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Einleitung

Das endokrine System der Saugetiere ermdglicht mit seinen Hormonen die
Kommunikation des Nervensystems und des Immunsystems mit den Organen und
Zellen. Der Hypothalamus ist als Vermittler zwischen den nervalen Impulsen und den
endokrinen Signalen tatig.

Hierbei handelt es sich um lebenswichtige Prozesse im Korper wie das Wachstum, die
Reproduktion, die Aufrechterhaltung des Wasser- und Elektrolythaushaltes und die
Energieversorgung. Der Korper muss in der Lage sein, schnell auf veranderte
Bedingungen des inneren oder aulleren Milieus zu reagieren und sich adaquat auf die
Situation einzustellen. Demzufolge kénnen Ausfall oder Uberproduktion von Hormonen
nicht nur zu schweren Erkrankungen, sondern auch zu lebensbedrohlichen Zustanden
des Korpers fuhren.

Fir die klinische Diagnostik ist die Messung von Hormonkonzentrationen im Blut sehr
bedeutend. Diese Werte bleiben im lebenden Organismus nicht bei einem stabilen
Basalwert, sie unterliegen einer Sekretionsdynamik. Aus diesem Grund werden in der
Klinik die korrekten Funktionen dieser Hormon-Produktionsstatten mit Hilfe eines
sogenannten Funktionstestes Uberpruft.

Auf der Basis dieser Erkenntnisse ist es notwendig, Methoden dafir zu entwickeln,
welche die oft sehr geringen Hormonkonzentrationen im Blut mit mdglichst hoher
Genauigkeit nachweisen. Die ersten Nachweisverfahren waren biologische Methoden,
z. B. mit Hilfe von Versuchstieren, spater traten an die Stelle der Tiere Zellkulturen.
Heute basieren die Hormontests weitgehend auf immunologischen Methoden. Der
quantitative Nachweis der Hormone erfolgt heute in der Regel mit Hilfe von
hochspezifischen Antigen-Antikdrperreaktionen.

In der vorliegenden Arbeit sollen zwei humanmedizinische labordiagnostische
Messgerate, die mit dem Chemilumineszenz- bzw. Elektrochemilumineszenz-Verfahren
arbeiten, zur Bestimmung der Schilddrisenhormone Trijodthyronin (T3), Thyroxin (T4),
freies Trijodthyronin (fT3) und freies Thyroxin (fT4) sowie Kortisol und Insulin bei der
Katze validiert werden. Anschlielend werden die Gerate hinsichtlich ihrer
veterinarmedizinischen Einsetzbarkeit und ihrer Bedienungsfreundlichkeit miteinander

verglichen und die Referenzwerte bei der Katze ermittelt.
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Literatur

1. Hormone

Hormone sind das Bindeglied im Organismus zwischen dem zentralen Nervensystem
(ZNS) und den Organen und Geweben. Sie mussen in der Lage sein, den Organismus
auch innerhalb kurzester Zeit auf veranderte innere und auliere Bedingungen
einzustellen. Dabei handelt es sich sowohl um langfristig (z.B. Alterungsprozess,
Sexualzyklus) als auch kurzfristig schwankende Rhythmen, wie der zirkadiane
Rhythmus.

1.1. Schilddriisenhormone

In der Schilddrise werden die Hormone Trijodthyronin (T3) und Tetrajodthhyronin
(Thyroxin, T4) gebildet. T4 - bei dem es sich um ein biologisch nicht sehr aktives
Hormon handelt - wird ausschliel3lich in der Schilddrise synthetisiert und liegt
uberwiegend an Plasmaprotein gebunden vor. Extrathyreoidal entsteht aus T4 durch
Dejodierung das biologisch sehr aktive T3 und das biologisch inaktive reverse T3 (rT3).
FUr den Transport im Blut ist vor allem T4 in proteingebundener Form als zirkulierende
Speicherform vorhanden. T3 ist in wesentlich geringerem Masse an Plasmaprotein
gebunden und liegt zu 80 % intrazellular vor. Biologisch aktiv sind diese Hormone
ausschlieBlich in ungebundener Form, den sogenannten freien T3 und freien T4 (fT3
und fT4) (VOIGT, 1996).

Die Schilddrisenfunktion - und somit die Synthese und Sekretion der Schild-
drisenhormone - wird Uber die Hypothalamus-Hypophysen-Schilddrisen-Achse
gesteuert. Aus den thyreotropen Arealen des Hypothalamus wird das Tripeptid
Tyreotropin-releasing Hormon (TRH) in den hypophysaren Portalkreislauf sezerniert.
Das TRH wirkt auf die thyreotropen Zellen der Adenohypophyse und somit auf die
Produktion des thyreotropen Hormons (TSH) (PETERSON und FERGUSON, 1989).
TSH beeinflusst die Morphologie und die Funktion der Schilddrise insofern, dass es die

Blutversorgung der Schilddrise erhdht sowie die Synthese und die Sekretion von
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Trijodthyronin und Thyroxin stimuliert. TSH fordert weiterhin die Aufnahme von Jod und
die Sekretion von Thyreoglobulin in das Follikellumen (VOIGT, 1996).

Die Hemmung der Schilddrisenhormonproduktion geschieht Uber eine negative
Ruckkoppelung (negatives Feedback). Die Plasma-T3-Konzentration ist hierbei der
entscheidende Faktor (EIGENMANN, 1989), da sie direkt auf die thyreotropen Zellen
der Adenohypophyse wirkt. Sowohl die Synthese von TSH als auch die Produktion von
TRH-Rezeptoren werden unterdriickt. Je nach Plasmakonzentration kdnnen die TSH-
Synthese und die Freisetzung teilweise oder vollstandig unterdruckt werden (VOIGT,
1996).

Neben dieser Regulation der Schilddrisenfunktion existiert noch ein weiterer
Regelmechanismus durch die Jodidkonzentration im Blut. Durch diese Autoregulation
der Schilddruse werden bei niedriger Jodidkonzentration die Aufnahme von Jod aus
dem Magen-Darm-Trakt und die Hormonsynthese stimuliert, auch wenn TSH fehlt. Bei
hohen Jodidkonzentrationen wird die Hormonproduktion durch die Schilddrise selbst
gehemmt (VOIGT, 1996).

Die TSH-Sekretion und somit auch die Produktion und Freisetzung von Trijodthyronin
und Thyroxin unterliegen einem zirkadianen und einem jahreszeitlich bedingten
Rhythmus. Im Winter erreicht die TSH-Konzentration ihren Maximalwert. Bei niedrigen
Umgebungstemperaturen oder bei Abkuhlung der Tiere erhoht sich die TSH-Sekretion,
die Thyroxin-Konzentration steigt an, der Grundumsatz des Organismus wird gesteigert
und dementsprechend vermehrt Warme gebildet. Bei niedrigen
Umgebungstemperaturen kann somit die physiologische Korpertemperatur aufrecht
erhalten werden (BAMBERGER, 1987).

Die Schilddrisenhormone wirken in physiologischen Mengen katabol durch ihren
Einfluss auf viele metabolische Prozesse (PETERSON und FERGUSON, 1989). Sie
wirken z. B. auf die Konzentration und Aktivitat von einigen Enzymen und Hormonen,
verandern den Stoffwechsel vieler Substrate, Vitamine und Mineralien. Ihre Wirkung ist
wichtig flr die fetale Entwicklung im Mutterleib und das spatere Wachstum eines
Organismus, unter anderem wegen ihres Einflusses auf den Auf- und Abbau von

Knochengewebe. In den Energie-, Protein-, Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel greifen
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sie regulierend ein und haben chronotrope und inotrope Effekte auf die
Herzmuskeltatigkeit. Daraus wird ersichtlich, dass alle Gewebe und Organsysteme
eines Organismus der veradnderten Situation bei einer Uber- oder Unterfunktion der
Schilddrise ausgesetzt sind (FELDMAN und NELSON, 1996).

1.2. Kortisol

Die Bildung von Kortisol in den Nebennieren unterliegt ebenfalls der Steuerung durch
Hypothalamus und Hypophyse. Der Hypothalamus produziert das Kortikoliberin (CRH),
das Uber die sekretorischen Neurone in das Pfortadersystem der Hypophyse zur
Adenohypophyse gelangt. Dort fuhrt es zur erhdhten Produktion und Sekretion des
adrenokortikotropen Hormons (ACTH). ACTH gelangt Uber das Blut zur
Nebennierenrinde und regt die Zona fasciculata zur vermehrten Synthese der
Glukokortikoide an (BAMBERGER, 1987). Chronische Stimulation durch ACTH fuhrt zu
Hyperplasie und Hypertrophie der Nebennierenrinde; ein dauerhafter Mangel an ACTH
hingegen fuhrt zu einer Verminderung der Steroidogenese und einer deutlichen

Atrophie der Nebenniere.

Eine Erhohung der Blutkonzentration von Glukokortikoiden zieht eine negative
Ruckkoppelung sowohl des Hypothalamus als auch der Hypophyse nach sich. Durch
das Fehlen der, die Produktion und Sekretion fordernden Transmitter im Blut kommt es
zu einem Absinken der Glukokortikoid-Konzentration (FELDMAN, 1989).

Nach der Nahrungsaufnahme sinkt sowohl beim Menschen wie auch beim Tier die
ACTH-Ausschuttung (FINDLING und TYRRELL, 1991). Viele verschiedene Formen von
Stress, z.B. Schmerzen, Traumen, Hypoxie, Kalteexposition und akute Hypoglykamie,
stimulieren die Sekretion von ACTH aus der Hypophyse und damit auch die Kortisol-
Freisetzung, unabhangig von der Kortisolkonzentration im Blut (FELDMAN und
NELSON, 1996). Die ACTH-Freisetzung folgt beim Menschen einem zirkadianen
Rhythmus mit seinem Maximum am Morgen, beim Hund konnte ein solcher Rhythmus
nicht nachgewiesen werden (MURASE et al., 1988). Bei der Katze konnte ein dem

Menschen gegenlaufiger zirkadianer Rhythmus nachgewiesen werden, der



Literatur 10

gleichbedeutend mit einem hoheren Plasmakortisolspiegel bei der Katze am Abend ist
(SCOTT et al., 1982).

Glukokortikoide wirken im Korper dem Insulin entgegen und erhéhen die Konzentration
von Glukose, freien Aminosauren und freien Fettsauren im Blut. Sie haben, aul3er in der
Leber, wo sie die Glukoneogenese fordern, auch einen katabolen Effekt. Gleichzeitig

wirken sie entziindungshemmend und immunsuppressiv (BAMBERGER, 1987).

1.3. Insulin

Der endokrine Teil, der sogenannte Inselapparat (Langerhanssche Inseln), der
Bauchspeicheldrise ist Bildungsstatte fur die Hormone Insulin (KLOSTERMEYER,
1966), Glukagon, Somatostatin und pankreatisches Polypeptid, wahrend der exokrine
Teil die an der Verdauung der Nahrung beteiligten Pankreasenzyme produziert und in

das Duodenum freisetzt.

Die sogenannten Inselhormone werden in spezifischen Pankreaszellen synthetisiert,
wobei die B-Zellen Insulin synthetisieren, wahrend die A-Zellen flr die Produktion des
Glukagons verantwortlich sind (NELSON, 1989).

Insulin senkt den Blutzuckerspiegel sehr stark durch seine vielfaltige Wirkung auf die
Leber, die Muskulatur und das Fettgewebe. Die gesamten Stoffwechselvorgange,
sowohl im Kohlenhydrat-, Eiwei3- und Fettstoffwechsel, werden stimuliert. Durch eine
vermehrte Aufnahme von Glukose in die Zellen wird die Synthese von
Speichersubstanzen wie Glycogen, Triglyceriden und Eiweild angeregt. Da es sich bei
Insulin um ein anaboles Hormon handelt, wirkt es zusatzlich antilipolytisch im
Fettstoffwechsel und antiproteolytisch im Proteinstoffwechsel. Es hat somit die
wichtigste Stellung bei der Kontrolle des Metabolismus zur Speicherung von
Nahrstoffen (VOIGT, 1996).

Die Sekretion von Insulin in das Blut wird hauptsachlich durch die Glukosekonzentration

im Blut gesteuert. Weiterhin haben aber auch gastrointestinale Hormone wie das
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Gastrin und das Sekretin einen stimulierenden Einflul auf die Ausschuttung von Insulin.
Das autonome Nervensystem verfigt sowohl Uber stimulierende als auch hemmende
Auswirkungen auf die Insulinsekretion. Sowohl p-Adrenozeptoren als auch die
Aktivierung des Vagus bei Nahrungsaufnahme stimulieren die Insulinsekretion,
wohingegen a-Adrenozeptoren die Insulinsekretion - z. B. bei langeren Hungerperioden
oder in Stresssituationen - durch erhdhte Adrenalinspiegel drosseln (VOIGT, 1996),

ebenso wie Diazoxid und Insulin selbst die Sekretion von Insulin hemmen.

Der Korper ist aulerdem in der Lage, mit Hilfe der sogenannten Down-Regulation auf
die Wirkung von Insulin auf die Zellen Einfluss zu nehmen, indem er die Anzahl der
Insulinrezeptoren an den Zellen reduziert sowie die Affinitat fir Insulin bei langerer
Insulineinwirkung herabsetzt. Diese Fahigkeit wird als ein maoglicher pathologischer
Mechanismus bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ Il diskutiert (VOIGT, 1996).

Die Wirkung von Insulin in der Leber besteht in einer vermehrten Glukoseaufnahme,
einer Steigerung des Glukosemetabolismus aus Pyruvat und Lactat, der Hemmung der
Glykogenolyse, der Glukoneogenese aus Aminosauren und der Oxidation von freien
Fettsduren. Dadurch ergibt sich eine antiketogene Wirkung. In der Muskulatur wird die
vermehrt aufgenommene Glukose in Muskelglykogen umgewandelt und zu einem
kleinen Teil als Energietrager verwendet. In den Fettzellen wird Glukose zu

Triglyceriden verestert und die Lipolyse wird gehemmt (VOIGT, 1996).

2. Pathophysiologie der Erkrankung und diagnostischer Nutzen

Hyperthyreose - Thyreotoxikose

Die klinischen Symptome der Hyperthyreose sind die Folge einer exzessiven
Produktion und Sekretion von Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4). Bei der Katze wird
diese Uberfunktion in den haufigsten Fallen durch autonome, tumordse Prozesse in der
Schilddruse verursacht, seltener liegt die Ursache in den uUbergeordneten Strukturen,
dem Hypothalamus oder der Hypophyse. Nicht immer muissen beide Lappen der
Schilddrise von dem Tumor betroffen sein. Bei der Katze handelt es sich in den

uberwiegenden Fallen um Adenome der Schilddruse, selten um Karzinome (REESE et
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al., 2002); wohingegen beim Hund die Hyperthyreose in der Regel durch Karzinome
bedingt ist. Mogliche andere Ursachen fur die Entstehung der Krankheit bei der Katze -
insbesondere bei mittel alten bis alten Tieren (alter als acht Jahre) - sind noch nicht
bekannt. Chronischer Jodmangel wird als atiologischer Faktor flr die Entstehung von
nodularen Schilddrisenveranderungen angenommen (REESE et al., 2002). Rasse-
oder Geschlechtsdispositionen konnten nicht nachgewiesen werden (BROUSSARD et
al.,1995).

