der bereits in Punkt 1.1.3 erwédhnten
Erkenntnis, dass Méanner deutlich mehr C-Zellen als Frauen besitzen und damit auch hohere
Calcitonin-Werte aufweisen (14), wodurch sie einerseits vermehrt in der bei 10 pg/ml
beginnenden Auswahl vorkamen und andererseits auch in der klinischen Praxis bei gleichen
Grenzwerten fiir beide Geschlechter eher ins Raster héufiger (da auffilliger)
Laborkontrollen fallen.

Trotz dieses Unterschieds bei den Calcitonin-Basalwerten sind Ménner und Frauen aber
etwa gleich hiufig von einem MTC betroffen (19) und so war auch im Grazer Patient/innen-
Kollektiv der Anteil der MTC- und MEN-Betroffenen bei den eingeschlossenen Frauen und
Mainnern mit 13,0 % bzw. 17,2 % vergleichbar.

Auffillig war auch die grofle Streuung bei den statistischen Lagemallen. Wihrend der
Mittelwert aller Patient/innen 179,4 pg/ml betrug, lag der Median bei nur 16 pg/ml. Dies
erklért sich daraus, dass einzelne Patient/innen, zum Teil mit Calcitonin-Werten jenseits von
1000 pg/ml, den Mittelwert nach oben verzerrten, wihrend der Grof3teil der Personen nur
moderate Erh6hungen aufwies. So lag der Mittelwert der MTC- und MEN-Patient/innen bei
hohen 934,8 pg/ml, wihrend jener der anderen Personen zusammengenommen lediglich
34,6 pg/ml betrug.

Dabei war auch festzustellen, dass alle Patient/innen mit Werten > 160 pg/ml, bei denen die
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Diagnose retrospektiv von mir nachvollziehbar war, ein MTC (aktiv oder im Follow-up)

bzw. MEN-Syndrom aufwiesen.

Auch in den vier Altersgruppen zeigte sich die Verteilung von MTC- bzw. MEN-Positiven
und -Negativen mit einem Anteil Positiver zwischen 12,5 % und 14,3 % dhnlich — nur die
Gruppe der 41- bis 56-Jéhrigen wies mit 22,2 % eine etwas hohere Rate auf. Die beiden
mittleren Alterskategorien (insgesamt 41- bis 73-Jdhrige) machten zudem mit 67,8 % den
Hauptteil des Kollektivs aus, wie im dargestellten Histogramm (Abbildung 5) gut zu sehen.
Damit ldsst sich mein Ergebnis mit dem postulierten Altersgipfel des MTC zwischen dem
50. und 60. Lebensjahr vereinbaren (19). Allerdings lag der Calcitonin-Mittelwert mit
111,5 pg/ml bei dieser Gruppe deutlich unter dem Gesamtmittelwert, wihrend er mit
293,5 pg/ml bei der néchstilteren Gruppe (57 bis 73 Jahre) deutlich iiber ebendiesem lag,
was in erster Linie einem ,,Sample Bias* entsprechen diirfte.

Bei den iiber 73-Jdhrigen lag der Calcitonin-Mittelwert nur noch bei 63,5 pg/ml, was auch
fiir die Hypothese spriache, dass die Calcitonin-Produktion im Alter abnimmt (5). Es bleibt
aber zu bedenken, dass die Stichprobe mit 14 Personen sowohl in dieser als auch in der
jingsten Gruppe sehr klein war und damit nicht unbedingt verlissliche Ergebnisse liefern

konnte.

Trotz der Vielzahl an Patient/innen mit erhohten Werten stand nur bei 16,1 % sicher die
Diagnose MTC oder MEN-Syndrom fest, was die Vermutung unterstreicht, dass ein
niedriger Cut-off wie z. B. 12 pg/ml eine hohe Rate an falsch-positiven Fillen kreiert, siche

Punkt 4.1.2.

4.1.2. Einordnung der neu bestimmten Grenzwerte

Die ROC-Analyse des Gesamtkollektivs erbrachte mit einem p-Wert von <0,0001 ein
hochsignifikantes Ergebnis. Ich entschied mich hier fiir den Calcitonin-Grenzwert
24,5 pg/ml, der eine Sensitivitdt von 92,9 % und eine Spezifitit von 77,5 % aufweist. Im
Vergleich zum aktuellen Grenzwert von 12 pg/ml, bei dem die Sensitivitdt in meiner Analyse
bei 100 % und die Spezifitit bei 35,2 % liegt, hat dieser neue Wert den Vorteil, bei deutlich
weniger Gesunden félschlich einen MTC-Verdacht zu stellen. Damit wiirden vielen
Patient/innen jahrelange Calcitonin-Kontrollen erspart werden, die zum einen eine

psychische Belastung durch den Karzinomverdacht fiir die Betroffenen darstellen und zum
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anderen kumulativ einen hohen zeitlichen sowie finanziellen Aufwand fiir die
Gesundheitsokonomie bedeuten.

Da bei einem Cut-off von 24,5 pg/ml jedoch keine hundertprozentige Sensitivitdt vorliegt,
wire zu TUberlegen, ob man bei Grenzfillen trotzdem ein =zeitlich beschrinktes
Kontrollfenster einrichtet. So ist bei klinischem Verdacht die Durchfithrung eines
Stimulationstests im Anschluss erwidgenswert, des Weiteren konnten dann ein bis zwei
Calcitonin-Kontrollen inklusive Schilddriisensonographie innerhalb von 12-24 Monaten
erfolgen.

Nur in wenigen Publikationen wurden konkrete Zahlen zur finanziellen Belastung durch die
Untersuchungen genannt. So bezifferten zum Beispiel Rosario et al. (42) anhand ihrer
prospektiven Studie die ,,Kosten* eines einzelnen diagnostizierten MTCs auf circa 500
Calcitonin-Messungen. Turk et al. (43) berechneten 2017 in der Tiirkei anhand ihrer eigenen
Untersuchungen Kosten von €912,68 durch Routine-Calcitonin-Messungen bis zur
Detektion eines MTC-Falls, was noch niedrig war bezogen auf die von ihnen verglichenen
internationalen Studien: € 3.710,-- in einer franzosischen, € 7.200,-- in einer britischen
Studie und $ 4.000-20.000,-- in amerikanischen Untersuchungen, wobei die Preise fiir einen
einzelnen Calcitonin-Test je nach Land zwischen €5,-- und €37,-- schwankten.
Ausfiihrliche Berechnungen zur Kosten-Nutzen-Relation wurden 2008 von Cheung et al.
(44) in den USA angestellt: Sie errechneten unter anderem Kosten von $ 11.793,-- (circa
€ 10.050,--) pro gerettetem Lebensjahr durch Routine-Calcitonin-Screenings bei der
Evaluierung von Schilddriisenknoten, wobei jeder MTC-Betroffene 1,4 Lebensjahre
dazugewinnen wiirde. Aullerdem gaben sie eine hohere Kosteneffizienz beim Screening von
Minnern, jungen Patient/innen und von groBen Schilddriisenknoten als bei Frauen, Alteren
und kleinen Knoten an.