Aufgrund dessen, dass die Schilddrise durch ihre Hormone im Organismus alle Organe
und deren Stoffwechsel beeinflusst, hat eine Uberproduktion dieser Hormone
entsprechende Auswirkungen. Die klinischen Symptome reichen von geringgradigen
Veranderungen bis hin zu schweren Krankheitserscheinungen. Die Tiere zeigen haufig
Polyphagie in Kombination mit Gewichtsverlust, Polydypsie, Polyurie, Hyperaktivitat,
Tachykardie und Herzgerausche, Vomitus und zum Teil hochgradige Diarrhoe
(BROUSSARD et al., 1995; BUCHLER, 1999; KRAFT et al., 1999; BUCKNELL, 2000).

Hyperthyreose wird anhand des Thyroxinwertes im Blut, der bei der Katze 4,0 pg/dl und
beim Hund 4,5 pg/dl (entsprechen 51 nmol/l bzw. 58 nmol/l) Ubersteigen muss
(BUCHLER, 1999; KRAFT, 2000), oder mit Hilfe des T3-Suppression-Tests bzw. des
TRH-Stimulationstests diagnostiziert (BROUSSARD et al., 1995). Die Bestimmung des
T3-Wertes ist hinsichtlich der Hyperthyreose der Katze nicht als diagnostisches Mittel
heranzuziehen. Viele Katzen zeigen auch bei erhohten T4-Konzentrationen im Blut eine
T3-Konzentration im Referenzbereich. Im Falle einer leichten oder im Anfangsstadium
befindlichen Hyperthyreose sowie bei gleichzeitigem Auftreten einer zusatzlichen
systemischen Krankheit (nonthyroidal illness, NTI) kann sich auch der T4-Wert im
Referenzbereich befinden (PETERSON und GAMBLE, 1990; MCLOUGHLIN, 1993).
Nach PETERSON (1995) unterliegen die Schilddrisenhormone auch einer gewissen
Fluktuation, insofern ist ein, einmalig im Referenzbereich befindlicher T4-Wert fur den
Ausschluss einer Hyperthyreose nicht ausreichend. Zusatzlich mussen deshalb auch
immer die klinischen Symptome bei der Diagnosestellung herangezogen werden
(KRAFT, 2000).
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Hypothyreose

Die beim Hund in ca. 96 % der Falle vorkommende Form der Hypothyreose ist die
primare Hypothyreose mit einer pathologischen Veranderung der Schilddriise und der
Unempfindlichkeit gegenuber der Stimulation mit Hilfe von TRH und TSH. Eine der
Ursachen fur die primare Hypothyreose beim Hund ist die lymphozytare Thyreoiditis,
eine  Autoimmunkrankheit, bei der Auto-Antikérper sowohl gegen das
Schilddrisengewebe als auch gegen Thyreoglobulin oder T3 gebildet werden kdnnen.
Die lymphozytare Thyreoiditis ist gekennzeichnet durch diffuse Infiltrate von
Lymphozyten, Plasmazellen und Makrophagen in der Schilddrise. Die Folge davon ist
eine fortschreitende Zerstdérung der Follikel und eine sekundar entstehende Fibrose
(GOSSELIN et al., 1981). Dieser Prozess kann sich Uber drei bis vier Jahre hinziehen
und erst bei Zerstorung von ca. 75 % der Drise kommt es zu den Symptomen der
Hypothyreose wie Gewichtszunahme, symmetrische Allopezie am  Rumpf,
Hyperpigmentation, Verdickung der Haut und Unterhaut, Apathie und Bardykardie
(PETERSON und FERGUSON, 1989; KRAFT, 2000). Eine weitere Ursache fir die
Hypothyreose beim Hund ist die idiopathische Atrophie, die histologisch durch den
Verlust des Parenchyms und dessen Ersatz durch Fettgewebe gekennzeichnet ist. Eine
entzindliche Komponente fehlt vollig. Der Ausloser und die Ursache dieser Form der
Hypothyreose sind nicht bekannt (KRAFT, 2000).

Katzen erkranken nur sehr selten an einer Hypothyreose. Einer der Grinde fur die
feline Hypothyreose ist die iatrogen verursachte Unterfunktion infolge der Behandlung
der Hyperthyreose der Katze. Dies ist z.B. der Fall nach chirurgischer Entfernung der
Schilddrise oder Behandlung mit radioaktivem Jod, aber auch die Verabreichung von
antithyroidalen Medikamenten kann zu einer Hypothyreose fuhren. In diesem Fall ist der
Zustand durch Absetzen der Medikamente reversibel (KINTZER, 1994).

Die ohne Fremdeinwirkung erworbene Hypothyreose der Katze kann verschiedene
Ursache haben. Bei der pathologischen Untersuchung der Thyreoidea der Katze sind
mannigfaltige Veranderungen festgestellt worden. Da die untersuchten Tiere nicht auf
Grund eines Hypothyreoseverdachtes seziert wurden, liegen aber parallel keine
entsprechenden Daten aus der klinischen und labordiagnostischen Untersuchung vor.

Insofern ist ein Vergleich der gefundenen, pathologischen Veranderungen mit
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entsprechenden klinischen Daten nicht moglich. Aufgrund dessen ist auch der
Zusammenhang der pathologischen Veranderungen der Schilddrise mit einer klinisch
manifesten Hypothyreose nicht belegbar. Zu diesen Veranderungen gehoéren u.a. ein
dokumentierter Fall einer lymphozellularen Thyreoiditis (RAND et al., 1993), Atrophie
der Schilddruse, lymphozellulare Thyreoiditis, Amyloidose, zystisch veranderte Follikel
und Kropf (FELDMAN und NELSON, 1996).

Bei der tertiaren und sekundaren Hypothyreose ist die Schilddrise, im Gegensatz zur
primaren Hypothyreose, selbst nicht betroffen und somit in der Lage, ihre Hormone zu
produzieren. Sie erhalt aber von den Ubergeordneten Steuerungsorganen,
Hypothalamus oder Hypophyse, keine stimulierenden Reize in Form von TRH oder
TSH. Die Folge ist eine verminderte bis fehlende T3- und T4-Konzentration im Blut und
die Atrophie der beiden Schilddrisenlappen mit den entsprechenden Symptomen.
Diese Formen der Hypothyreose treten in der Tiermedizin Uberhaupt nicht (TRH), bzw.
sehr selten (TSH) auf (FELDMAN und NELSON, 1996; KRAFT, 2000).

Angeborene Hypothyreosen kommen sowohl beim Hund als auch bei der Katze -
haufiger als die erworbene Form der erwachsenen Katze - vor, haufig jedoch sterben
die betroffenen Tiere fruhzeitig, so dass die Krankheit in der Regel somit nicht
diagnostiziert wird (PETERSON und FERGUSON, 1989). Bei den Uberlebenden Tieren
zeigt sich das Bild des Kretinismus. Der Mangel an Schilddrisenhormonen fiuhrt zu
einer unzureichenden Skelettbildung, verzogertem Wachstum, Muskelschwache und
verspatetem Eintritt der Pubertat. Sowohl beim Hund wie auch bei der Katze wird ein
genetischer Defekt, der zu diesem Unvermdgen der Synthese von Trijodthyronin und
Thyroxin fuhrt, diskutiert (CHASTAIN et al., 1983; JONES, 1992).

Da die Hypothyreose, wie bereits erwahnt, bei der Katze eine sehr selten auftretende
Krankheit ist, existieren wenig Studien, aus denen entsprechende Daten zu entnehmen
sind. Auch die beim Hund grundlich untersuchten und in den Routineablauf
eingefuhrten Tests zur Diagnose sind fur die Katze bisher nur im Zusammenhang mit
der Diagnose der felinen Hyperthyreose untersucht worden (PARADIS, 1996).
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Hyperadrenokortizismus

Beim Hyperadrenokortizismus oder Hyperkortisolismus handelt es sich um eine
chronische Erhohung der Kortisolkonzentration im Blut. Bei erkrankten Tieren sind
haufig Plasmakortisolwerte im Referenzbereich festzustellen. Die Ursachen, die zu

einem chronisch erhdhten Plasmakortisolspiegel fUhren kdnnen, sind vielfaltig.

Im Fall des Cushing-Syndroms liegt die Ursache in Tumoren der Nebennieren selbst
(Primarer Hyperadrenokortizismus), wobei es sich hier wiederum um Adenome oder
Karzinome handeln kann, die unabhangig von der Steuerung durch hdhere Ebenen
(Hypothalamus, Hypophyse) autonom Kortisol produzieren und sezernieren.
Dementsprechend lassen sie sich nicht durch negative Ruckkoppelung steuern. Durch
die von ihnen verursachte Uberproduktion an Kortisol werden jedoch Hypothalamus und
Hypophyse in der Produktion und Sekretion von CRH und ACTH gehemmt, mit der
Folge, dass solche Patienten sehr niedrige Plasma-ACTH-Konzentrationen aufweisen.
Aufgrund dieses negativen Feedbacks atrophiert die gesunde Nebenniere vollstandig,
ebenso die verbleibenden gesunden Zellen der tumords entarteten Nebenniere
(FELDMAN und NELSON, 1996). Tumordse Entartung beider Nebennieren gleichzeitig
konnte bisher nur in sehr wenigen Fallen beim Hund nachgewiesen werden (FORD,
1993).

Die zweite Ursache chronisch Uberhohter Kortisolwerte liegt in den Ubergeordneten
Steuerungszentren (Morbus Cushing) Hypothalamus oder Hypophyse (sekundarer
Hyperadrenokortizismus). Die Pathologie der Erkrankung ist darin begrindet, dass die
Haufigkeit und die Menge des sezernierten ACTH zu hoch ist, wodurch eine dauerhaft
hohe Stimulation der Nebennierenrinde erfolgt, die zu einer chronisch Uberhohten
Kortisolkonzentration im Vergleich zu der Konzentration bei gesunden Tieren fuhrt. Die
Kontrolle Uber das negative Feedback funktioniert in solchen Fallen nicht mehr, da es
sich um Tumore der Hypophyse (Hypophysenadenom oder Karzinom) handelt, die auf
die ublichen Kontrollmechanismen nicht ansprechen (FELDMAN und NELSON, 1996).
Dieser chronisch Uberhdhte Blutwert fuhrt nach einiger Zeit zu den typischen klinischen
Symptomen des Morbus Cushing. Einige dieser Symptome, die nicht alle gleichzeitig
auftreten muassen, sind Polydypsie, Polyurie, Polyphagie, Adipositas, Allopezie

(besonders am Rumpf), Hyperpigmentation der Haut, Calcinosis cutis, Lethargie und
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Muskelschwache. Diese Symptome sind die Folge der Glukoneogenese, Lipolyse, des
katabolen Proteinstoffwechsels, antiinflammatorischer und immunsuppressiver Effekte
der Glukokortikoide auf den Organismus. Sie entstehen langsam, sind fortschreitend
und fallen somit dem Besitzer nicht sofort auf (FELDMAN, 1989).

Eine dritte Ursache flir einen Hyperadrenokortizismus ist die exogene Zufuhr von zu
hohen Dosen an Glukokortikoiden Uber einen langeren Zeitraum (iatrogener Cushing).
In diesem Fall funktioniert das negative Feedback, die Nebennieren stellen ihre
Produktion und Sekretion ein aufgrund des ausreichend hohen Glukokortikoidspiegels
und atrophieren (KAUFMAN, 1984).

Bei der Katze ist der Hyperadrenokortizismus im Gegensatz zum Hund eine sehr selten
vorkommende Krankheit. Auch der iatrogen induzierte Morbus Cushing tritt bei Katzen
seltener auf, vermutlich wegen der Tatsache, dass Katzen weniger empfindlich auf die
exogene Substitution von Glukokortikoiden reagieren als Hunde (SCOTT et al., 1982;
KAUFMAN, 1984). Sehr haufig leiden Katzen gleichzeitig noch an einem Diabetes
mellitus, der gelegentlich die Symptome des Hyperadrenokortizismus Uberdeckt
(PETERSON und STEELE, 1986). Die Ursachen fur die Krankheit bei der Katze sind
jedoch denen des Hundes vergleichbar. Bei der Katze ist eines der auffalligsten
Symptome die sehr diinne und vor allem leicht zu verletzende Haut. Die diagnostischen
Maoglichkeiten (ACTH-Test, LDDS-Test, HDDS-Test, siehe unten), um die Krankheit zu
erkennen und eventuell auch die genauen Ursachen zu differenzieren, unterscheiden
sich bei Hund und Katze nicht von denen beim Menschen (VOIGT, 1996; FELDMAN
und NELSON, 1996).

Da die Plasmabasalkonzentration von Kortisol zur Diagnosestellung allein nicht
ausreicht, bedient man sich in der Medizin sogenannter Funktionstests. Die
verschiedenen Tests, um einen Hyperadrenokortizismus zu diagnostizieren, beruhen
auf dem Prinzip, die Nebennieren zu stimulieren oder sie durch das negative Feedback
in ihrer Funktion zu supprimieren. Beim ACTH-Stimulationstest werden durch Injektion
eines synthetisch hergestellten ACTH die Nebennieren stimuliert. 30 und 60 Minuten
nach der intravendsen Injektion von ACTH werden der Katze Blutproben entnommen
und die Kortisolkonzentrationen der Proben mit dem Basalwert vor Stimulation

verglichen. Im Falle eines Hyperadrenokortizismus liegen die Werte post injectionem
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deutlich Uber dem Basalwert und nicht mehr im Referenzbereich (KEMPPAINEN et al.,
1984).

Durch Injektion unterschiedlicher Mengen an Dexamethason sollen beim low-dose-
dexamethason-Test (LDDS-Test) und beim high-dose-dexamethason-Test (HDDS-
Test) die Produktion von Kortisol in den Nebennieren uUber das negative Feedback
supprimiert werden. Als Folge der Injektion liegen die vier und acht Stunden post
injectionem gemessenen Plasmakortisolwerte beim gesunden Tier unter dem Basalwert
(MEDLEAU et al., 1987).

Durch die Kombination beider Testverfahren und einer Ultraschalluntersuchung der
Nebennieren kann haufig ein hypophysarer Hyperadrenokortizismus von einem
adrenalen unterschieden werden, da autonome Nebenierenrindentumoren sich nicht

durch das negative Feedback beeinflussen lassen.

Hypoadrenokortizismus

Die Symptome des Hypoadrenokortizismus entstehen als Folge der pathologischen
Unterfunktion beider Nebennierenrinden. Erst wenn 85 - 90 % der Zellen der
Nebennierenrinde aulder Funktion sind, werden klinische Symptome des Glukokortikoid-
und Mineralokortikoidmangels erkennbar (FELDMAN und NELSON, 1996).

Die haufigste Ursache beim Menschen fur einen primaren Hypoadrenokortizismus liegt
in einer immun-mediierten Zerstorung der Nebennierenrinden. Wahrscheinlich ist dies
auch die Ursache fur den Hypoadrenokortizismus bei Hund und Katze (SCHAER et al.,
1986). Andere Ursachen einer Unterfunktion der Nebennierenrinden konnen
granulomatdse Veranderungen der Nebennieren wie Histoplasmose, Blastomykose
oder Tuberkulose sein, aber auch hamorrhagische Infarkte nach Traumen oder bei
einer Cumarinvergiftung sowie Tumormetastasen oder Amyloidose der Nebennieren
(FELDMAN und NELSON, 1996). Nicht zu vergessen ist natlrlich auch der iatrogene
Morbus Addison, verursacht zum Teil durch die Therapie mit hoch potenten
Glukokortikoiden oder durch plétzliches Absetzten von Uber langere Zeit in hoheren

Dosierungen gegebenen Glukokortikoiden. Bei der |Initialtherapie des Cushing-
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Syndroms des Hundes mit Lysodren® (o,p -DDD) kann es gelegentlich dazu kommen,
dass die Nebennieren kurzzeitig, in vereinzelten Fallen sogar dauerhaft, nicht mehr in
der Lage sind, Kortisol zu produzieren. Bei Katzen kann mit Megestrolacetat diese Form
des Morbus Addison ausgeldst werden (CHAISTAIN et al., 1982).

Der sekundare Hypoadrenokortizismus ist bedingt durch einen Mangel an CRH, was
wiederum einen ACTH-Mangel verursacht oder direkt durch die fehlende Produktion
und Sekretion von ACTH. Beide Mangelzustdande kommen selten vor und sind in der
Mehrzahl der Falle durch Tumore verursacht. Seltener sind Entzindungen oder
Traumen flr die Dysfunktion der hormonellen Steuerung verantwortlich (FELDMAN und
NELSON, 1996).

Die Unterversorgung des Korpers mit Kortikosteroiden hat die unterschiedlichsten
Auswirkungen. Es kommt zu gastrointestinalen Stérungen in Form von Anorexie,
Vomitus und Gewichtsverlust. Der Energiestoffwechsel ist beeintrachtigt aufgrund der
verminderten Glukoneogenese, die Glykogenspeicher in der Leber werden
aufgebraucht (FELDMAN und NELSON, 1996). Die Tiere werden lethargisch und
kraftlos. In Stresssituationen verschlimmert sich dieser Zustand zunehmend, die Tiere
konnen unter Umstanden wahrend einer Addison-Krise sterben. Zu diesem Mangel an
Glukokortikoiden kommt gleichzeitig der Mangel an Mineralokortikoiden, die fur die
Aufrechterhaltung des Wasser- und Elektrolythaushaltes verantwortlich sind. Fehlen
diese Mineralokortikoide, fihrt das zur vermehrten Wasser- und Natriumausscheidung
uber die Niere. Gleichzeitig wird Kalium im Korper zuruckgehalten. Dadurch entstehen
lebensbedrohliche Elektrolytverschiebungen und es kommt zu  einer

Hamokonzentration.

Diabetes mellitus

Beim Diabetes mellitus handelt es sich um eine chronische Stoffwechselerkrankung, die
durch Insulinmangel oder durch eine herabgesetzte Insulinwirkung bedingt ist. Das
primare Symptom des Diabetes mellitus ist eine dauerhafte Hyperglykamie, die mit dem
Uberschreiten der Nierenschwelle fiir Glukose einhergeht (PETERSON, 1995). Bei

langeranhaltender Hyperglykdmie kann es, aufgrund der dabei wegen der fehlenden
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antiketogenen Aktivitat des Insulins, haufig entstehenden Ketoazidose und
Elektrolytverschiebungen zu lebensbedrohlichen Zustanden kommen. Durch die
Schadigung kleiner und mittlerer Gefalde (diabetische Mikroangiopathien) kommt es zu
bleibenden und folgenschweren Erkrankungen im Bereich des Auges (Katarakt), der

Niere (Glomerulopathien) und des peripheren Nervensystems.

In der Humanmedizin werden von der WHO (1980) zwei Formen des Diabetes mellitus
unterschieden, die auch fir Hund und Katze Giltigkeit haben (KRAFT, 2000). Auch
FELDMAN und NELSON (1996) unterscheiden den klinischen Erfordernissen
entsprechend den Typ-I-Diabetes (insulin-dependent diabetes mellitus, IDDM) oder
auch juveniler Diabetes genannt, da er haufiger im jugendlichen Alter auftritt, und den
Diabetes Typ Il (non-insulin-dependent diabetes mellitus, NIDDM). Beim Typ-I-Diabetes
sind die B-Zellen des Patienten nicht in der Lage, Insulin in ausreichender Menge zu
produzieren, so dass der Patient lebenslang von exogener Insulinzufuhrung abhangig
ist (IDDM). Beim Menschen handelt es sich um einen autoimmunen Prozess, bei dem
die B-Zellen des Pankreas durch Antikorper zerstort werden. Bei der Katze ist diese
klassische Form des Typ | Diabetes bisher nicht beschrieben. Sie scheint zumindest
haufiger beim Hund als bei der Katze die Ursache des Diabetes mellitus zu sein (LUTZ
und RAND, 1995).

Der Diabetes Typ Il (NIDDM) ist vermutlich auf eine Resistenz der Insulinrezeptoren
zurtckzufuhren. Durch die von der korpereigenen Blutglukose unabhangige Down-
Regulation wird die Anzahl der Insulinrezeptoren an den Zellen reduziert und
gleichzeitig ihre Affinitat fir Insulin herabgesetzt. Diese Fahigkeit wird als ein moglicher
Mechanismus bei der Entstehung des Diabetes mellitus Typ Il diskutiert. Zusatzlich
wurde eine deutlich verzogerte oder fehlende Insulinsekretion als Reaktion auf einen
Blutzuckeranstieg nachgewiesen. Der Typ-ll-Diabetes tritt in der Regel bei adipdsen
Patienten auf. Eine genetische Disposition beim Menschen scheint zusatzlich eine Rolle
bei der Entstehung zu spielen, wahrend eine genetische Disposition bei der Katze
bisher nicht nachgewiesen werden konnte (LUTZ und RAND, 1995). Im Allgemeinen ist
es bei dieser Form des Diabetes ausreichend, das Korpergewicht zu reduzieren, eine
Diat einzuhalten und in einigen Fallen noch zusatzlich orale Antidiabetika einzusetzen
(VOIGT, 1996). Der Typ-llI-Diabetes ist wohl die bei der Katze haufiger auftretende
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Form, wobei betroffene Katzen im Gegensatz zum Menschen in der Regel von einer
exogene Insulinzufuhr abhangig sind (LUTZ und RAND, 1995).

In beiden Fallen kann die Krankheit im Laufe der Zeit schwere Begleiterkrankungen
nach sich ziehen, die Uberwiegend bedingt sind durch die von der Hyperglykamie
hervorgerufenen Mikro- und Makroangiopathien. Entstehende Folgeschaden kdnnen z.
B. Erblindung durch Katarakt oder chronische Niereninsuffizienz sein. Insbesondere
beim Typ-I-Diabetes wird versucht, durch mdoglichst exakte Einstellung des
Blutzuckerspiegels uber 24 Stunden im Referenzbereich, diese Folgeschaden

hinauszuzdgern oder zu verhindern (VOIGT, 1996).

Hyperinsulinismus

Eine andere Form der Entgleisung im Insulinstoffwechsel stellt der sogenannte
Hyperinsulinismus dar. Hier wird der Insulinspiegel wesentlich haufiger gemessen, da

es sich bei dieser Krankheit um das entscheidende Diagnostikum handelt.

Bei adipésen Patienten wird sehr haufig ein Hyperinsulinismus beobachtet und man
vermutet, dass dadurch die Resistenz der Insulinrezeptoren hervorgerufen wird. In
seltenen Fallen tritt ein Hyperinsulinismus auch bei insulinproduzierenden Tumoren
(Insulinome) auf. Durch die laufend erhohte Insulinkonzentration im Blut fallt der
Blutzuckerspiegel drastisch ab und die Patienten kommen in einen pathologisch-
hypoglykamischen Zustand, der bis zum hypoglykdmischen Schock und sogar zum
Tode flhren kann (VOIGT, 1996).

Die Beta-Zellen des Pankreas sind fur die Regulation des Blutzuckerspiegels
verantwortlich. Steigt die Blutglukose tUber 110 mg/dl, wird Insulin in das Blut freigesetzt
und der Blutzuckerspiegel sinkt. Fallt dieser unter den Wert von 60 mg/dl, wird die
Sekretion von Insulin gestoppt und der Glukosewert kann wieder in den
Referenzbereich von 80 - 110 mg/dl steigen (FELDMAN und NELSON, 1996).

Hyperinsulinismus und als dessen Folge Hypoglykamie mit ihren Auswirkungen auf den

Organismus sind in der Regel die Folge von Insulin produzierenden Beta-Zelltumoren.
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Diese sind unabhangig von der Beeinflussung durch das negative Feedback, ausgelost
durch die Hypoglykamie. Insulinome sind sehr haufig maligne und metastasieren frih in

die regionaren Lymphknoten, die Leber, das Mesenterium und das grof3e Netz.

Glukose ist ein wesentlicher Nahrstoff fur das ZNS. Bei Blutkonzentrationen, die unter
einen bestimmten Wert fallen, beginnen die durch Mangelernahrung bedingten
Funktionsstorungen des Gehirns. Die zuerst betroffene Region des ZNS ist die
Gro3hirnrinde, wahrend der Hirnstamm erst bei weiter fallenden Glukosewerten
Ausfalle zeigt. Anscheinend gibt es eine Art Anpassung an niedrige
Blutglukosekonzentrationen sowohl beim Menschen als auch beim Tier, wobei der
Mechanismus, der zu dieser Adaptation fuhrt, noch nicht geklart ist. Tiere, die an
chronischer oder rezidivierender Hypoglykamie leiden, zeigen haufig erst sehr spat
klinische Symptome oder erst dann, wenn der Glukosespiegel rapide abfallt. Insulinome
sind beim Hund selten, bei der Katze sehr selten (FELDMAN und NELSON, 1996).

3. Immunologische Nachweisverfahren

Die Immunoassay-Technik ist eine Analysenmethode, bei der mittels einer
immunologischen Reaktion der qualitative oder quantitative Nachweis einer Substanz
gefuhrt wird. Immunoassays sind heutzutage in groRRer Vielzahl und mit einem
Modifikationsspektrum fur eine so hohe Zahl vdllig unterschiedlicher Substanzen
entwickelt, kommerzialisiert und fest etabliert wie kaum eine andere Analysenmethode
(JOHN, 1999). Immuntests basieren auf dem Prinzip der Antigen-Anitkdrper-Reaktion.
Sie kdénnen nur aufgrund der Leistung des Immunsystems und dessen Fahigkeit zur
Produktion einer unendlichen Vielfalt an Antikorpern funktionieren. Die Antikorper
ihrerseits besitzen eine hohe Affinitat fir spezifische Antigene und gehen mit ihnen eine
Bindung ein. Dadurch ist es moglich, entweder das Antigen oder den Antikorper in vitro

zu bestimmen.

ANTIGEN (Ag) + ANTIKORPER (Ak) = ANTIGEN-ANTIKORPER-KOMPLEX

Die hohe Antikdrper-bedingte Substanzselektivitat, die niedrigen Nachweisgrenzen und

die vergleichsweise kurzen Analysezeiten begrinden u.a. den weitgefacherten
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diagnostischen und forschungsorientierten Einsatzbereich (JOHN, 1999). Unter dem
Oberbegriff Immunoassay sind die verschiedenen Nachweisverfahren zusammen-

gefasst:

» Radioimmunoassay;

*  Enzymimmunoassay;

» Fluoreszenzimmunoassay;

» Lumineszenzimmunoassay;

* Immunoassay unter Verwendung von Gelprazipitationstechnik;

= Immunoassay unter Verwendung von Prazipitationen in Losungen
» Turbidimetrische Immunoassay

» Nephelometrische Immunoassay;

= Immunologische Agglutinationsassay.

Es gibt zudem eine grolRe Vielfalt in der Wahl der Marker und der Trennungsverfahren
(KUNKEL, 1991). Man unterscheidet grundsatzlich zwei Typen von Immunoassay-
Methoden: Kompetitive und nicht kompetitive Immunoassays. Der kompetitive Assay
arbeitet mit einer definierten und limitierten Anzahl an Bindungsstellen eines
Proteinmolekuls (Antikorpers) und einer begrenzten Menge eines markierten Liganden
(Antigen) (GIRAUDI et al., 1999). Das Prinzip beruht auf der kompetitiven
Wechselwirkung des markierten und daher messbaren Liganden und eines
unmarkierten Liganden aus der Patientenprobe um dieselbe Bindungsstelle an einem in
limitierter und bekannter Menge vorhandenen Antikorper. Gemessen wird die
Konzentration des markierten Komplexes, sie ist umgekehrt proportional der

Konzentration der zu bestimmenden Substanz.

Bei den verschiedenen existierenden Methoden des nicht kompetitiven Assays handelt
es sich immer um Festphasenassays (FRIEMEL, 1991), wobei das Sandwich-Prinzip
das verbreitetste ist (PORSTMANN, 1991), bei dem ein Proteinmolekil (Fanger-
antikorper, Capture-Antikorper) an die Festphase gebunden ist. Durch Zugabe und
Inkubation der Patientenprobe kann die zu messende Substanz an das Proteinmolekul
binden. Nach Entfernung von ungebundenem Substrat durch Waschung wird ein
weiteres markiertes Proteinmolekul (Detektionsantikérper) zugegeben. Dieses bindet

wiederum an andere freie Epitope der gesuchten Substanz (GIRAUDI et al., 1999). Der
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entscheidende Unterschied dieser beiden Methoden liegt in der Messung der
Antikorperbesetzung. Beim kompetitiven Assay werden die freien Bindungsstellen
gemessen, d. h. die Menge der Bindungsstellen, die nicht durch den Analyten besetzt
sind. Somit ist das gemessene Ergebnis umgekehrt proportional zur vorhandenen
Analytenmenge, wahrend beim nicht kompetitiven Assay die vom Analyten besetzten
Bindungsstellen gemessen werden und das Ergebnis damit direkt proportional zur
Antigenkonzentration ist (GIRAUDI et al., 1999). Daraus ergibt sich, dass beim
kompetitiven Assay sich eine sehr geringe Analytenmenge nicht gut vom Nullstandard
unterscheiden lasst; wodurch die Messung von sehr geringen Mengen ungenau bis
unmadglich wird. Die nicht kompetitive Methode hat sich demzufolge als das weitaus
sensitivere Nachweisverfahren erwiesen (GIRAUDI et al., 1999). Darlber hinaus besitzt
die nicht kompetitive Methode eine hdhere Spezifitat, bedingt durch die doppelte
Bindung des Analyten an zwei spezifische Antikorper; ferner verkurzt sich die
Inkubationszeit aufgrund der unbegrenzten Anzahl an Reaktanten (EKINS, 1985).