Der volkswirtschaftliche Aufwand unnétig hdufiger Calcitonin-Messungen ist demnach

nicht zu unterschétzen.

Auch was geschlechterspezifische Referenzbereiche betrifft, erhielt ich mit p = 0,028 bei den
Frauen und p <0,0001 bei den Méannern signifikante Ergebnisse. Hier zeigt sich eine grofle
Diskrepanz beziiglich potentieller Cut-offs zur Detektion von MTCs. Denn bei den Médnnern
liegt er mit 23,5 pg/ml bei einer Sensitivitdt von 90,9 % und einer Spezifitit von 82,4 %
dhnlich wie fir das Gesamtkollektiv, wihrend er bei den Frauen mit 73,0 pg/ml bei einer
optimalen Sensitivitidt von 100,0 % und einer Spezifitit von 80,0 % erheblich hoher liegt. Es

ist dabei zu betonen, dass die Korrelationsanalyse mit diesen Werten einen hoch

65



signifikanten Zusammenhang erbrachte.

Dies unterstreicht, dass geschlechtergetrennte Cut-offs lohnenswert sind — in unserer Studie
insbesondere, um die Rate falsch-positiver Frauen zu reduzieren. Denn selbst mit den so
gesetzten Grenzwerten betridgt der positive Vorhersagewert (PPV) noch immer niedrige
50,0 %, wéhrend der negative Vorhersagewert (NPV) hohe 98,3 % aufweist, was bedeutet,
dass trotz Erhohung der Calcitonin-Grenzwerte kaum Falsch-Negative durch das
Kontrollraster fallen und so einer richtigen MTC-Diagnose entgehen konnten.

Costante et al. (45) zogen in ihrer Studie an 5817 Non-MEN-Patient/innen mit
Schilddriisenknoten ebenfalls die PPVs als Maflzahl der Genauigkeit von Calcitonin-
Messungen heran. In ihrem Kollektiv wurden bei allen Personen mit basalen
Konzentrationen von >100pg/ml MTCs diagnostiziert, einem PPV von 100 %
entsprechend, und daher mit einer klaren OP-Empfehlung verbunden. Bei der Gruppe mit
Werten zwischen 50 und 100 pg/ml betrug der PPV 25 % und bei jener mit Konzentrationen
von 20 bis 50pg/ml nur noch 8,3%. Wurde zur Differenzierung nachfolgend ein
Pentagastrin-Stimulationstest durchgefiihrt, stieg der PPV immerhin auf 40 %. Das heift,
auch diese Arbeitsgruppe zeigte, dass mit niedrigen Grenzwerten im Sinne einer
verbesserten Sensitivitdt eine erhdhte Rate falsch-positiver Resultate in Kauf genommen
wird — weshalb hierbei eine OP-Indikation erst recht mit Bedacht gestellt werden muss —und
damit auch eine reduzierte Kosteneffizienz einhergeht. Deswegen tendiert man dazu, den
PPV durch eine hohe Spezifitdt zu verbessern, was durch Beschrinkung des Screening-
Prozesses auf eine kleinere Risikopopulation mit hoheren basalen Calcitonin-
Konzentrationen moglich ist (45), wie auch wir an der Universititsklinik es mit den neuen
hoheren Cut-offs anstreben.

Allerdings fallt bei meinen geschlechterspezifischen Cut-offs auf, dass sie sich nicht
gleichsinnig zu den von anderen Forschungsgruppen verdffentlichten verhalten. So
beschrieben Rosario et al. (42) 2016 in ihrer Arbeit in Brasilien, dass sie mit einem Cut-off
von circa 30 pg/ml fiir Frauen und 60 pg/ml fiir Ménner alle MTC-Félle ihres 1023 Personen
fassenden Studienkollektivs diagnostizieren konnten, ohne einen falsch-positiven Fall zu
erhalten. Dies ist auch vereinbar mit der beschriebenen Annahme, dass Ménner aufgrund
ihrer groBeren C-Zell-Zahl hohere basale Calcitonin-Werte ohne Krankheitswert haben (14),
sodass man bei ihnen den Cut-off hoher ansetzen konnte. Ebenso spricht die American
Thyroid Association (ATA) in ihren Guidelines von 2015 (18), auf die auch die Europdische
Gesellschaft fiir Endokrinologie (ESE) verweist, von hoheren Referenzbereichen bei

Mainnern. Sie geben darin aber keine konkreten Werte vor, sondern empfehlen jedem Labor
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die individuelle Bestimmung von Referenzwerten fiir ihre Patient/innen — ein Anlass fiir die
vorliegende Diplomarbeit.

Meine inversen Ergebnisse diirften sich nicht allein durch regionale Unterschiede erkldren
lassen, sondern sind wohl vornehmlich eine Frage der Fallzahl. Auch die im Kollektiv in
grof3er Zahl vorkommenden weiteren Erkrankungen oder Begleitfaktoren, die mit moderaten
Calcitonin-Erhohungen einhergehen, konnten zu einer Verschiebung des Frauen-Cut-offs
nach oben gefiihrt haben, da es sonst zu zahlreichen falsch-positiven Fillen gegkommen wire

und sich die Spezifitit verschlechtert hitte.

Was altersspezifische Grenzwerte angeht, so erhielt ich aufgrund der Fallzahl nur bei den
beiden mittleren Alterskategorien signifikante Ergebnisse. Zwar sind die Sensitivititen
(jeweils 100,0 %) und Spezifititen (90,0 % bzw. 81,5 %) sowohl fiir den Grenzwert
71,0 pg/ml der 41- bis 56-Jdhrigen als auch fiir die 24,5 pg/ml der 57- bis 73-Jahrigen sehr
hoch, jedoch ist momentan eine Auftrennung der Cut-offs je nach Alter nicht sinnvoll und
wire etwas willkiirlich, solange sie nicht mit einer hinreichend grof8en Fallzahl fiir alle
Alterskategorien erneut bestimmt werden.

Dabei ist anzumerken, dass eine solche Auftrennung generell (noch) nicht iiblich ist und
auch die ATA keinerlei Empfehlungen diesbeziiglich ausgibt. Sie weist nur darauf hin, dass
Kleinkinder im Alter unter drei Jahren, insbesondere unter sechs Monaten, hohere
Calcitonin-Konzentrationen ohne pathologische Bedeutung aufweisen konnen (18). Deshalb
wurde die einzelne minderjihrige (achtjdhrige) Person im Grazer Kollektiv auch fiir die

statistische Auswertung nicht ausgeschlossen, da hiervon keine Verzerrung zu erwarten war.

4.1.3. Herausforderungen eines Laborwerts

Wie bei den meisten Labormessungen spielt auch beim Calcitonin die Prianalytik eine
Hauptrolle fiir die Ergebnisqualitét. Beziiglich Calcitonin ist besonders die Lagerungszeit
und -temperatur wegen der geringen Stabilitdt bei einer Halbwertszeit von nur circa 10

Minuten von Bedeutung (6).