Im Rahmen dieser Arbeit werden nur der Radioimmunoassay, der Enzymimmunoassay,

der Fluoreszenzimmunoassay und der Lumineszenzimmunoassay naher besprochen.

3.1. Radioimmunoassay (RIA)

Seit der Entwicklung des ersten Radioimmunoassays fur Insulin (BERSON und
YALOW, 1968) nahm die Anwendung radiometrischer Verfahren flr analytische
Untersuchungen und Bestimmungen biologisch wichtiger Substanzen wie Enzyme,
Hormone, Steroide und Vitamine in Blut, Urin, Speichel oder anderen
Korperflussigkeiten einen enormen Aufschwung. Die Vorteile der Verwendung von
radioaktiven Isotopen als Marker (Tracer) sind die geringe Grof3e und dadurch keine
oder nur eine unwesentliche Beeinflussung der Immunreaktion, die Nachweisbarkeit der
Isotope bereits in geringsten Mengen und die zu vernachlassigende Storanfalligkeit
durch biologische Substanzen in der Testflissigkeit. Aufgrund des hohen Probenanfalls
wurden fiur die Routinediagnostik automatisierte  Strahlenmessplatze  und

rechnergestutzte Auswertungssysteme entwickelt. Die bei radiometrischen Verfahren
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gesammelten Erfahrungen kommen zunehmend den anderen Tracerverfahren (Enzym-,

Fluoreszenz-, Chemilumineszenz-Immunoassay) zugute.

Den radiometrischen Verfahren ist die auf einer spezifischen Bindungsreaktion
beruhende Analytik gemeinsam, bei der mindestens ein Reaktionspartner radioaktiv
markiert und durch die Messung der Radioaktivitdt des Reaktionsprodukts der
Ruckschluss auf die Menge oder Konzentration der zu bestimmenden Substanz
moglich ist. Bei der direkten Methode reagiert die zu bestimmende Substanz A mit
einem markierten Bindungsprotein P* zum Komplex A-P*. Zu dieser Radioreagenz-
methode gehort der Immunradiometrische Assay (IRMA), bei dem ein markierter
Antikérper eingesetzt wird. Indirekte Methoden nutzen die Konkurrenz zwischen
markiertem A* (Tracer) und unmarkierter Substanz A (Probe) um die begrenzten
Bindungskapazitaten des Bindungsproteins P. Zu dieser Gruppe der kompetitiven
Radioassays zahlen kompetitiver Proteinbindungsassay (CPBA), Radioimmunoassay
(RIA) und Radiorezeptorassay (RRA) (FRIEMEL, 1991).

Die verbreitetste Methode der nuklearmedizinischen In-vitro-Verfahren stellt der
Radioimmunoassay (RIA) dar. Grundlage bildet die quantitative Erfassung der Antigen-
Antikorper-Reaktion zwischen Antigen aus der Probe und Antikorper unter Verwendung
des markierten Liganden (radioaktiv markiertes Antigen) (KUNKEL, 1991). Bei dieser
indirekten immunologischen Reaktion konkurrieren das Antigen aus der Probe mit dem
in konstanter Konzentration vorhandenen radioaktiv markierten Liganden um die
ebenfalls in konstanter Anzahl vorhandenen Bindungsstellen des Antikorpers. Je hoher
die Antigen-Konzentration in der Probe ist, umso geringer ist die zu messende
Radioaktivitat. Die Bestimmung der absoluten Antigenmenge erfolgt durch Vergleich mit

einer Standardkurve.

Als Tracer im Radioimmunoassay sind gammastrahlenemittierende Isotope besonders
geeignet. Die Messung der Radioaktivitat ist relativ einfach und es ist keine spezielle
Probenvorbereitung notwendig. Allerdings sind diese Verbindungen nur kurzzeitig
lagerfahig (2 - 4 Wochen). Betastrahlenemittierende Isotope sind wesentlich stabiler
und bendtigen zur Messung ein Flussigkeitsszintillationssystem. Dies erfordert eine
zeitaufwandige Probenvorbereitung und zusatzlich ist eine langere Messzeit wegen der

geringeren spezifischen Aktivitat (Radioaktivitat pro Gewichtseinheit) notwendig.



Literatur 25

Radioaktives Jod ist fur die Herstellung von Proteintracer besonders geeignet
(KUNKEL, 1991). Dabei sind *°J und ™'J die am besten zuganglichen Isotope. In fast
allen jodmarkierten Verbindungen ist das Jod ein Fremdatom, aul’er bei den
Schilddrisenhormonen T3 und T4 und deren jodhaltigen Vorstufen. Daraus folgt, dass
jodmarkierte Substanzen andere chemische und physikalische Eigenschaften haben als

unmarkierte, was jedoch keinen Einfluss auf den Radioimmunoassay hat.

Je mehr radioaktives Jod wahrend der Markierungsreaktion in eine Substanz eingebaut
wird, desto hoher ist die spezifische Aktivitat, wodurch beim RIA die Messdauer verklrzt
werden kann. Allerdings sind solche hochmarkierten Verbindungen weniger stabil und
konnen zur Zerstérung der molekularen Struktur und damit zum Verlust des
Bindungsvermogens am spezifischen Antikorper fihren (FRIEMEI, 1991). Aufgrund der
sich aus dem Aktivitatsverlust und der Radiolyse und somit der nur geringen Haltbarkeit
ergebenden Nachteile - zusatzlich zu den Gefahren im Umgang mit radioaktivem
Material und der Problematik der Entsorgung - wurde intensiv nach anderen

Markierungssystemen gesucht.

Als Ersatz fur die relativ gefahrlichen radioaktiven Marker hat man u. a. die nachfolgend

beschriebenen Marker etabliert.

3.2. Enzymimmunoassay (EIA)

Der Enzymimmunoassay hat zunehmend eine wichtige Rolle in medizinischen Labors
eingenommen. Durch das Erreichen der annahernd gleichen Sensitivitat wie der
Radioimmunoassay hat er in vielen Labors den Radioimmunoassay ersetzt. Ferner
entstehen nicht die gleichen Probleme wie die Entsorgung des radioaktiven Abfalls, die
nur sehr kurze Lagerungsfahigkeit, die Notwendigkeit von speziell geschultem Personal
oder die potentielle Gefahr fur die Gesundheit (CARPENTER, 1997). Gleichzeitig wurde

eine hohe Spezifitat, eine hohe Aktivitat und eine leichte Nachweisbarkeit erreicht.

Der Enzymimmunoassay unterscheidet sich vom Radioimmunoassay durch den Einsatz

von enzymmarkierten Markern im Gegensatz zu den radioaktiven Isotopen (Tracer).
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Trotz einer relativ grolen Auswahl an Markerenzymen haben sich nur einige wenige
durchsetzen kdnnen. Die Enzyme setzen uber ein Intermediarprodukt ein Substrat zu
einem Produkt um. In den meisten Fallen handelt es sich dabei um ein chromogenes

Produkt (FRIEMEL, 1991). Die Enzyme mussen verschiedene Kriterien erfullen:

= Hohe Enzymaktivitat (hohe Wechselzahlen)

» Verfugbarkeit in hoher spezifischer Aktivitat

» Empfindlicher Nachweis des Reaktionsproduktes

= Kein Vorhandensein im Probenmaterial

= Keine Interferenzen mit dem Probenmaterial

= Ldslichkeit des Enzyms

» Vorhandensein von reaktiven Gruppen zur Koppelung an andere Molekile

» Keine Beeinflussung der Enzymaktivitat durch Koppelung an andere Molekule
= Stabilitat als freies Enzym und als Konjugat

» Gesundheitliche Unbedenklichkeit der notwendigen Substrate.

Auch beim Enzymimmunoassay gibt es die zwei Grundtypen, den kompetitiven und
nicht kompetitiven Assay. Weiterhin lasst sich der Test nach der Ablauffolge von
immunologischer Komplexbildung und enzymatischer Reaktion in homogene und

heterogene Enzymimmunoassays untergliedern:

Homogene Enzymimmunoassays sind dadurch gekennzeichnet, dass die Menge an
gebildetem Produkt bei der enzymatischen Reaktion vom Ausmald der
Immunkomplexbildung abhangt. Dies bedeutet, dass die enzymatische Reaktion ein
Teil der immunologischen Reaktion ist (CARPENTER, 1997). Durch die Bindung des
enzymmarkierten Liganden an den Antikorper verandert sich die Aktivitat des Enzyms.
Damit konnen beide Reaktionen in homogener Losung ablaufen. Die Trennung
ungebundener Substanzen durch Waschung (Bound-Free-Trennung, BF-Trennung),
wie es bei dem heterogenen Enzymimmunoassay notwendig ist, wird Uberflissig
(FRIEMEL, 1991). Die Technik des homogenen Assays hat sich in der Bestimmung von
Medikamenten, Haptenen und zum Teil auch von Antigenen bewahrt. Allerdings haben
sie keine groRe Anwendung in immunologischen Labors gefunden, da sie haufig

spezielle Probleme bei der Messung von Proteinen aufweisen (CARPENTER, 1997).
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Im Gegensatz dazu sind heterogene Enzymimmunoassays in der Immunologie weit
verbreitet. Bei dieser Art des Assays ist die enzymatische Aktivitat des markierten
Reaktanden nicht direkt mit der immunologischen Reaktion gekoppelt. Die freien und
gebunden Reaktanden muissen mit Hilfe der BF-Trennung voneinander getrennt
werden. Trotz dieses zusatzlichen Trennungsschrittes hat die heterogene einige
Vorteile gegenuber der homogenen Technik. GrofRe und kleine Molekule sind messbar,
stérende Substanzen werden vor der Quantifizierung aus dem Probenmaterial entfernt,
wodurch eine hdhere Sensitivitat erreicht wird. Diese Form des Assays findet seine
Anwendung hauptsachlich in dem Nachweis von Antikorpern und wird daher auch als
Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) bezeichnet (PORSTMANN und
PORSTMANN, 1991).

3.3. Lumineszenzimmunoassay

Als Lumineszenz wird die Lichtemission bezeichnet, die als Ergebnis der
Energiefreisetzung einer angeregten Substanz entsteht. Die durch Anregung auf ein
hdheres Energieniveau gebrachten Elektronen des lumineszenten Moleklls strahlen bei
der Ruckkehr in ihre energetische Ausgangsposition die Energie als Licht ab. Es gibt

verschiedene Arten der naturlichen Lumineszenz (DUDLEY, 1990):

» Photolumineszenz oder Fluoreszenz: Durch Photonen ausgeldste Reaktion.

» Biolumineszenz: Enzym vermittelte chemische Reaktion im lebenden
Organismus (z. B. Gluhwirmchen).

= Chemolumineszenz: Ergebnis spezifisch chemischer Reaktion (BECKMAN
COULTER, 1999).

3.4. Fluoreszenzimmunoassay (FIA)

Fluoreszenz entsteht, wenn ein fluoreszierendes Molekul von kurzer Wellenlange Licht
absorbiert. Dadurch werden Elektronen fur eine sehr kurze Zeit (Nanosekunden) auf ein

héheres Energieniveau gehoben. Bei der Rickkehr in den Grundzustand emittieren sie
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fluoreszierendes Licht von einer langeren als der ursprunglichen Wellenlange. Die
Differenz zwischen der ursprunglichen und der emittierten Wellenlange wird Stoke’s
Shift (Wellenlangen Differenz) genannt und liegt im Bereich von 30 bis 50 nm
(NAKAMURA und BYLUND, 1997).

Fluoreszenzmarkierte Antikorper werden flr Labortests bereits seit 1941 verwendet
(COONS et al., 1941). Fluoreszenzimmunoassays finden Anwendung im Nachweis von
Komponenten, die vom Immunsystem produziert werden, wobei ein fluoreszein-
markierter Antikorper auf ein Gewebe oder in eine Flussigkeit gegeben wird, um dort
vorhandene Antigene zu binden. Das bei dieser immunologischen Reaktion
entstehende und emittierte Licht wird gemessen (COONS et al., 1941).

Heute haben auch Fluoreszenzimmunoassays weite Verbreitung in den klinischen
Labors gefunden. Sie dienen zum Nachweis und zur Quantifizierung von
Medikamenten, Hormonen, Proteinen und Peptiden in biologischen Flissigkeiten und
Geweben. Die Sensitivitat der heutigen Fluoreszenzimmunoassays ist vergleichbar mit
der von Radioimmunoassays (NAKAMURA und BYLUND, 1997).

Als fluoreszierende Marker dienen hauptsachlich:

» Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC): Hat einen kurzen Stoke’s shift, d. h. die
emittierte Wellenlange ist sehr nahe der Ausgangswellenlange.

» Rhodamin-Fluorochrom: Emittiert Licht von einer langeren Wellenlange als
Fluoreszein. Wird oft in Kombination mit Fluoreszein angewendet.

» Phycobiliproteine: Lichtsammelnde Proteine in Algen, die fir die Photosynthese
notwendig sind. |hr emittiertes Licht hat einen sehr hohen
Extinktionskoeffizienten, weshalb sie die Fluoreszenzmarker der Wahl bei einer

grolen Zahl von Immunoassays sind.

Allerdings  ergeben  sich  einige Komplikationen im Gebrauch  der
Fluoreszenzimmunoassays: Bei einigen Flussigkeiten, die hohe Konzentrationen an
Proteinen oder kolloidalen Partikeln aufweisen, kann es zu einer Zerstreuung des
emittierten Lichts kommen. Organische Bestandteile und Unreinheiten in der Probe

fuhren zu einer zusatzlichen, unerwiinschten Fluoreszenz. Sie verursacht falsch hohe
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Ergebnisse und macht dadurch eine Trennung der gebundenen von den ungebundenen
Bestandteilen vor der Messung notwendig (DUDLEY, 1990). SchlieRlich entsteht eine
Dampfung der spezifischen Fluoreszenz aufgrund unspezifischer Bindungen, eine pH-
Wert Anderungen oder eine Einwirkung von chemischen Bestandteilen. Diesen
Storfaktoren kdonnte mit Hilfe einer vorangehenden Bearbeitung oder Reinigung der zu
untersuchenden Probe oder eines heterogenen Trennungsschrittes entgegengewirkt
werden (NAKAMURA und BYLUND, 1997).

3.5. Chemilumineszenzimmunoassay

Chemilumineszenz bedeutet, dass bei einer chemischen Reaktion Licht entsteht, das
emittiert und somit gemessen werden kann (DUDLEY, 1990). Der Unterschied zur
Fluoreszenz besteht in der Energiequelle, die die Molekule energetisch anregt. Im Falle
der Chemilumineszenz werden die Molekule durch eine chemische Reaktion auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Beim Verlassen dieser Stufe wird die vorher
aufgenommene Energie in Form von Licht freigesetzt (KRICKA, 1991; 1997). Dieses
emittierte Licht hat im Gegensatz zur ausgesandten Lichtenergie bei der Fluoreszenz
eine wesentlich langere ,Haltbarkeit®, wodurch es auch bei sensiblen Methoden, die mit
Membranen oder durch Belichtung von Fotofilmen oder Rontgenfilmen arbeiten,
angewendet werden kann (KRICKA, 1991).

Die Sensitivitat von Chemilumineszenzassays ist, unabhangig von der GroRe der
Molekule, um ein Vielfaches hoher als bei den bisher verwendeten Assaymethoden
(DUDLEY, 1990). Haufig messen sie noch in extrem niedrigen Konzentrationen und
haben gleichzeitig eine sehr breite Messspanne (KNIGHT, 1999). Die meisten Assays
bendtigen keine Trenn- oder Waschschritte, wodurch die Testdauer deutlich weniger
Zeit in Anspruch nimmt als bei anderen Verfahren. Oft besitzen sie eine hohe Spezifitat,
sind einfach in der Handhabung, das bendtigte Material ist nicht sehr teuer (KNIGHT,
1999) und - wie erwahnt - ist die Haltbarkeit des emittierten Lichts langer (z. T. halt die
Leuchtkraft Gber Tage). Dadurch kommt es zu einer Vereinfachung der Handhabung
der Tests. AuRerdem ist bisher nicht bekannt, dass von den Reagenzien eine Gefahr fur

die Gesundheit ausgeht. Somit ist der Umgang mit diesen Testreagenzien vereinfacht
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und erfordert keine besondere Qualifikation (KRICKA, 1991; 1997). Bei der Validierung
fur die Humanmedizin konnte eine ebenso gute oder zum Teil sogar bessere
Wiederfindungsrate wie mit den bisher verwendeten radioaktiven Messverfahren
festgestellt werden (DUDLEY, 1990; BABSON et al., 1991).

Auch bei dieser Technik gibt es zwei verschiedene Verfahren, den heterogenen und
homogenen Chemilumineszenzassay, wobei wiederum auch hier beim homogenen
Assay die Bindung des Antikorpers an das lumineszenz markierte Antigen dieses so
verandert, dass Licht emittiert wird, ohne dass ein Zwischenschritt zur Trennung von

gebundenen und ungebundenen Liganden notwendig wird.

Es gibt unterschiedliche Stoffe, die in der Lage sind, eine Lumineszenz-Reaktion
durchzufuhren, z. B. Luminol, Lucigenin, Peroxyoxalates, Acridinester, tris(2,2'-
bipyridyl)Ruthenium (I1) (Ru(bpy)**s) und andere Metalle. Luminol und seine Derivate
sind klassische Substrate bei der Chemilumineszenzreaktion und haben auch in
Immunoassays Anwendung gefunden. Fir ihre Reaktion bendtigen sie Katalysatoren,
wodurch der Testablauf komplizierter und aul3erdem die Grundlage fur Storfaktoren
geschaffen wird. Zusatzlich sind diese Reaktionen pH-Wert abhangig, was eine
besonders sorgfaltige Handhabung voraussetzt. Der grofdte limitierende Faktor bei der
Verwendung von Luminol als Marker fur Immunoassays ist die Beeinflussung der
Lichtemission durch Bindung an Proteine oder Polypeptide (DUDLEY, 1990).

Weitere brauchbare Marker fir Immunoassays stellen Acridinester dar. Sie bendtigen
keinen Katalysator, um zu reagieren, die Lichtreaktion ist schnell und es gibt wenige
Storfaktoren. Die markierten Reagenzien sind sehr stabil und somit langer
lagerungsfahig (DUDLEY, 1990).

Unter den Chemilumineszenzsystemen ist die elektronisch provozierte (induzierte)
Ruthenium (Ru(bpy)®**3)-Chemilumineszenz einzigartig. Sie hat zusétzlich zu den
Vorteilen der Chemilumineszenzassays hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitdt als
analytische Technik weitere Vorzige. Bei der Elektrochemilumineszenz ist die
Chemilumineszenz das direkte oder indirekte Ergebnis einer elektrochemischen
Reaktion (LEE, 1997).
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Gerat, das auf Basis der enzyminduzierten
Chemilumineszenz arbeitet, validiert. Die Chemilumineszenz-Reaktion wird ausgelost
durch Zugabe des Chemilumineszenzsubstrates Lumino-Phos 530, basierend auf
Dioxetan, das durch alkalische Phosphatase dephosphoryliert wird; dies hat die
Emission von Licht zur Folge (BECKMAN COULTER, 1999).

Das zweite der Validierung unterzogene Gerat arbeitet mit der Elektro-Chemi-
Lumineszenz-Technologie  (ECL-Technologie). Um die Lumineszenz-Reaktion
auszulosen, wird eine positive Spannung an einer Platinelektrode angelegt (NICHOLAS
et al., 1996), durch die entstehende Spannung werden sowohl der Ruthenium-Komplex
als auch Tripropylamin (TPA, ProCell) oxidiert. TPA wirkt in diesem Zustand als starkes
Reduktionsmittel und gibt ein weiteres Elektron an den Ruthenium-Komplex ab.
Dadurch gelangt Ruthenium in einen angeregten Zustand, aus dem es durch Abgabe
von Lichtenergie wieder in den Grundzustand zurlckkehrt. Dieser Vorgang ist fur den
Ruthenium-Komplex unendlich wiederholbar. Das einzige, was in dieser Reaktion
verbraucht wird, ist Tripropylamin (ROCHE DIAGNOSTICS, 1999).

Durch ihr extrem niedriges Molekulargewicht (ca. 1000 Dalton) sind die Elektro-
chemilumineszenz-Marker wie auch das Ruthenium vielfaltig einsetzbar, da sie die
Antigen-Antikorper-Reaktion nicht beeinflussen und auch keinen Effekt auf die
Loslichkeit oder auf sonstige Eigenschaften der Molektlile haben (BLACKBURN et al.,
1991, HOYLE et al. 1996).

4. Parallelen in Diagnostik und Therapie in der Humanmedizin

Viele der Erkenntnisse im Zusammenhang mit den hier besprochenen Hormonen und
den jeweils aus ihrer Uber- bzw. Unterproduktion entstehenden Krankheiten stammen
aus der Humanmedizin oder wurden zuerst beim Menschen festgestellt. Wahrend der
Erforschung der Ursachen und Folgen von Krankheiten bei Tieren stie® man auf die
groRe Ahnlichkeit bei Mensch und Tier sowohl hinsichtlich deren Funktion als auch
hinsichtlich der Steuerung der Produktion und Sekretion der beschriebenen Hormone.
Daraus ergibt sich auch die Vergleichbarkeit im Hinblick auf die beschriebenen

Krankheitsbilder in der Human- und Veterindrmedizin, wenn auch z.T. nicht immer die
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gleichen Ursachen fur die Entstehung der einzelnen Krankheiten verantwortlich
gemacht werden konnen: Beispielsweise konnte der Morbus Basedow des Menschen
bisher nicht bei der Katze als Ursache fur eine Hyperthyreose nachgewiesen werden
(FELDMAN und NELSON, 1996).

Die aus der Dysfunktion der jeweiligen Hormondruse oder ihrer Regulations-
mechanismen sich ergebenden Krankheiten werden in der Humanmedizin ebenso wie
in der Veterinarmedizin Uber die Bestimmung der dazugehorigen Hormone auch in
Verbindung mit entsprechenden Funktionstests diagnostiziert (TOMSA et al., 2001). In
der Humanmedizin bedient man sich unterschiedlicher Testverfahren zur Bestimmung
der Hormonkonzentrationen im Blut, wie bereits oben beschrieben (VOIGT, 1996). Die
Forschung ist dementsprechend, auch um den steigenden Anforderungen entsprechen
zu konnen, fortwahrend damit beschaftigt, modernere Gerate und Testverfahren zu
entwickeln. Diese sollen praziser, schneller, in der Handhabung einfacher und mit
weniger Personalaufwand einsetzbar sein. Auch gesundheitlich unbedenkliche
Testverfahren zu entwickeln liegt im Interesse der Hersteller und der Anwender (JOHN,
1999). Gleichzeitig liegt das Interesse der Laboratorien auch darin, die Anzahl der
Gerate, die fur die Diagnostik notwendig sind, zu verringern. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, Messinstrumente zu entwickeln, die mit einem Messverfahren maoglichst
viele Substanzen gleichzeitig bestimmen kénnen (VAN LENTE, 1997). Die Gerate
finden ihren Einsatz hauptsachlich in der Friherkennung und Behandlung von
Krankheiten, zur Sicherung der Diagnosestellung und zur besseren Einschatzung der
Prognose (JOHN, 1999).

Entsprechend dem deutlich geringeren wirtschaftlichen Einflul3 der Veterinarmedizin auf
die Medizintechnik, werden die Gerate zur Messung der einzelnen Hormone primar fur
den Einsatz in der Humanmedizin konzipiert. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit,
Gerate vor dem Einsatz in der Veterinarmedizin auf ihre Brauchbarkeit bezlglich der

Messung von Tierproben zu Uberprifen (REIMERS et al., 1981).
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5. Vergleiche mit anderen Studien und anderen Messverfahren

Im Vergleich zur Tiermedizin existieren in der Literatur der Humanmedizin deutlich mehr
Veroffentlichungen im Hinblick auf die Anwendbarkeit und Vergleichbarkeit von
Chemilumineszenzenzym-Immunoassays und  Elektrochemilumineszenz-Immuno-
assays. In der tiermedizinischen Literatur finden sich hauptsachlich Studien Uber die
Validierung von ELISA- und RIA-Methoden, die sich jedoch zu einem groRen Teil auf
die Anwendung beim Hund beziehen; eine sehr geringe Anzahl der Studien beschaftigt

sich mit dem Einsatz dieser Methoden bei der Katze.

Bei der Validierung von immunologischen Assays treten in der Regel bei nieder-
molekularen Antigenen (z.B. Trijodthyronin, Thyroxin oder Kortisol) weniger
Schwierigkeiten hinsichtlich der Spezifitat als bei groRen Proteinmolekulen (z.B. TSH
oder Gonadotropine) auf. Im Gegensatz zu den niedermolekularen Hormonen weisen
diese Hormone speziesspezifische Unterschiede in ihrem Aufbau und ihrer Struktur auf
(REIMERS et al., 1981).

Schilddrisenhormone T3, fT3, T4 und fT4

Thyreoglobulin, ein  Glykoprotein, ist der Grundbaustein fir die beiden
Schilddrisenhormone Trijodthyronin und Tetrajodthyronin (Thyroxin). Thyreoglobulin
wird jodiert, wodurch Monojod- und Dijodtyrosylreste entstehen. Diese wiederum
kondensieren miteinander zu Trijodthyronin oder Tetrajodthyronin. Der Mechanismus
dieser Reaktion ist noch nicht naher bekannt (VOIGT, 1996). Bei Bedarf werden dann in
den Epithelzellen T3 und T4 enzymatisch aus dem Thyreoglobulin freigesetzt
(BAMBERG, 1987). Die entstandenen Hormone sind sowohl bei den einzelnen

Tierarten als auch beim Menschen strukturell gleich aufgebaut.

In der Arbeit von ANDERSON und BROWN (1979) wurde ein humanmedizinischer RIA
zur Bestimmung von T3 und T4 der Katze getestet. Es konnte eine gute
Ubereinstimmung der Ergebnisse und somit eine Ubertragbarkeit der RIA-Methode mit
den entsprechenden hoch spezifischen Antikérpern von Humanproben auf

Katzenproben festgestellt werden.
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REIMERS et al. (1981) fanden ebenfalls in ihrer Validierung eines Radioimmunoassays
fur T3, T4 und Kortisol von Hunden, Katzen und Pferden eine hervorragende
Ubereinstimmung der Ergebnisse. Sie kamen zu dem SchluB, dass der
humanmedizinische Assay auch in der Veterinarmedizin Anwendung finden kann, da er

mit sehr hoher Spezifitat die einzelnen Parameter auch in Tiersera mift.

DONNE und WILDGOOSE (1984) untersuchten die Anwendbarkeit von Immunoassays
zur Bestimmung von T3 und T4 in Hunde- und Katzenseren, deren Antikorper kovalent
an magnetische Partikel gebunden sind. Der Test zur Thyroxinbestimmung wurde
geringgradig modifiziert, da der T4-Wert des Menschen deutlich héher liegt als der von
Hund und Katze. Mit Hilfe der Erweiterung der Eichkurve wurde eine hdhere
Genauigkeit und eine verbesserte Prazision erreicht. Die Tests erwiesen sich in dieser
Studie als ebenso sicher in der Veterinarmedizin einsetzbar wie bereits etablierte Test
mit anderen Festphasen. Auch konnten keine Affinitdtsunterschiede der T3- und T4-
Antikérper (vom Schaf) hinsichtlich der von verschiedenen Spezies stammenden
Antigene (T3 und T4) festgestellt werden (DONNE und WILDGOOSE, 1984).

Verschiedene Autoren haben bereits Studien hinsichtlich der Verwendbarkeit von
Chemilumineszenz-Verfahren zur Bestimmung der einzelnen Schilddrusenhormone bei
Hund und Katze durchgefuhrt.

1988 evaluierten BOUNAUD et al. einen Chemilumineszenzimmunoassay fur fT4 und
verglichen ihn mit einem Radioimmunoassay. Die Variationskoeffizienten fur die
Prazisionsprufung lagen unter 10 % und auch die Korrelation der Ergebnisse der beiden

Verfahren wurde als gut bewertet.

PUILLE et al. (2000) konnten in ihrer Arbeit mit dem Chemiliumineszenz-Verfahren die
Kompatibilitat dieser Methode aus der Humanmedizin flir die Messung der
Schilddrisenhormone bei der Katze nachweisen. Sie fanden eine sehr gute
Reproduzierbarkeit fur die nicht proteingebundenen Hormone fT3 und fT4 und eine
noch gute Reproduzierbarkeit fur die gebundenen Hormone T3 und T4. Da mit
humanenmedizinischen Assays gemessen wurde, verglichen sie die Korrelation der
einzelnen Parameter untereinander und erhielten Korrelationskoeffizienten von 0,85 bis
0,97.
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In der Studie von SINGH et al. (1997) wurde ein nichtradioaktiver Chemi-
lumineszenzimmunoassay (CLIA) und ein nicht radioaktiver Chemilumineszenz-
enzymimmunoassay (CLEIA) fir T4 bei Hunden, Katzen, Pferden und Menschen mit
Hilfe eines bereits flr die Veterinarmedizin validierten Radioimmunoassay evaluiert. In
dieser Studie konnten fur das Humanserum eine sehr gute Wiederfindung, Linearitat
und Prazision nachgewiesen werden und die Ergebnisse der drei Methoden wurden als
vergleichbar angesehen. In den Serumproben der einzelnen Tierarten lagen die Werte,
die mit Hilfe des Chemilumineszenzimmunoassays bestimmt worden waren, im
Vergleich zum RIA deutlich niedriger bei guter Linearitat zu den Vergleichsmethoden.
SINGH et al. (1997) vermuten, dass diese geringere Wiederfindungsrate im
Zusammenhang mit den verwendeten T4-Antikorpern steht. Die Affinitat des
verwendeten Antikorpers ist gegenluber dem menschlichen T4 hoher als gegenuber
dem tierischem T4. Bedingt auch dadurch, dass ein auf Humanblut basierender
Kalibrator verwendet wurde, liegen die gemessenen Werte dementsprechend im
niedrigeren Bereich. SINGH et al. (1997) schlieRen aus ihrer Studie, dass die bei RIA
und CEIA verwendeten Antikorper eine vergleichbar gute Bindung flr humanes Hormon

wie fur Hormone tierischen Ursprungs aufweisen.