Mich beschiftigte aufgrund unserer Patientin aus dem vorgestellten Fallbericht jedoch noch
zusdtzlich die Moglichkeit von heterophilen Antikorpern, die zu falschen Werten bei der
Calcitonin-Messung fiithren konnen. Denn bei ihr hatte die mehrfache Messung von stark

erhohten Calcitonin-Konzentrationen iiber 1000 pg/ml im Rahmen der Abkldrung eines
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Schilddriisenknotens schlieBlich zu einer Hemithyreoidektomie gefiihrt, die wegen des
vorhandenen solitdren Knotens zwar denkbar, aber in dieser Form nicht unbedingt
erforderlich gewesen wire. Hinzu kam die nicht zu unterschitzende psychische Belastung
durch die Angst vor einem Karzinom und um die Fortdauer ihrer damals bestehenden
Schwangerschatft.

Das Forschungsteam und ich vermuteten als Ursache das Vorhandensein besagter
heterophiler Antikdrper, die in der Calcitonin-relevanten Literatur hdufiger benannt werden
und in der Regel falsch-hohe (und nur sehr selten falsch-niedrige) Konzentrationen in den
Labortests vortduschen (18). Dies ist dadurch bedingt, dass diese humanen Antikrper
tierische Immunglobuline binden kénnen und so in Immunoassays zu
Interferenzerscheinungen fiihren, indem sie in ,,Sandwich“-Typ-Assays an Stelle von
Calcitonin eine Briicke zwischen dem Bindungs- und dem Signalantikorper ausbilden. Sie
werden nach Exposition gegeniiber tierischen Immunglobulinen gebildet, z. B. natiirlich
durch Tierkontakt, durch Antigene aus der Nahrung oder iatrogen durch Pharmazeutika oder
Impfungen mit Bestandteilen tierischer Herkunft, und konnen mehrere Monate im Blut
persistieren (10). Das Problem in Labortests betrifft neben Calcitonin auch andere
Tumormarker, darunter hCG, PSA, CA-125 und CEA (46).

Auch Censi et al. veroffentlichten 2016 hierzu einen Fallbericht (10). Bei ihrem 15-jdhrigen
Patienten hatten heterophile Antikérper mit dem Immunoassay interagiert und so zu
Calcitonin-Werten von bis zu 73,9 pg/ml gefiihrt. Darauthin verwendete das Labor ein
,heterophilic blocking tube* (HBT) zur Vorbehandlung der Proben — ein Spezialr6hrchen
mit Beschichtung zur Bindung heterophiler Antikdrper — und fiihrte damit erneut ein
Immunoassay durch — mit dem Ergebnis eines normalen Calcitonin-Wertes von < 1 pg/ml.
Die Molekiile des HBT haben eine hohe Bindungsaffinitit zu humanen Anti-Tier-
Antikorpern und inaktivieren daher die heterophilen Antikérper (10). Damit konnten die
Hersteller das Auftreten von heterophilen Interferenzen, wie sie in 2-5 % der unblockierten
Assays vorkommen, bereits senken, aber noch nicht komplett eliminieren (46). Dieses
Verfahren ist trotzdem wirkungsvoller als die von einigen Herstellern vertriebenen Kits mit
unspezifischen blockierenden Reagenzien in Form von kleinen Mengen tierischer
Seren/Immunglobuline derselben Spezies wie der Test-Antikorper (hdufig Maus oder
Ziege). Deswegen kommen iiblicherweise bereits HBTs zum Einsatz, wenn heterophile
Antikorper vermutet werden (10).

Papapetrou et al. (1) untersuchten 2006 anhand von vier Patient/innen mit Hashimoto-

Immunthyreopathie bzw. mit Struma multinodosa, die erhdhte Calcitonin-Werte aufgrund
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von heterophilen Antikdrpern aufwiesen, wie sich diese diagnostisch beseitigen liefen,
sodass es nicht erneut zu einem félschlichen MTC-Verdacht kdme. Sie empfehlen anhand
ihrer Ergebnisse, dann misstrauisch bei (moderat) erh6hten Calcitonin-Konzentrationen in
Hinblick auf heterophile Antikorper zu werden, wenn erstens im Calcium- oder
Pentagastrin-Stimulationstest kein signifikanter Anstieg des Serum-Calcitonins trotz eines
hohen Basalwerts erfolgt, es sich zweitens um Patient/innen mit Autoimmun-Thyreoiditis
handelt — da bei Autoimmunerkrankungen die Wahrscheinlichkeit zirkulierender
heterophiler Antikorper erhoht sei — oder drittens plétzliche, unerwartete Anderungen des
Serum-Calcitonins in Verlaufskontrollen auftreten. Alle diese Umstédnde waren bei unserer
Patientin jedoch nicht gegeben, zumal die Zuweisung mit vorhandenen hohen Calcitonin-
Werten von auswirts erfolgte.

Bei Verdacht auf eine solche Interferenzerscheinung konnen erginzend zum
Stimulationstest, der die erste Wahl darstellt, auch Verdiinnungsreihen angefertigt werden,
die im Falle von heterophilen Antikdrpern meist keine Linearitit der
Antigenkonzentrationen aufweisen (10). Eine weitere indirekte Nachweismethode ist die
erneute Konzentrationsbestimmung mit einem anderen Testkit, welches ein anderes Paar
Antikorper verwendet, gegen das die heterophilen Antikorper normalerweise nicht ebenfalls
gerichtet sein sollten. Am Universititsklinikum Graz werden hohe oder auffillige Werte

nunmehr mittels Calcitonin-RIA nachgemessen.

Trotz des fiir unsere Patientin schlussendlich relativ glimpflichen Ausgangs zeigt der Fall
die Grenzen von Labormessungen auf und dass auch bei jahrelanger Erfahrung Laborwerte
allein nicht immer die absolute Verlésslichkeit liefern, mit der sie iiblicherweise im
klinischen Alltag gehandhabt werden. Es ist daher essentiell, auch bei Calcitonin die
Messergebnisse immer im Kontext mit dem klinischen Bild, der Anamnese und weiteren
Befunden zu sehen und bei Unstimmigkeiten neben sekundiren Ursachen der Calcitonin-
Erhohung auch an die Mdoglichkeit von Labor-analytischen Interferenzen zu denken, bevor
die Patient/innen den Risiken und Kosten zusétzlicher Tests oder Eingriffe ausgesetzt

werden.
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4.1.4. Stirken und Limitationen der Studie

Die Studie lieferte einen umfassenden Uberblick iiber die Qualitit und Quantitit der
Calcitonin-Datenerhebung am Universititsklinikum Graz der letzten Jahre. Damit war es
moglich, statistisch signifikante Ergebnisse beziiglich klinikspezifischer Grenzwerte zu
erhalten, die zukiinftig im klinischen Alltag Beachtung finden konnen. In diesem Kontext
ist zusdtzlich von Wert, dass durch diese Arbeit ein detaillierter Einblick in mogliche
endogene wie auch (prd)analytische Einflussfaktoren auf Calcitonin-Messwerte zur
Verfiigung gestellt wird, sodass Kliniker/innen eine kritischere Einordnung erhohter
Messwerte und damit auch eine Reduktion der Hiufigkeit von Calcitonin-Messungen

ermoglicht werden.

Allerdings ist die Anwendung meiner statistischen Berechnungen nicht uneingeschrankt und
universal zu empfehlen — in erster Linie aus dem Grund, dass ein groBer Teil der
Patient/innen mit unbekannter Schilddriisendiagnose als ,,gesund”“ im Sinne keiner
vorliegenden MTC- bzw. MEN-Diagnose klassifiziert werden musste, was unter Umstédnden
zu verzerrten Cut-offs gefiihrt haben konnte. Dies lag daran, dass es in vielen Féllen
unmoglich war, retrospektiv bei Patient/innen mit hausinterner Calcitonin-Messung weitere
Informationen zu erheben: einerseits die Frage betreffend, warum diese Messung bei ihnen
(oft von extern) angefordert worden war und andererseits wegen des Fehlens von Arztbriefen
(mit Anamnesen beziiglich Nebendiagnosen, Medikation und Lebensstilfaktoren) und von
weiteren Befunden in der Klinikdatenbank.

Eine weitere Limitation ergibt sich aus der recht kleinen Fallzahl, vor allem die
eingeschlossenen Frauen betreffend, was vermutlich ein Grund fiir den vergleichsweise
hohen berechneten Cut-off bei ihnen ist. Selbiges gilt fiir gewisse Altersgruppen, in denen
nur wenige Patient/innen verfligbar waren.

Ferner ist hier der Umstand zu nennen, dass nur Personen ab einer Calcitonin-Konzentration
von 10pg/ml {tberhaupt in die Betrachtungen einflossen, was aber eher bei

Populationsmittelwerten und -medianen als bei den Grenzwerten eine Rolle spielen diirfte.

Eine weitere Schwierigkeit bestand in der Literaturrecherche, bei der auffiel, dass
Forscher/innen hdufig Informationen aus anderen Calcitonin-Publikationen iibernommen
hatten, statt eigene Untersuchungen anzustellen. Dies erschwerte insbesondere die
Recherche beziiglich Ursachen und pathophysiologischen Zusammenhingen von MTC-

unabhingigen Calcitonin-Erhéhungen. Hierzu wiéren weitere Studien wiinschenswert.
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4.2. TSI

4.2.1. Einordnung der ermittelten Parameter des Patient/innen-Kollektivs

Im Gegensatz zum Calcitonin-Teil fiel hier die deutlich groBBere Anzahl weiblicher Personen
(81,7 %) im Kollektiv auf, bei denen TRAK und TSI bestimmt worden waren. Dies war auch
so zu erwarten, da Frauen circa fiinfmal so hiufig wie Minner von einer
Immunhyperthyreose betroffen sind (39). Eine Bevorzugung des weiblichen Geschlechts
findet sich bekanntlich bei zahlreichen Autoimmunerkrankungen.

Zwei Drittel der Félle manifestieren sich nach dem 35. Lebensjahr (19) und passend dazu
lag auch im Grazer Patient/innen-Kollektiv der Altersschnitt bei 42,56 Jahren. Um die
Fallzahl maximal zu halten und die Berechnung des Altersschnitts (potentiell) Morbus-
Basedow-Betroffener nicht zu verzerren, waren die 15 minderjdhrigen Patient/innen nicht

ausgeschlossen worden.

Der Mittelwert von TRAK lag in allen Betrachtungen deutlich hdher als der entsprechende
von TSI, da letztere ja im Prinzip eine Teilmenge von TRAK darstellen. Bei den weiblichen
Personen lag der TRAK-Mittelwert mit 137,0IU/1 im Vergleich zu 117,0 IU/l der
méannlichen Personen etwas hoher, wihrend sich die TSI-Mittelwerte mit 7,0 bzw. 7,2 IU/1
sehr dhnlich verhielten. Ersteres ist wohl eher als Schwankung aufgrund der geringen

minnlichen Fallzahl (n =21) zu interpretieren.

Obwohl TRAK und TSI vornehmlich bei Personen mit zumindest Verdacht auf
Immunhyperthyreose gemessen werden und folglich auch 81,7 % der Patient/innen TRAK-
Werte oberhalb des iiblichen Cut-offs von 151U/l aufwiesen, war nur bei 57,4 % aller
Patient/innen die Diagnose Morbus Basedow eruierbar. Dies warf bereits die Vermutung
auf, dass dieser Cut-off wenig spezifisch ist.

Bei den Immunhyperthyreose-Patient/innen war eine gewisse Diskrepanz zwischen den
Mittelwerten und den Medianen sichtbar: Hier standen Mittelwerte von 175,1 U/l (TRAK)
bzw. 10,2 TU/1 (TSI) Medianen von 97,7 IU/l bzw. 5,66 IU/I gegeniiber. Das bedeutet, dass
einzelne Patient/innen mit sehr hohen Konzentrationen im Bereich der oberen
Nachweisgrenze (=600 [U/l bei TRAK) die Mittelwerte nach oben verschoben haben, was
besonders bei TRAK der Fall war, wihrend die Spannweite der TSI-Werte bei einer oberen

Nachweisgrenze von 40 [U/] generell niedriger ausfallt.
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4.2.2. Vergleich der diagnostischen Wertigkeit von TRAK und TSI
4.2.2.1. Betrachtung der TRAK-Ergebnisse
Die Auswertung der TRAK-ROC-Kurve demonstrierte in Hinblick auf den aktuell

gebrauchlichen TRAK-Grenzwert von 15 [U/l, dass damit zwar eine sehr gute Sensitivitét
(93,9 %), aber nur eine miBige Spezifitdt (34,7 %) zu erreichen ist. Es war zwar keine
explizite Zielstellung dieser Arbeit, aber dennoch wére anhand dieser Ergebnisse denkbar,
den Cut-off zum Beispiel auf 25 [U/l zu setzen, wobei die Sensitivitdt mit 89,4 % noch
immer gut wire und die Spezifitit immerhin auf 59,2 % gesteigert werden konnte. Allerdings
sollte man nicht vergessen, dass es sich bei TRAK auch um einen Screeningparameter
handelt, bei welchem bei Werten in diesem niedrigen Bereich selten ein aktuelles Leiden mit
akutem Handlungsbedarf vorliegt, sodass ein falsch-positives Ergebnis hier vertretbarer ist
als beispielsweise beim vorgestellten Tumormarker Calcitonin. Aufgrund des oft
schleichenden Beginns von Autoimmunerkrankungen der Schilddriise (vor allem bei der
Immunthyreopathie Typ Hasthimoto) ist daher ein niedriger Cut-off, der unter Umstdanden
zu kontinuierlichen Nachkontrollen fiihrt, nicht unbedingt als unnétige Belastung von
Patient/in und Gesundheitssystem zu sehen — zumal die Kosteneffizienz durch frithzeitigen
Einsatz der TRAK-/TSI-Diagnostik schon in mehreren Untersuchungen gepriift wurde
(47,48).