PARADIS und PAGE (1996) verglichen die Chemilumineszenz-Technik zur
Bestimmung von fT4 bei der Katze mit dem ,Golden Standard®, der
Gleichgewichtsdialyse. In dieser Studie konnte eine gute Ubereinstimmung der beiden
Verfahren nachgewiesen werden, allerdings lag der gemessene fT4-Wert bei dem
Chemilumineszenz-Verfahren - aus den Autoren unbekannten Grunden - immer unter
dem durch Dialyse bestimmten Wert. Fir den Hund und den Menschen wurde eine
hervorragende Ubereinstimmung der beiden Verfahren zur fT4-Messung nachgewiesen
(PARADIS und PAGE, 1996).

In der humanmedizinischen Studie von PATTERSON et al. (1994) zur Validierung von
Geraten, die mit der Chemilumineszenz-Technik arbeiten, wurde ebenfalls festgestellt,
dass die gemessenen Werte bestimmter Hormone unter den Werten der
Vergleichsmethode (ELISA oder RIA) lagen. Die Ursache fur diese Unterschatzung der

Konzentrationen geht aus der Studie nicht hervor.
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SANCHEZ-CARBAYO et al. (1999) evaluierten in ihrer Studie den Elektro-
chemilumineszenz-Immunoassay Elecsys® 2010 auf seine analytische und klinische
Anwendbarkeit zur Messung von TSH und der Schilddrisenhormone T3 und fT4 beim
Menschen. Die Methode wurde verglichen mit T3- und fT4-Werten, die mit Hilfe eines
RIA gemessen, sowie mit TSH-Konzentrationen, die mit Hilfe eines IRMA bestimmt
wurden. Die schlechte Korrelation zwischen den Ergebnissen fir fT4 des RIA und des
Elecsys® 2010 schreiben die Autoren eher den Mangeln der RIA-Methode zu. Um diese
Annahme =zu bestatigen, ware es notwendig, die Validierung mit Hilfe der
Gleichgewichtsdialyse, dem ,Golden Standard“, fur die Messung von fT4
durchzufihren. Dies war den Autoren im Rahmen ihrer Studie nicht mdglich. Die
Ergebnisse der T3-Messung korrelierten hervorragend mit den Ergebnissen des RIA.
AbschlieBend kamen SANCHEZ-CARBAYO et al. (1999) zu dem SchluB, dass das
Elecsys®-System hervorragend zur Messung der Schilddriisenhormone inklusive TSH
des Menschen geeignet ist und als Ersatz fur die arbeitsaufwandigere und

gesundheitlich bedenklichere RIA-Methode angewendet werden kann.

Kortisol

Bei Kortisol handelt es sich um ein Steroidhormon, das bei Mensch und Tier Uber
verschiedene Zwischenstufen aus Cholesterin synthetisiert wird. Cholesterin ist
Vorstufe fur alle Kortikoide: Mineralokortikoide, Glukokortikoide und Androgene
(BAMBERGER, 1987; VOIGT, 1996;). Dementsprechend unterscheidet sich die

Struktur des Kortisols von Hund und Katze nicht von der des menschlichen Kortisol.

Aufgrund der Entstehung von Kortisol aus Cholesterin - entsprechend vielen anderen
Steroiden - sind sich diese in ihrer Struktur sehr ahnlich, was bei der Messung der
Kortisolkonzentration, z. B. mit fluorometrischen Methoden, haufig zu Ungenauigkeiten
fuhren kann. Unterschiedliche Steroide werden mitgemessen, was wiederum zu einer
falschlich zu hohen Kortisolkonzentration fuhrt. Zusatzlich zeigen fluorometrische
Methoden eine schlechte Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Messtechniken, die mit
kompetetiver Proteinbindung arbeiten, wie RIA, ELISA und Chemilumineszenz, weisen
eine wesentlich héhere Affinitat fir Kortisol auf, woraus sich ein spezifischer Test mit
einer guten Genauigkeit und Prazision ergibt (JOHNSTON und MATHER, 1978).
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In der bereits oben erwahnten Studie von REIMERS et al. (1981) wurde neben den
Schilddrisenhormonen T3 und T4 auch die Anwendbarkeit von drei mit Anti-Kortisol-
Antikdrpern von Ratten arbeitenden RIA getestet. Die Variationskoeffizienten fur die
Prazisionsprufung betrugen fir die Intraassay-Prazision im Mittel 4,7 %, fur die

Interassay-Prazision im Mittel 13,0 %.

SINGH et al. (1997) haben die Chemilumineszenz-Technologie hinsichtlich ihrer
Verwendbarkeit bei der Messung von Kortisol im Serum von Hunden, Katzen und
Pferden im Vergleich zum Humanserum getestet. Fur Kortisol zeigte sich sowohl beim
Chemilumineszenzimmunoassay als auch  beim  Chemilumineszenzenzym-
immunoassay eine sehr gute Ubereinstimmung hinsichtlich Wiederfindung, Linearitat
und Prazision der gemessenen Kortisolwerte aller Tierseren mit den Vergleichswerten
aus der Messung mit einem Radioimmunoassay. Die verwendeten Antikorper zeigten
eine vergleichbare Hormonbindung sowohl bei den Humanproben als auch bei den

Tierproben.

Insulin

Hinsichtlich der Validierung von humanmedizinischen Immunoassays fur die
Tiermedizin zur Bestimmung von Insulin steht nur sehr wenig Literatur zur Verfigung.
Haufiger finden sich Studien zur Validierung im Hundeserum, Studien mit Proben von

Katzen werden in der Literatur nur vereinzelt erwahnt.

Moglicherweise liegt dieses Phanomen in der Tatsache begrindet, dass sich die
Insulinmoleklle der einzelnen Tierarten und das Insulin des Menschen strukturell
unterscheiden. Das Insulin der Katze unterscheidet sich vom Insulin des Hundes in vier
Aminosauren, wahrend das Hundeinsulin lediglich in einer Aminosaure von der Struktur
des menschlichen Insulin abweicht (PETERSON, 1995). Insulin ist ein Polypeptid und
besteht aus zwei Ketten (A- und B-Kette), die wiederum aus insgesamt 51 Aminosauren
zusammengesetzt und uber Disulfidbricken miteinander verbunden sind
(KLOSTERMEYER, 1966). Brechen die Brucken auf, verliert Insulin seine biologische
Aktivitat. In der A-Kette finden sich speziesspezifische Unterschiede in den Positionen 8

und 10, in der B-Kette in Position 30. Dies kann eine Kreuzreaktivitat der Antikdrper
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gegenuber fremdem Insulin bedingen oder speziesspezifische Antikorper werden in den

Immunoassays bendtigt, um verwertbare Messergebnisse zu erhalten.

In der Studie von NELSON et al. (1990) wurde ein zur Messung von Humaninsulin
hergestellter RIA zur Anwendung bei der Katze validiert. Die Messungen ergaben eine
Sensitivitat von 5 pU/ml, die Intraassay-Prazision lag mit einem Variationskoeffizienten
von 3,7 % - 4,5 % unter 10,0 %. Der Interassay-Variationskoeffizient schneidet mit
54 % - 17,0 % deutlich schlechter ab, ist aber noch im akzeptablen Bereich. Die
Wiederfindungsrate liegt bei 94,0 % — 109,0 %. Nelson et al. (1990) verwendeten zur
Aufstockung des Serum felines und nicht humanes Insulin, welches sie aus felinem
Pankreas extrahierten. Dies war fur die vorliegende Studie nicht mdglich und zur Zeit ist
kein felines Insulin erhaltlich, daher wurde das bei den Tests mitgelieferte humane
Insulin verwendet. Beim Glukosetoleranztest konnte bei den gesunden Katzen ein
Anstieg der Insulinkonzentration von 9 yU/ml und 13 pU/ml auf > 25 pU/ml bzw.

>30 pU/ml gemessen werden.

Bei Vergleichen von verschiedenen Radioimmunoassays zur Messung von Insulin
wurden bei der Messung von menschlichem Serum oder Plasma unterschiedliche
Insulinkonzentrationen in der gleichen Probe festgestellt, je nachdem mit welchem
Messprinzip und welcher Trennungsmethode der jeweilige RIA arbeitet (STOCKHAM et
al., 1983). Die Autoren stellten in ihrer Studie auch unterschiedliche
Insulinkonzentrationen bei der Messung von caninen Blutproben fest. Diese Differenzen
fuhren sie auf verschiedene Grinde zuruck: Unterschiedliche Insulinantikdrper (Rind,
Schwein), Effektivitdt des Waschschrittes und auch Unterschiede hinsichtlich der
Kalibration von Standardseren. Aus dieser Studie ergibt sich die Notwendigkeit, jeden
Test einzeln zu validieren und vor allem fur jeden Insulin-RIA die eigenen
Referenzbereiche festzulegen (STOCKHAM et al., 1983).

WOOD und FRICKE (1982) verglichen in ihrer Studie zur Validierung eines Solide-
Phase-Antigen-Lumineszenzimmunoassays (SPALT) die Ergebnisse der Insulin-
bestimmung im menschlichen Serum mit Werten, die mit der herkdmmlichen
Radioimmunoassay-Methode gemessen wurden. Das Messprinzip beruhte ebenfalls
auf einer Antigen-Antikérper-Reaktion und ist sowohl in Spezifitat als auch in der

Reproduzierbarkeit gut vergleichbar mit der RIA-Methode. Die Nachweisgrenze lag mit
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0,25 pU niedriger als beim RIA und die Variationskoeffizienten lagen deutlich unter
10,0 % (WOOD und FRICKE, 1982).

Kreuzreaktivitat mit chemisch ahnlichen Verbindungen

Kreuzreaktivitaten in Bezug auf chemisch ahnliche Verbindungen der jeweligen Assays
(z. B.: TT4 - L-Thyroxin, TT3 - D-Trijodthyronin, Kortisol - Kortikosteron, Insulin von Rind
und Schwein, usw.) sind in Studien der beiden Geratehersteller bereits ausgeschlossen
worden. Nahere Informationen dazu sind den jeweiligen Testbeschreibungen zu
entnehmen und wurden im Rahmen dieser Studie nicht nochmals untersucht (ROCHE
DIAGNOSTICS, 1999; BECKMAN COULTER, 1999).
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Eigene Untersuchungen

6. Material und Methodik

6.1. Material

Zur Validierung der beiden Gerate, die der |. Medizinischen Tierklinik der LMU
Minchen zu diesem Zwecke in der Zeit Marz bis Oktober 2000 zur Verfligung gestellt
wurden, - Beckman-Coulter Access® und Elecsys® 1010, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim - kamen Blutproben von gesunden und kranken Tieren zum Einsatz. Bei
allen Tieren handelte es sich um Patienten der |. Medizinischen Tierklinik, die
poliklinisch oder stationar behandelt wurden. Die Blutwerte sowohl kranker als auch
gesunder Tiere wurden fir die Geratevalidierung verwendet. Zur
Referenzwertbestimmung wurden ausschlieBlich Blutproben gesunder Tiere

gemessen.

6.1.1. Tiere

Katzen zur Geratevalidierung

Die Auswahl der Tiere basierte auf deren zugrundeliegender Krankheit, wobei es sich
Uberwiegend um Katzen mit Hyperthyreose, Hepato- oder Nephropathien, sowie um
Tumorpatienten handelte. Es gingen weiterhin auch Patienten in die Studie ein, die
wegen Apathie und Anorexie vorgestellt wurden, um damit eine breite Messspanne

der jeweiligen Hormone zu erreichen.

Bei den Tieren wurde eine klinische Allgemeinuntersuchung und eine
labordiagnostische Untersuchung durchgeflihrt. Bei den kranken Tieren wurden
zusatzlich noch krankheitsspezifische Spezialuntersuchungen wie Rontgen, Ultra-

schall oder Computertomographie durchgefuhrt.
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Katzen zur Referenzwertbestimmung

Zur Ermittlung der Referenzwerte fir die Schilddrisenhormone und fir Kortisol
wurden Blutproben von 118 Katzen getestet. Fur Insulin standen nur 115 Blutproben
von gesunden Katzen zur Verfugung. Es handelte sich entweder um Tiere, die in der
Poliklinik der I. Medizinischen Tierklinik der LMU Munchen zur Impfung vorgestellt
oder um Katzen, die von Privatpersonen zur Verfugung gestellt wurden.
Entsprechend dem Vorbericht hatte keines der Tiere in den vier Wochen vor der
Blutentnahme Medikamente, insbesondere Glukokortikoide, Phenobarbital oder

Sulfonamide verabreicht bekommen.

Auch bei diesen Tieren wurde sowohl eine klinische Allgemeinuntersuchung wie
auch eine labordiagnostische Untersuchung durchgefihrt, um anhand dieser
Untersuchungen den Gesundheitszustand der Tiere 2zu ermitteln. Die
labordiagnostische Untersuchung umfasste die Anfertigung eines roten und weilen
Blutbildes einschliel3lich Thrombozytenzahlung. Klinisch-chemische Analysen
beinhalteten die Konzentrationsbestimmung von Gesamtprotein, Albumin, Harnstoff,
Kreatinin, Natrium, Kalium, Chlorid, Kalzium, Phosphor, Triglyzeride, Cholesterin und
Glucose sowie die Aktivitatsbestimmung von AST, ALT, AP, Lipase und CK.

In diese Studie wurden ausschlieldlich Tiere aufgenommen, die aufgrund dieser

Untersuchungen als gesund eingestuft werden konnten.

6.1.2. Blutproben

Gewinnung

Das Blut wurde in allen Fallen aus der Vena cephalica antebrachii entnommen. Die
Vene wurde dafur erst kurz vor der Punktion gestaut und die Punktionsstelle
desinfiziert. Die Punktion erfolgte mit sterilen Einmalkantlen (Sterican® 0,940 mm,
Firma B. Braun Melsungen AG), aus denen das Blut frei in die entsprechenden

Probengefalle ablief.
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Fir die Vollblutsammlung wurden EDTA-beschichtete Rohrchen (Firma Sarstedt) mit
2-ml-Probenvolumen verwendet. Das Blut wurde sofort im Anschluss an die

Entnahme im Labor der hamatologischen Auswertung unterzogen.