Alle weiteren Betrachtungen wurden fiir den Vergleich der diagnostischen Wertigkeit
gegeniiber TSI mit dem alten Cut-off durchgefiihrt, siche auch Punkt 4.2.2.3. Bei der
geschlechtergetrennten Auswertung fiel als Hauptunterschied auf, dass der NPV bei den
Mainnern (wie auch die Sensitivitét) 100 % betrug, wihrend er bei den Frauen nur bei 76,5 %
lag. Das heif3t, mit dem Grenzwert von 15 U/l wurde kein betroffener Mann nicht als solcher
erkannt, wihrend circa ein Viertel der Frauen falsch-negativ eingeordnet wurde. Jedoch war
die Fallzahl der Ménner (n=21) hier im Gegensatz zu derer der Frauen (n =94) so klein,
dass sich schwer verldssliche Ableitungen generieren lassen. Bei beiden Geschlechtern
wurden zahlreiche gesunde Personen als krank klassifiziert, sodass sich nur ein miig guter

PPV ergab (Frauen 67,5 %, Ménner 58,8 %).

4.2.2.2. Betrachtung der TSI-Ergebnisse

Anhand der TSI-ROC-Kurve wihlte ich zwei potentielle Cut-offs fiir die weitere
Untersuchung aus: 0,593 IU/l mit einer sehr guten Sensitivitdt von 90,9 % bei einer Spezifitét
von 55,1 % und 1,77 IU/l mit einer guten Sensitivitit von 83,3 % bei einer hoheren Spezifitit
von 71,4 %.
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Bei den geschlechtergetrennten Analysen zeigte sich wieder das erwéhnte Fallzahlproblem
beziiglich der ménnlichen Probanden. Wie schon bei TRAK lag der NPV dadurch bei den
Mainnern sehr hoch — 100 % fiir 0,593 IU/l und 90 % fur 1,77 IU/l1 — wahrend er bei den
Frauen 78,6 % bzw. 72,2 % betrug. Demnach entgehen mit dem ersten Cut-off etwas
weniger Patient/innen als falsch-negativ einer korrekten Morbus-Basedow-Diagnose.
Beachtlich ist dennoch, dass es selbst bei dem sehr niedrigen ersten Grenzwert {iberhaupt
Personen (respektive Frauen) gibt, die trotz Vorliegens noch niedrigerer TSI-
Konzentrationen an einer Immunhyperthyreose erkrankt sind. Dies spricht dafiir, dass TSI
bei einigen Personen ein sehr sensitiver Parameter sein konnte.

Die PPVs lagen sowohl im Vergleich der Geschlechter als auch der beiden Grenzwerte
deutlich nédher beieinander, allerdings ist zu erkennen, dass sie jeweils fir Frauen und
Minner beim Grenzwert 1,77 IU/1 (79,3 % bzw. 81,8 %) hoher und damit besser waren als
fiir den niedrigeren Grenzwert (75,8 % bzw. 62,5 %). Das bedeutet, dass mit dem hdheren

Cut-off weniger falsch-positive Fille auftreten — wie es auch zu erwarten ist.

Fiir ein weiteres Abwégen, welcher der beiden Grenzwerte vorzuziehen ist, lohnt auch ein
Blick auf die Youden-Indizes. Diese sind fir den Wert 1,77 1U/1 sowohl fiir das
Gesamtkollektiv (0,563) als auch separat fiir Frauen (0,506) und Ménner (0,718) hoher als
fiir den Cut-off 0,593 TU/1 (0,460 bzw. 0,472 bzw. 0,455). Aus statistischer Sicht wire also
1,77 IU/1 als Cut-off zur Unterscheidung Gesunder und Kranker effektiver. Dennoch ist
natiirlich zu tiberlegen, ob man den damit verbundenen Sensitivititsverlust in Kauf nehmen
mochte, solange sich die TSI-Messung auch zum Screening eignen soll. Soll TSI
vornehmlich als Aktivititsparameter bei bereits diagnostizierten Immunhyperthyreose-
Erkrankungen zur Anwendung kommen, lieBe sich wiederum mit dem hoheren Cut-off
argumentieren. Fiir die Fignung zu diesem Zweck briuchte es jedoch noch genauere

Untersuchungen.

Interessant ist an dieser Stelle der Vergleich mit den bereits publizierten Daten des
Immulite®-Testherstellers. Dieser gab nach einer Untersuchung der Serumproben von 236
Basedow-Patient/innen, 138 Patient/innen mit anderen Autoimmunerkrankungen und 200
Gesunden fiir einen Cut-off-Wert von 0,551IU/l, also sehr dhnlich dem ersten in der
vorliegenden Arbeit definierten, eine auBerordentlich hohe klinische Sensitivitit und
Spezifitit von 98,3 % bzw. 99,7% an (36) — herausragende Werte, die sich bei der

retrospektiven Auswertung unserer Patient/innen nicht erzielen lieBen.
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4.2.2.3. Gegeniiberstellung von TRAK und TSI

Die Korrelationsanalysen von Diagnose und Antikorper-Messwert erbrachten sowohl fiir
den TRAK-Grenzwert 151U/l als auch fiir die beiden beschriebenen TSI-Grenzwerte
hochsignifikante Ergebnisse (p <0,0001). Allerdings war die Stirke des Zusammenhangs
bei TSI mit Phi= 0,503 (fiir 0,593 IU/l) bzw. Phi = 0,553 (fiir 1,77 IU/1) hoher als bei TRAK
mit Phi = 0,366, was eine diagnostische Uberlegenheit von TSI nahelegen wiirde.

Der rechnerische Vergleich der AUCs von TRAK und TSI zeigte jedoch, dass dies nicht der
Fall ist und keiner der Antikorper dem anderen statistisch iiberlegen ist (X*=3,34,
p=0,0676). Dies lésst sich auch anhand der parallelen Darstellung der beiden ROC-Kurven
in Abbildung 16 ablesen: Die rote TSI-Kurve verlduft in weiten Teilen links und oberhalb
von der blauen TRAK-Kurve, aber im mittleren Bereich kommt es zu Uberschneidungen,
das heif3t, TSI bietet nicht in allen Féllen einen Vorteil gegeniiber TRAK. Gébe es keine
solche Uberschneidung, wiirde die Vergleichsrechnung ein statistisch signifikantes Ergebnis

liefern und TSI wére eindeutig zu bevorzugen.

Tozzoli et al. (31) untersuchten 2016 in einer Studie an 383 Personen (mit Morbus Basedow,
anderen Autoimmunerkrankungen bzw. Gesunden) ebenfalls den Immulite®-Assay auf
seinen diagnostischen Wert im Vergleich zu zwei herkdmmlichen TRAK-Immunoassays.
Dabei ermittelten sie einen Cut-off von 0,54 IU/l mit einer Sensitivitdt von 100 % und einer
Spezifitit von 98,7 %, also vergleichbar mit den in Punkt 4.2.2.2 genannten
Herstellerwerten, bei einem Median der unbehandelten Basedow-Patient/innen von
7,12 TU/I. Damit erhielten sie hierfiir etwas akkuratere Ergebnisse als fiir die verglichenen
TRAK-Assays. Sie gaben zu bedenken, dass ein geringer Anteil positiver Ergebnisse bei
Patient/innen mit anderen Autoimmunerkrankungen dadurch zustande gekommen sein
kénnte, dass der Immulite® 2000 TSI auch in gewissem MaBe blockierende TRAK messe,
wie sie zum Beispiel bei autoimmun-bedingter Thyreoiditis oder systemischem Lupus
erythematodes (SLE) vorkommen kénnen. Demgegeniiber konnten sie mit ihren Tests auch
nicht ausschlieBen, ob nicht bei diesen Erkrankungen ebenso stimulierende TRAK, also TSI,
vorliegen (31). Denn der Immulite®-Assay ist nur in der Lage, die Antikdrperkonzentration
tiber die Bindung an die (eigentlich TSI-spezifische) Bindungsstelle des chimiren TSH-
Rezeptors zu messen und nicht iiber die stimulierende Aktivitit per cAMP-Produktion, wie
es in anderen (experimentellen) TSI-Bioassays der Fall ist, zum Beispiel beschrieben bei

Lytton et al. (49) und Pierce et al. (27).
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Auch Villalta et al. (32) fiihrten 2017 eine Studie an 439 Patient/innen zum Vergleich der
diagnostischen Genauigkeit dreier TRAK-Immunoassays durch. Das Kollektiv setzte sich
aus behandelten und unbehandelten Basedow-Patient/innen, Personen mit anderen benignen
Schilddriisenerkrankungen (u. a. Hashimoto-Thyreoiditis, Struma multinodosa) und nicht-
thyreoidalen Autoimmunerkrankungen sowie gesunden Kontrollen zusammen. Sie priiften
mit der Studie einen neuen automatischen Fluoreszenzenzym-Immunoassay der dritten
Generation (ELiA® anti-TSH-R Assay) im Vergleich zu einem bewihrten TRAK-RIA und
dem Immulite®-TSI-Assay. Dabei ermittelten sie fiir den neuen Immunoassay eine
Sensitivitit und Spezifitit von 94,7 % und 99,6 %, wihrend sie fiir den Immulite®-Assay
eine optimale Sensitivitit von 100 % und eine etwas geringere, aber dennoch sehr hohe
Spezifitit von 98,2 % erhielten. Der zugehdrige Cut-off ist leider nur fiir den ELIA® genannt
(3,8 TUN).

Interessant zu erwihnen ist an dieser Stelle, dass auch sie mit dem Immulite® einen positiven
SLE-Fall und drei positive Hashimoto-Félle erhielten, was wiederum bedeutet, dass bei
diesen Autoimmunerkrankungen auch TSI vorliegen bzw. es sich um TRAK allgemein
handelt, die durch einen Fehler im Analyseverfahren als TSI erkannt wurden.
Nichtsdestotrotz werteten sie den Immulite®-Assay sowie den getesteten TRAK-RIA als

tendenziell {iberlegen und verlisslicher im Vergleich mit dem neuen ELiA®-Assay.

Allgemeingiiltige Guidelines, die Empfehlungen zu konkreten TRAK- oder TSI-Assays
bzw. zu Cut-off-Werten geben, existieren derzeit nicht. Die American Thyroid Association
(ATA) erwdhnt in ihren Guidelines von 2016 zu Diagnose und Management der
Hyperthyreose (48) nur einige Fille, in denen sie die Messung von TRAK oder TSI
empfehlen. Dazu gehoren die Diagnostik der Hyperthyreose in klinisch unklaren Fillen,
inklusive der EO bei euthyreoten Patient/innen, aulerdem bei Schwangeren mit
behandeltem oder neu diagnostiziertem Morbus Basedow (wegen einer mdoglichen
neonatalen Schilddriisendysfunktion) und zur Uberwachung einer thyreostatischen
Therapie. Hierbei ist allerdings anzumerken, dass die Anwendung von TRAK und TSI in
Amerika generell restriktiver ist als in Europa, wo zumindest TRAK zur Routinediagnostik

gehort und nicht Spezialfillen vorbehalten ist.
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4.2.3. Exkurs zum Fallbericht

Bei der jungen Patientin mit Morbus Basedow und endokriner Orbitopathie aus dem
beschriebenen Fallbericht (Punkt 1.2.1) war sehr eindriicklich der Abfall ihrer TRAK-Werte
nach Beginn der Therapie mit Cortison (Abbildung 3), begleitet von einer sukzessiven
Besserung ihrer (Augen-)Symptome, zu sehen. Unmittelbar vor Therapiebeginn im Februar
2018 war leider nicht erneut TRAK gemessen worden, weshalb der Abfall des Graphen in
der Abbildung (scheinbar) bereits friiher einsetzt.

Zwar konnte bei der Patientin TSI nicht mehr gleichzeitig mitbestimmt werden, jedoch ist
anhand der Untersuchungen zu TSI davon auszugehen, dass sich der Verlauf dieser
gleichermallen verhalten hitte (siche unten).

Mehrere Studien haben sich der Wirkung von Glucocorticoiden auf die endokrine
Orbitopathie (EO) gewidmet und dabei festgestellt, dass sie unter anderem die Synthese und
Sekretion von Glykosaminoglykanen durch orbitale Fibroblasten mindern sowie die
Zytokin- und Antikorpersekretion inhibieren (50). Der Verlauf unserer Patientin
demonstrierte dementsprechend, dass die medikamentose Immunsuppression auch die
autoimmune Aktivitit beziiglich der Antikorperproduktion unterdriickt und damit TRAK ein
Mal fiir das Therapieansprechen darstellt.

Letzteres inkludiert auch die Symptomschwere bzw. den Verlauf der endokrinen
Orbitopathie, was von Lytton et al. (49) 2010 unter Nutzung eines TSI-Bioassays untersucht
wurde. Sie stellten eine starke Korrelation von TSI-Werten und Aktivitdt sowie Schwere der
EO fest, welche ebenso wie die Sensitivitdt und Spezifitdt hoher war als bei den simultan
gemessenen TRAK-Werten. Die Serum-TSI-Titer waren bei den EO-Patient/innen
aullerdem dreimal hoher als bei den Patient/innen, die nur an Morbus Basedow ohne EO
litten, mit den hochsten Titern bei Personen mit Diplopie, d. h. schweren Auspriagungen der
EO. Bemerkenswerterweise hatten in ihrem Setting alle TSI-positiven/TRAK-negativen
Patient/innen eine EO und waren hyperthyreot, wihrend alle TRAK-positiven/TSI-
negativen Personen einzig einen Morbus Basedow (ohne extrathyreoidale Manifestationen)
aufwiesen und euthyreot waren. Das bedeutet, dass TSI einen besonders sensitiven
Parameter fiir die Evaluierung der EO darstellt. Zu diesem Schluss kamen auch Woo et al.
(51) in ihrer Studie von 2015 zu TSI-Levels und der Symptomschwere im chronisch-
inaktiven Stadium der EO. Sie wiesen eine signifikante Korrelation von TSI-Spiegel
(gemessen mit einem Bioassay) und NOSPECS-Score nach — einer siebenteiligen, nach
Auspriagungsgrad aufsteigenden Klassifikation der EO-Symptome — und das selbst noch im