Die Serumgewinnung erfolgte in 5-ml-unbeschichteten Probengefallen (Firma
Sarstedt). Nach der Entnahme kamen alle Blutproben sofort in das hausinternen
Labor. Das Blut blieb vor der Zentrifugation (4000 U/min fir finf Minuten) ca. 20 min
zur Koagulation bei Raumtemperatur unbehandelt stehen. AnschlieRend wurde der
Uberstand abpippetiert. Soweit das Serum nicht sofort untersucht werden konnte,
wurden die Proben entsprechend dem spateren Untersuchungszweck portioniert und
bei —18° C eingefroren. Zur Messung notwendiger Serumparameter hinsichtlich des
Gesundheitszustandes der Tiere behielt sich das Kliniklabor einen entsprechenden

Teil zur Bearbeitung zuruck.

Aufbereitung

Mindestens eine Stunde vor Beginn der Messungen zur Validierung der Gerate oder
zur Referenzwertbestimmung wurden die tiefgefrorenen Proben bei Zimmer-
temperatur aufgetaut. Durch Bewegen auf einem Taumler ergab sich eine optimale

Durchmischung der Proben bis zur endgultigen Beschickung der Gerate.

6.1.3. Testhormone und exogen zugefiihrte Testsubstanzen

Synacthen®

Zur Durchfuhrung des ACTH-Stimulationstests wurde das humanmedizinische
Praparat Synacthen® Injektionslésung mit dem Wirkstoff Tetracosactid der Firma

Novartis Pharma verwendet.

Eine Ampulle (1 ml) enthalt 0,25 mg (= 25 IU ACTH) dieses synthetischen
Polpypeptides mit adrenokortikotroper Wirkung. Die Lagerung des Praparats erfolgt
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nicht Uber +8°C und vor Licht geschutzt. Es ist zur intravendsen oder besonders

beim Hund auch zur intramuskularen Applikation geeignet.

Fir den Stimulationstest werden 0,125 mg pro Katze injeziert. Dreilig Minuten nach
Injektion ist eine erhohte Kortisolkonzentration messbar (KEMPPAINEN et al., 1984).

Carbimazol

Carbimazol findet Anwendung bei der Therapie der Hyperthyreose des Menschen
und der Katze. In der Humanmedizin wird der Wirkstoff hauptsachlich als
Kurzzeittherapeutikum vor anderen therapeutischen MaRnahmen zur Behandlung

der Schilddrusenuberfunktion eingesetzt.

Carbimazol wird im Koérper zu Methimazol verstoffwechselt und erhalt damit seinen
antithyreoidalen Effekt, indem es die Umwandlung von anorganischem zu
organischem Jod und die Kondensation von Monojodthyronin und Dijodthyronin zu
Tri- und Tetrajodthyronin verhindert (FRANKLYN, 1994)

In der Tiermedizin ist Carbimazol haufig bei guter Vertraglichkeit als
Dauertherapeutikum, insbesondere bei Katzen mit gleichzeitiger Niereninsuffizienz
(BUCKNELL, 2000), im Einsatz. Die Vorteile des Medikaments liegen in der
Verabreichung durch den Besitzer, es kann auch der altesten Katze gegeben werden
(im Gegensatz zum chirurgischen Eingriff) und Effekte, die durch die
Medikamentengabe entstehen, sind nach dem Absetzen wieder reversibel.
Dementsprechend ist Carbimazol auch nicht in der Lage, die Hyperthyreose zu
heilen (KINTZER, 1994). In einigen Fallen dient es allerdings auch nur als
vorbereitende Behandlung zum Erreichen der Euthyreose vor der chirurgischen

Entfernung der Schilddriise oder der Behandlung mit radioaktivem Jod.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Katzen mit Hyperthyreose Carbimazol 5 mg der
Firma Henning Berlin GmbH & Co. OHG als Initialdosis zweimal taglich verabreicht.
Zur Therapiekontrolle wurde nach zwei Wochen neben der klinischen Untersuchung

auch eine Kontrolle der Schilddrisenhormon-Konzentrationen durchgefuhrt.



Eigene Untersuchungen 44

6.1.4. Geriate

6.1.4.1 Beckman Coulter Access®

Der Beckman Coulter Access® ist ein, fir die Humanmedizin konzipiertes,
vollautomatisches Immunoassay-System zur Durchfihrung von Chemilumineszenz-
Tests der Firma Beckman-Coulter, Inc.. Zur Validierung dieses Gerates wurden die
Serumkonzentrationen der Schilddrisenhormone T3, fT3, T4 und fT4 sowie Kortisol

und Insulin im Katzenserum gemessen.

BECKMAN

Beckman Coulter Access®

Durch die Fahigkeit des Gerates zum Random-Access-Betrieb besteht die
Mdglichkeit, gleichzeitig mehrere Proben in verschachtelter Abarbeitung zu
untersuchen. Nach Beladung des Gerates mit den vorgegebenen Probenmengen
erfolgt der Ablauf der Probenbearbeitung und —-messung vom Pipetieren der Proben
Uber die Inkubation mit den Reagenzien bis zur Messung der entstandenen
Lichtsignale im Luminometer vollautomatisch. Die erzeugte Lichtintensitat, Extinktion,
wird in Form eines elektronischen Signals an die Elektronik-Einheit weitergeleitet. Die
Umrechnung erfolgt anhand einer Kalibrationskurve in die entsprechende Einheit.
Die Kalibration wird in assayspezifischen Abstanden sowie bei Verwendung neuer
Reagenzien-Chargen und bei unbefriedigenden Ergebnissen im Rahmen der
Qualitatskontrolle durchgefuhrt und mit Hilfe eines Kontrollserums vor jedem Lauf

Uberpruft.
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6.1.4.2 Elecsys® 1010

Der Elecsys® 1010 ist ein vollautomatisches Multibatch-Analysensystem zur
Bestimmung von immunologischen Tests nach der Electrochemilumineszenz-
Technologie der Firma Roche Diagnostics, Mannheim. An diesem Gerat wurden
ebenfalls die Messungen der Serumkonzentrationen der Schilddrisenhormone T3,
FT3, T4 und FT4 sowie von Kortisol und Insulin zur Validierung vorgenommen.
Ferner wurden an diesem Gerat 118 Blutproben von Katzen zur
Referenzwertbestimmung der Schilddrisenhormone T3, FT3, T4, FT4, Kortisol und

115 Blutproben zur Referenzwertbestimmung von Insulin gemessen.

Elecsys” 1010

Roche, 1999

Auch bei diesem Gerat erfolgt das Pipetieren, Inkubieren und Messen der Proben,
mit denen das Gerat zuvor beschickt wurde, vollautomatisch. Im Photomultiplier wird
das bei der Elektrochemilumineszenz-Reaktion emittierte Licht erfasst und in
Messsignale umgewandelt, die dann ebenfalls anhand einer bestehenden

Kalibrationskurve entsprechend umgerechnet werden.

6.1.4.3 Sonstige Gerate

Alle weiteren Blut- und Serumparameter wurden im Labor der |. Medizinischen

Tierklinik im Rahmen der Routinemessungen bestimmt.
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Die hamatologischen Parameter, einschliellich der Thrombozytenzahlung, wurden
mit Hilfe des CELL-DYN® 3500 (CD 3500, Abbott Diagnostics Division, Abbott Park,
lllinois 60064, USA) erstellt.

Die Analyse der chemischen Parameter aus dem Serum wurde mit dem
vollautomatischen Analysegerat Hitachi 912° (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)

vorgenommen.

6.2. Methodik

6.2.1. Validierung des Beckman Coulter Access® und des Elecsys® 1010

Die fur die Validierung verwendeten Serumproben wurden nach der Gewinnung aus
den Blutproben in entsprechende Portionen aufgeteilt und tiefgefroren, um ein

wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu vermeiden.

6.2.2. Qualitatskontrolle

Die statistische Qualitatskontrolle gewahrleistet die Zuverlassigkeit bei der Ermittlung
von Analysenergebnissen. ,Zuverlassigkeit” fasst als Oberbergriff im Rahmen der
Qualitatskontrolle die Begriffe Prazision und Richtigkeit zusammen. Weitere Kriterien

fur die analytische Zuverlassigkeit sind die Spezifitat und die Sensitivitat.

6.2.2.1 Prazision

Prazision ist das Ausmaf der Ubereinstimmungen von Ergebnissen wiederholter
Messungen. Sie wird durch zufallige Fehler sowie die methodische Streuung

eingeschrankt, die proben-, sach- und personenbedingt sind. Prazision in der Serie
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ist das unter identischen Bedingungen gewonnenen Analysenergebnis innerhalb
eines Testlaufes. ,Prazision von Tag zu Tag® wird mit gleicher Methodik am gleichen
Probenmaterial unter gleichen Bedingungen in unterschiedlichen Messungslaufen

ermittelt.

Bei der Prifung der Prazision von medizinischen Messmethoden wird die
Intraassayprazision durch mehrfache Messungen der gleichen Probe innerhalb eines
Laufes getestet. Die erhaltenen Ergebnisse der einzelnen Messungen sollten

moglichst nah beieinander liegen.

Mit Hilfe des Interassay wird die Prazision eines Gerates in verschieden Laufen und
an verschiedenen Tagen mit dem selben Probenmaterial unter den gleichen
Bedingungen bestimmt. Auch in diesem Fall wird erwartet, dass die Ergebnisse nah

beieinander liegen.

Als Mal} fir die Prazision gilt der Variationskoeffizient (VK) als Ausdruck fur die Intra-
und Interassay-Abweichungen. Der Variationskoeffizient gibt an, wieviel Prozent des

Mittelwertes (x) die Standardabweichung (s) betragt:

VK (in %) = (s x 100)/x

6.2.2.2 Richtigkeit

Die Richtigkeit ist das Ausmaf der Ubereinstimmung zwischen dem Messergebnis

und dem Sollwert. Systematische Fehler begrenzen die Richtigkeit einer Methode.

Zur Prufung der Richtigkeit eines Gerates dient die Wiederfindungsrate. Dabei wird
zu einer Serumprobe, deren Ausgangskonzentration bestimmt wurde, ein
Standardserum mit bekannter Konzentration zugefugt. Durch Addition der
Ausgangskonzentration der Serumprobe zu der Konzentration des Standardserums

ergibt sich rechnerisch der ,Sollwert“. Dieser wird mit dem vom Gerat gemessenen
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sIstwert® verglichen. Die Wiederfindungsrate ergibt sich rechnerisch als Dreisatz aus
dem Sollwert, der hundert Prozent darstellt, und dem dazu errechneten Prozentsatz

fur den gemessenen Istwert. Im Idealfall betragt die Wiederfindungsrate 100 %.

Uber Stimulation oder Suppression kann die biologische Richtigkeit des jeweiligen
Hormons getestet werden. Die biologische Richtigkeit bezuglich der
Schilddrisenhormone T3, FT3, T4 und FT4 wurde an hyperthyreoten Katzen
getestet, indem Schilddrisenwerte gemessen und archiviert wurden. Anschlieend
erhielten die Katzen Carbimazol 5 mg Tabletten zur Therapie der Hyperthytreose.
Nach einem Zeitraum von zwei Wochen erfolgte eine Therapiekontrolle, bei der den

Katzen erneut Blut abgenommen und die Schilddrisenwerte bestimmt wurden.

Der ACTH-Stimulationstest dient zur Prufung der biologischen Richtigkeit von
Kortisol an gesunden Katzen. Nach Entnahme der Blutprobe fur die Bestimmung des
Ausgangswertes wurde den Katzen 0,5 ml Synacthen® intravends injiziert. 30 und 60

Minuten spater wurden weitere Blutproben zur Kortisolbestimmung entnommen.

Bei der Prifung der biologischen Richtigkeit von Insulin nahmen Katzen an der
Studie teil, die mindestens 24 Stunden nuchtern waren und auch in dieser Zeit keine
Infusionstherapie bekommen hatten. Waren diese Voraussetzungen erfullt, wurde
den Tieren Blut abgenommen. AnschlieRend erhielten sie Futter. Eine halbe Stunde
nach Futteraufnahme wurden den Tieren nochmals Blut enthommen. Wie auch beim
ACTH-Stimulationstest handelte es sich bei diesen Probanden um gesunde Tiere,

die fur diese Studie von Privatpersonen zur Verfugung gestellt wurden.

6.2.2.3 Spezifitat

Spezifitat definiert die Eignung einer analytischen Methode zur Erfassung des
deklarierten Analyten bei gleichzeitiger Unempfindlichkeit gegenuber dem Einfluss
anderer Komponenten. Die Spezifitat ist ein wichtiges und sehr aufwandiges

Kriterium der Validierung.
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Zur Prufung der Spezifitat der Gerate hinsichtlich der Schilddrisenhormone wurden
aus dem Katzenserum durch 24-stindige Inkubation des Serums mit Aktivkohle auf
einem Taumler die Schilddrisenhormone extrahiert. Anschlieend wurde das Serum
durch Filtration von den Kohleresten gereinigt. Das auf diese Weise vorbereitete
Serum wurde im Vergleich zu einem vom Hersteller mitgelieferten Nullstandard
gemessen. Im Serum befindliche Stoffe, die auch mit den Antikorpern gegen die
Schilddrisenhormone reagieren, wirden bei der Messung des Serums nach der

Extraktion der Schilddriisehormone eine Extinktion ergeben.

Fir die zusatzlich getesteten Hormone Kortisol und Insulin wurde wegen des extrem
hohen Aufwandes auf die bereits vom Hersteller durchgefliihrten Untersuchungen

Bezug genommen.

Als ein weiteres Kriterium fir die Spezifitdt der Tests kann die Linearitat von
Verdinnungsreihen herangezogen werden. Dafur werden die Katzenseren, bei
denen zuvor der Ausgangswert gemessen wurde, mit entsprechenden Nullstandards
in  bestimmten  Verhaltnissen verdinnt und anschlieBend erneut die
Hormonkonzentration gemessen. Die Ergebnisse werden mit dem rechnerisch
ermittelten  Sollwert  verglichen und hinsichtlich  der Linearitat des

Konzentrationsabfalls bewertet.