untersuchten inaktiven Stadium.
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Die sehr niedrigen TSI-Werte bei einigen reinen Basedow-Patient/innen ohne EO lassen sich
aus der vorausgegangenen langjéhrigen thyreostatischen Therapie ableiten (49). Dieser
Zusammenhang des Riickgangs der Antikorpertiter nach Therapie wird von vielen Forschern
und Forscherinnen beschrieben, unter anderem von Kamath et al. in ihrem Review von 2012
(28). Darin deklarieren sie als Ursache fiir die Wirkung der thyreostatischen Medikation ihre
immunmodulatorischen Effekte und fiir die Wirkung der Schilddriisenchirurgie das
Entfernen des Antigens (TSH-Rezeptoren) als Ausloser der TRAK-Produktion.

Auch die erwdhnten Villalta et al. (32, siche oben) beschrieben dies, weshalb auch sie
TRAK/TSI als sinnvolles Mittel zur Kontrolle der Krankheitsaktivitit und der
Behandlungserfolge beim Morbus Basedow bestitigen. Lediglich die Prognose zu
Remission und Rezidiven ist damit nach wie vor schwierig und erbrachte bisher in Studien
widerspriichliche, d.h. bis dato nicht anwendbare, Ergebnisse (28). Dabei konnte ein
verlédsslicher prognostischer Marker Patient/innen ggf. langwierige medikamentdse
Therapien ersparen, indem angebrachte definitive Therapien, also Operation oder

Radiojodtherapie, zeitlich vorgezogen wiirden.

4.2.4. Stiarken und Limitationen der Studie

Durch die Studie war es erstmals am Universitatsklinikum Graz moglich, gezielt TSI parallel
zur TRAK-Routinediagnostik zu bestimmen. Damit konnten statistisch signifikante TSI-
Grenzwerte ermittelt und somit der neue Immulite®-TSI-Assay fiir eine mdgliche
Einfiihrung am Klinikum evaluiert werden. Auflerdem wurden der bisher géingige TRAK-
Grenzwert tiberpriift und Alternativen berechnet.

Gleichzeitig wurde einerseits ein detaillierter Uberblick iiber das aktuelle Morbus-Basedow-
Patient/innen-Kollektiv gewonnen und andererseits eine Zusammenstellung des
Forschungsstands beziiglich verschiedenster Assay-Varianten zur TRAK-/TSI-Messung,
und damit der Morbus-Basedow-Diagnostik, fiir die Klinik erarbeitet.

Demgegentiber stellte sich heraus, dass die Fallzahl eher zu gering war, um in allen
Bereichen relevante Ergebnisse zu erhalten — vor allem, was die ménnlichen Patienten betraf,
sodass nur geschlechtseinheitliche Cut-offs berechnet wurden.

Die Haupteinschrankung war jedoch das retrospektive Design der Studie. Dieses bedingte,
dass einige Patient/innen-bezogenen Informationen nicht mehr rekonstruiert werden

konnten, wie exakte Diagnosen, Schweregrad des Morbus Basedow oder einer endokrinen
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Orbitopathie und Lebensstil- sowie anamnestische Faktoren. Dadurch mussten
Patient/innen, bei denen aus den Akten nicht sicher ein Morbus Basedow hervorging, als
faktisch ,,gesund* klassifiziert werden — sicher eine der Hauptursachen, die die berechneten
Sensitivitdten und Spezifitdten von TSI reduziert hat, sodass die Ergebnisse diesbeziiglich
schlechter als in anderen (oft prospektiven) Studien ausfielen. Dies konnte auch der Grund
dafiir sein, dass TSI sich abschlieBend statistisch nicht als iiberlegen gegeniiber TRAK
belegen lassen konnte.

Die unvollstidndigen in den Krankenakten zur Verfiigung stehenden Daten fiihrten au3erdem
dazu, dass Untersuchungen zur Korrelation von Hohe der TSI-Werte und Krankheitsaktivitit
bzw. Auspragungsgrad der Symptome nicht in dem Maf3e durchgefiihrt werden konnten, als
dass man sie statistisch hitte auswerten konnen. Dafiir briuchte es definitiv eine neue
prospektive  Studie mit standardisierten = Symptomskalen, groBerer  Fallzahl,
Verlaufskontrollen und eventuell auch vordefinierten Vergleichsgruppen, z. B. Patient/innen

mit anderen Autoimmun- oder Schilddriisenerkrankungen.
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4.3. Conclusio

Calcitonin stellt einen verldsslichen Tumormarker in der Fritherkennung medulldrer
Schilddriisenkarzinome dar, solange die gemessenen Werte im Kontext von Anamnese und
Klinik des Patienten/der Patientin gesehen werden. Denn zum einen hat sich gezeigt, dass
héufig einmalige, ungeklarte moderate Erhohungen auftreten konnen, die, wenn sie sich
plausibel auf sekunddre Ursachen (z. B. Rauchen, Medikamente) zuriickfithren lassen
konnen, aus psychologischer und wirtschaftlicher Sicht nicht zu engmaschigen
Nachkontrollen fiihren sollten. Zum anderen ist hier die Moglichkeit des Auftretens von
laborbedingten Interferenzen nicht zu unterschétzen, sodass bei zweifelhaften Befunden eher
auf ein zweites Analyseverfahren zuriickgegriffen werden sollte, bevor belastende invasive
MafBnahmen zur Anwendung kommen.

Anhand der vorliegenden ROC-Analysen ist flir die Universitédtsklinik Graz die Erh6hung
des allgemeinen Cut-offs von 12 auf 24,5 pg/ml (Sensitivitdt 92,9 %; Spezifitit 77,5 %) zu
empfehlen. Es hat sich sowohl in meinen Betrachtungen als auch in anderen Studien gezeigt,
dass geschlechtergetrennte Grenzwerte giinstig sind, aber zumindest fiir Graz briauchte es
dafiir eine neue prospektive Studie, in der fiir eine genauere Berechnung alle Diagnosen und
Lebensstilfaktoren etc. der eingeschlossenen Patient/innen miterhoben werden. Ahnlich
verhélt es sich beziiglich altersspezifischer Grenzwerte. Hierzu wiren auch weitere
internationale Vergleichsstudien wiinschenswert.

Des Weiteren werden in Zukunft die genauen Mechanismen von MTC-unabhidngigen
Calcitonin-Erhéhungen sowie alternative Testverfahren zum Screening, z. B. auch unter

Nutzung von Procalcitonin statt Calcitonin, genauer zu untersuchen sein.

TRAK bzw. TSI sind sensitive Laborwerte in der Diagnostik des Morbus Basedow und die
Einfithrung sowie zunehmende Etablierung von Tests zur TSI-Messung sind nach wie vor
vielversprechend. Auch deuten die hier beschriebenen Ergebnisse darauf hin, dass es sich
bei TSI um einen sensitiveren Parameter als TRAK handelt. Jedoch bréuchte es grof3ere und
insbesondere prospektive Studien, um mittels hoherer Fallzahl (vor allem ménnlicher
Probanden) und genauerer Erfassung von Diagnosen und Symptomschwere eine klinische
Uberlegenheit von TSI definitiv nachzuweisen. Erst damit wire eine Ubernahme auch in
Graz in Betracht zu ziehen. Ubergangsweise konnte man sich dann am jetzt berechneten Cut-

off von 0,593 U/l orientieren, da dieser eher im Bereich derjenigen groBerer Studien
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(circa 0,55 TU/1) als der zweite von mir berechnete (1,77 IU/1) ist.

Besonders interessant wiren zukiinftig weitere Untersuchungen zur Korrelation von TSI-
Wert und Morbus-Basedow-Symptomatik, da diese stimulierenden Antikérper im
Gegensatz zu TRAK konkret fiir die Symptome und ihren Auspragungsgrad verantwortlich
sind. Daher sehe ich das groflere Potential auch in Aktivitdts-messenden Bioassays als in
Immunoassays. So ein TSI-Bioassay in automatisierter Form wiirde sich im Klinikalltag zur
Differentialdiagnostik der Hyperthyreoseformen, zur Einschitzung des Grads der
endokrinen Orbitopathie und besonders auch als MaB fiir das Therapieansprechen anbieten.
In diesem Kontext konnten auch europdische Guidelines zu empfohlenen TSI-Assays und -
Cut-offs sowie zur therapeutischen Konsequenz erarbeitet werden.

Da die Studienlage zur Prognose von Remission und Rezidiven anhand der TSI-Werte nach
wie vor widerspriichlich ist, wiaren auch hierzu neue Studien mit einheitlichen Settings
wiinschenswert, um friihzeitig Therapieentscheidungen (z. B. beziiglich chirurgischer

Interventionen) treffen zu konnen.
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Anhang

Dokument zur Patient/innen-Einwilligung fiir Fallberichte:

Landeskrankenhaus - Universititsklinikum Graz

Universititsklinik fiir Innere Medizin

Vorstand: Univ.-Prof. Dr. H. Samonigg

A-8036 Graz, Auenbruggerplatz 15, Telefon: +43 (316) 385-16888, Fax: +43 (316) 385-13062
E-Mail: medunivklin@medunigraz.at, Internet: http:/www.unigraz.at/umewww/

Steiermiirkische Krankenanstaltengesellschaft m.b.H. Medizinische Universitit Graz

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

wir méchten Sie einladen, Informationen zu |hrem Fall fur die Erstellung eines
Fallberichtes zur Verfugung zu stellen.

Fallberichte (oder ,case reports”) sind wissenschaftliche Arbeiten, die sich mit besonders
interessanten und auBergewdhnlichen Fallen beschéftigen und deren enthaltene
Information natzlich fur medizinisch tatige Personen sein kann. Solche Arbeiten werden
Ublicherweise in medizinischen Zeitschriften (in gedruckter Form und/oder online)
publiziert sowie auf speziellen Fachkongressen présentiert.

Persénliche Informationen, die fur einen Fallbericht verwendet werden kénnen beinhalten
erhobene Laborparameter, medizinische Befunddaten (z.B. von bildgebenden
Untersuchungen wie Computertomographien), anthropometrische MessgréRRen (z.B.
Korpergewicht, Blutdruck) oder andere medizinische Berichte (z.B. Operationsberichte).

Es werden die hochstméglichen Vorkehrungen getroffen, um lhre Privatsphare und
Identitét zu schutzen. Daten, die Sie als Individuum erkennbar machen (z.B. Name,
Geburtsdatum, Fallnummer) werden nicht weitergegeben. Auch im Falle einer
Veroffentlichung des Fallberichtes werden keine Informationen zu lhrer Identitat
preisgegeben.

Ein persénlicher Nutzen aus dieser wissenschaftlichen Arbeit ist fur Sie nicht zu
erwarten. Durch das Teilen von Informationen mit anderen medizinisch tatigen Personen
kann jedoch die Versorgung von anderen Patientinnen in Zukunft verbessert werden.

Das Einverstandnis zur Verwendung lhrer persénlichen Informationen ist mit keinen
Kosten verbunden, ebenso werden keine zusatzlichen Untersuchungen oder Eingriffe
durchgefthrt. Eine gesonderte Vergltung ist nicht vorgesehen.

Die Einwilligung zur Veréffentlichung von anonymisierten Informationen zu Ihrem Fall
erfolgt freiwillig und kann zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe von Griinden widerrufen
werden. Sobald der Fallbericht zur Publikation oder 6ffentlichen Prasentation
angenommen wurde, ist ein Widerruf des Einverstandnisses jedoch nicht mehr méglich.
Der Widerruf Ihres Einverstandnisses ist fur Sie mit keinerlei negativen Konsequenzen
verbunden und beeintréchtigt nicht die Qualitat Ihrer medizinischen Versorgung.

Auenbruggerplatz 1 Tel. +43 (316) 385-0 FN 49003 p Landeshypothekenbank Steiermark
A-8036 Graz Internet: www.klinikum-graz.at DVR 0468533 BLZ 56000
Osterreich E-Mail: direktion@klinikum-graz.at ATU 28619206 Konto 20241042007

85



Mit Ihrer Unterschrift bestatigen Sie, dass Sie von Dr.
Ober den geplanten Fallbericht und die mit der Zurverfugungstellung lhrer persénlichen
medizinischen Informationen verbundenen Risiken und — falls zutreffend — Nutzen

ausfuhrlich aufgeklart wurden und ausreichend Zeit hatten, anfallende Fragen zu stellen.

Ebenso bestétigen Sie, dass Sie die vorliegende Einverstandniserklarung vollstandig
gelesen und verstanden haben. Durch das Unterschreiben dieser
Einverstandniserklarung gewahren Sie Zugriff auf Ihre persénlichen medizinischen
Daten, welche zur Erstellung des Fallberichtes genutzt werden. Diese Daten kénnen —
unter héchstmdglichen Vorkehrungen zur Wahrung Ihrer Privatsphére — im Rahmen des
Fallberichtes in wissenschaftlichen Journalen (in gedruckter Form und/oder online)
verdffentlicht oder auf speziellen Fachkongressen prasentiert werden.

Name des geplanten Fallberichtes:

Principal Investigator:
Telefonnummer:
Emailadresse:

Name der Patientin/des Patienten:

Geburtsdatum der Patientin/des Patienten:

Ort, Datum Unterschrift Arzt/Arztin

Ort, Datum Unterschrift Patientln
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