6.2.2.4 Sensitivitat

Die Sensitivitat ist definiert als die niedrigste messbare Konzentration, die vom
Leerwert noch sicher unterschieden werden kann; es handelt sich um die untere
Nachweisgrenze. Sie ist berechnet als die Konzentration, die zwei Standard-

abweichungen oberhalb des niedrigsten Standards liegt.
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6.2.3. Testbeschreibung

6.2.3.1 Beckman Coulter Access®

Messung von Gesamt T4

Bei diesem kompetitiven Enzymimmunoassay wird die Probe zusammen mit einem
Thyroxin-Antikorper, dem Konjugat und an Antikdrper gekoppelte paramagnetische
Partikel in ein Reaktionsgefal® gegeben. Thyroxin aus der Probe konkurriert mit dem
Konjugat um die Bindungsstellen an, in limitierter Anzahl vorliegenden,
Thyroxinantikorper. Die entstandenen Antigen-Antikorperkomplexe binden an den
Antkorper der Festphase. Ungebundenes Material wird durch Trennung im
Magnetfeld und anschlieBendes Waschen entfernt. Durch Zugabe des
Chemilumineszenz-Subtrates Lumi-Phos® 530 entsteht bei der Dephosphorylierung
Licht, dessen Intensitat umgekehrt proportional zur Analytenmenge ist. Diese Menge

wird anhand der gespeicherten Kalibrationskurve errechnet.

Messung von freien T4

Auch in diesem Fall handelt es sich um ein Zwei-Schritt-Enzymimmunoassay.
Wahrend der ersten Inkubation bindet der an Biotin gebundene Anti-T4-Antikorper an
die mit Streptavidin beschichtete Festphase Uuber die Biotin-Streptavidin-
Wechselwirkungen und an das freie T4 aus der Probe. Uberschiissiges Material wird
mit Hilfe der Magnetfeldtrennung und Waschung aus dem Reaktionsgefal® entfernt.
Das in bekannter Menge zugeflgte T4-alkalische-Phosphatase-Konjugat reagiert mit
den noch freien Bindungsstellen des Anti-T4-Antikdrpers. Nach erneutem Trennen
und Waschen ergibt die Zugabe des Chemilumineszenz-Substrates Lumi-Phos® 530
eine Lichtemission. Die Intensitat des freigesetzten Lichts verhalt sich umgekehrt
proportional zur Menge des freien T4 in der Probe. Die Bezugskurve wird wieder zur
Berechnung der Analytenmenge herangezogen.

Messung von Gesamt T3
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Access® Total T3 ist ein kompetitiver Enzymimmunoassay. T3 aus der Serumprobe
konkurriert mit in bekannter Menge dem Reaktionsgefall zugefugtem, an Biotin
gekoppeltem Substrat (T3-Analog) um ein Anti-T3-Antikdrper-Konjugat  mit
alkalischer Phosphatase. Die T3-Analog-Antikérperkomplexe binden uber Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkungen an die Streptavidin beschichtete Festphase, wahrend
Antigen-Antikorperkomplexe mit T3 aus der Serumprobe und andere nicht an die
Festphase gebundenen Stoffe durch Magnetfeldtrennung und Waschung aus dem
Reaktionsgefal entfernt werden. Das Chemilumineszenz-Substrat Lumi-Phos® 530
wird dem Reaktionsgefald zugefigt und das bei der Dephosphorylierung des
Substrats gebildete Licht im Luminometer gemessen. Die Intensitat des gemessenen
Lichts verhalt sich umgekehrt proportional zu der Menge des in der Probe
enthaltenen Gesamt T3. Die Extinktion wird anhand einer Kalibrationskurve in die

entsprechende Einheit umgerechnet.

Messung von freiem T3

Es handelt sich hierbei um einen kompetitiven Zwei-Schritt-Enzymimmunoassay.
Eine Probe wird zusammen mit einem Antikorper gegen Trijodthyronin und
paramagnetischen Partikeln, die mit einem Captureantikorper beschichtet sind, in ein
Reaktionsgefall gegeben. Wahrend der ersten Inkubation reagiert das freie T3 der
Probe mit dem Trijodthyronin-Antikorper zu einem Komplex, der sich an den
Captureantikdrper anlagert. Nicht gebundenes Material wird durch Trennung im
Magnetfeld und Waschung entfernt. Im zweiten Inkubationsschritt lagert sich mit
alkalischer Phosphatase markiertes Trijodthyronin an die noch freien Bindungsstellen
des Trijodthyronin-Antikorpers. Nicht gebundenes Material wird wieder entfernt und
nach Zugabe des Chemiluminezenz-Substrates Lumi-Phos® 530 wird das bei dieser
Reaktion entsandte Licht mit dem Luminometer gemessen. Es ist umgekehrt
proportional der Menge an freiem T3 in der Probe. Die Umrechnung erfolgt wieder

anhand der Kalibrationskurve.
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Messung von Kortisol

Bei diesem kompetitiven, enzymatischen Immunoassay wird die zu messende Probe,
Kaninchenantikorper gegen Kortisol, ein Kortisol-alkalische-Phosphatase-Konjugat
und mit Ziege-anti-Kaninchenantikorper gekoppelte paramagnetische Partikel in ein
Reaktionsgefald gegeben. Das Kortisol aus der Probe und das Kortisol-alkalische-
Phosphatase-Konjugat konkurrieren um die limitierten Bindungsstellen des
Kaninchen-Anti-Kortisolantikorpers. Die entstandenen Antigen-Antikorperkomplexe
binden an die paramagnetischen Ziegenantikorper. Durch Anlegen einer Spannung
werden die an die paramagnetischen Antikorper gebundenen Komplexe im
Magnetfeld fixiert und durch Waschung wird ungebundenes Material aus dem
Reaktiongefald entfernt. Die Lichtreaktion entsteht durch Zugabe des
Chemilumineszenz-Substrates Lumi-Phos® 530. Die Intensitat des emittierten Lichts
ist umgekehrt proportional zur Menge des Kortisols der analysierten Probe. Die

Berechnung erfolgt anhand der gespeicherten Bezugskurve.

Messung von Insulin

Der Access® Ultrasensitive-Insulin-Test ist ein Einschritt-Enzymimmunoassay vom
Sandwich-Typ. Die zu messende Probe wird zusammen mit zwei monoklonalen
Mausantikorpern gegen Insulin, einer mit alkalischer Phosphatase, der andere mit
paramagnetischen Partikeln gekoppelt, in ein Reaktionsgefal® gegeben.
Vorhandenes Insulin wird vom paramagnetischen Antikorper, der als Festphase
dient, eingefangen, wahrend der mit alkalischer Phosphatase markierte Antikorper an
einem anderen Antigenepitop des Insulinmolekuls reagiert. Ungebundenes Material
wird durch Trennung im Magnetfeld und durch Waschung entfernt. Bei der
enzymatischen Reaktion des Konjugats mit dem Chemilumineszenz-Substrat Lumi-
Phos® 530 entsteht Licht, dessen Intensitat mit dem Luminometer gemessen wird.
Die gemessene Lichtintensitat ist direkt proportional zur Menge des Insulins aus der

Probe. Die Extinktion wird mit Hilfe der Kalibrationskurve umgerechnet.
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6.2.3.2 Elecsys® 1010

Messung von Gesamt T3, freies T3, Gesamt T4 und freies T4

Es handelt sich bei allen Test zur Bestimmung der Schilddrisenhormone um einen
kompetitiven Immunoassay. Die Hormone aus den Patientenproben konkurrieren mit
dem jeweiligen an Biotin gekoppelten Schilddrisenhormon um die Bindungsstellen
an einem mit Ruthenium-Komplex markierten spezifischen Antikérper. Die so
entstandenen Antigen-Antikdrper-Komplexe mit den biotinmarkierten Hormonen
werden mit Hilfe von mit Streptavidin beschichteten, paramagnetischen
Mikropartikeln Uber die Wechselwirkung von Biotin mit Streptavidin gebunden.
Dieses Gemisch wird in die Messzelle tberfuhrt, die paramagnetischen Mikropartikel
werden durch magnetische Wirkung auf der Elektrode fixiert und die ungebundenen

Substanzen durch Waschung entfernt.
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Arbeitsprinzip des Elecsys 1010, Roche, 1999.

Durch Anlegen einer positiven Spannung wird die Chemilumineszenz-Emission
induziert und mit dem Fotomultipler gemessen. Die Ergebnisse werden anhand einer

Kalibrationskurve ermittelt.

Zur Bestimmung von Gesamt T3 und Gesamt T4 wird zur Freisetzung des
gebundenen T3 bzw. T4 der Probe 8-Anilino-1-naphthalinsulfonsaure (ANS)
zugefugt. Die eingesetzte Menge Antikorper ist so gering, dass das Gleichgewicht
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zwischen gebundenem und ungebundenem T3 bzw. T4 bei der Messung des freien

T3 und des freien T4 weitgehend ungestort bleibt.

Messung von Kortisol

Die Probe wird mit einem Kortisol-spezifischen biotinylierten Antikérper und einem
mit Ruthenium-Komplex markierten Kortisolderivat inkubiert. Entsprechend der
Analytenkonzentration wird auch bei diesem kompetitiven Immunoassay ein Teil der
Bindungsstellen des Antikorpers mit Kortisol aus der Patientenprobe und zum
anderen Teil von dem ruthenylierten Hapten besetzt. Nach Zugabe von mit
Streptavidin beschichteten, paramagnetischen Mikropartikeln wird der biotinylierte
Komplex Uber Biotin-Streptavidin-Wechselwirkungen gebunden. Das Reaktions-
gemisch wird in die Messzelle Uberfuhrt. Dort werden die Mikropartikel durch
magnetische Wirkung auf der Elektrode fixiert und die ungebundenen Substanzen
durch Waschung entfernt. Die Chemilumineszenz-Emission wird durch Anlegen einer
Spannung induziert und mit Hilfe des Fotomultiplers gemessen. Die Ergebnisse

werden anhand einer gespeicherten Zwei-Punkt-Kalibrationskurve ermittelt.

Messung von Insulin

Hierbei handelt es sich um einen Immunoassay nach dem Sandwichprinzip. Insulin
aus der Probe bildet mit einem biotinylierten monoklonalen Insulin spezifischen
Antikorper und einem mit dem Ruthenium-Komplex markierten monoklonalen Insulin
spezifischen Antikdrper einen Komplex. Durch Zugabe von mit Streptavidin
beschichteten paramagnetischen Mikropartikeln wird der Komplex Uber Biotin-
Streptavidin-Wechselwirkung gebunden. Das Reaktionsgemisch wird in die
Messzelle Uberfuhrt, in der die Mikropartikel durch magnetische Wirkung auf der
Elektrode fixiert werden. Im Anschluss an die Waschung, um ungebundenen
Substanzen zu entfernen, wird durch Anlegen einer Spannung die
Chemilumineszenz-Emission induziert. Sie wird vom Fotomultipler gemessen und die

Ergebnisse anhand der Kalibrationskurve ermittelt.
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7. Referenzwertbestimmung

Nach Abschluss der Validierung der beiden Gerate wurden im Rahmen dieser Arbeit
die Referenzwerte fir die Schilddrisenhormone TT4, fT4, TT3 und fT3, Kortisol und
Insulin bei der Katze mit dem Gerat Elecsys® 1010 (ROCHE DIAGNOSTICS,
Mannheim) bestimmt. Zu diesem Zwecke wurde von 118 gesunden Katzen Blut
entnommen und dieses im Routinelauf fur die Schilddrisenhormone und Kortisol
gemessen. Fur Insulin konnten nur 115 Blutproben im Routinelauf im Labor

gemessen werden.

Die Referenzwerte wurden speziell fur dieses der |. Medizinischen Tierklinik der
Ludwig-Maximilians-Universitat Munchen zur Verfigung gestellten Gerates bestimmt
und daher nicht mit Zweitmessungen an einem anderen Gerat verglichen.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem PC-Programm SPSS (Statistical

Package for the Social Science) fur Windows, Version 11.0, 2001.
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Ergebnisse

8. Validierung des Beckman-Coulter Access®

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Access-Immunoassay® System fiir folgende

Parameter fur Katzenseren validiert: Gesamt T4,

Kortisol, Insulin.

8.1.

8.1.1.

Prifung der Prazision

Intraassay-Prazision

freies T4, Gesamt T3, freies T3,

Prufung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anhand von zehn Messungen in

Serie von jeweils sechs Katzenseren.

Tabelle 1: Intraassay-Prazision von TT4 im Katzenserum

Katze Messung | Mittelwert | Standardabweichung Variationskoeffizient
n in nmol/l s in %

Katze 1 10 2422 7,5 3,1
Katze 2 10 170,3 14,9 8,8
Katze 3 10 28,5 5,4 18,9
Katze 4 10 24,7 1,7 6,7
Katze 5 10 26,4 4,2 16,0
Katze 6 10 11,4 2,9 23,6
Mittelwert 6,1 12,8

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Bei der Intraassay-Messung von TT4 aus den sechs Katzenseren ergab sich ein

durchschnittlicher Variationskoeffizient von 12,8 %.
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Tabelle 2: Intraassay-Prazision von fT4 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze1 10 19,6 0,7 3,7
Katze 2 10 75,2 0,0 0,0
Katze 3 10 75,2 0,0 0,0
Katze 4 10 15,4 0,4 2,9
Katze 5 10 14,6 0,4 2,8
Katze 6 10 4,9 0,5 9,7
Mittelwert 0,3 3,2

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Katzenseren ergaben bei der Messung der Intraassay-Prazision von fT4

einen durchschnittlichen Variationskoeffizient von 3,2 %.

Tabelle 3: Intraassay-Prazision von TT3 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/l S in %
Katze 1 10 0,3 0,09 28,1
Katze 2 10 1,9 0,05 2,6
Katze 3 10 0,8 0,07 8,4
Katze 4 10 0,3 0,04 12,1
Katze 5 10 0,6 0,03 55
Katze 6 10 0,2 0,08 36,4
Mittelwert 0,06 15,5

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Aus den sechs Katzenseren ergab sich fur die Intraassay-Prazision von TT3 ein

durchschnittlicher Variationskoeffizient von 15,5 %.
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Tabelle 4: Intraassay-Prazision von fT3 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze 1 10 53 0,3 6,3
Katze 2 10 6,6 0,3 3,8
Katze 3 10 8,9 1,1 11,8
Katze 4 10 15,3 0,3 2,2
Katze 5 10 9,9 2,1 20,9
Katze 6 10 52 1,6 30,5
Mittelwert 0,9 12,6

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Katzenseren ergaben einen durchschnittlichen Variationskoeffizient von

12,6 % flr den Intraassay von fT3.

Tabelle 5: Intraassay-Prazision von Kortisol im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/| S in %

Katze 1 10 298,6 10,5 3,5
Katze 2 10 274,2 14,1 5,1
Katze 3 10 19,9 2,9 14,8
Katze 4 10 234,1 20,2 8,6
Katze 5 10 363,1 20,2 5,6
Katze 6 10 118,9 13,5 11,4
Mittelwert 13,6 8,2
n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die Intraassay-Messung aus den sechs Katzenseren ergaben einen

durchschnittlichen Variationskoeffizient von 8,2 % fur Kortisol.
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Tabelle 6: Intraassay-Prazision von Insulin im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pU/ml S in %
Katze 1 10 1,4 0,02 1,4
Katze 2 10 0,2 0,01 5,0
Katze 3 10 0,9 0,01 1,1
Katze 4 10 1,4 0,08 57
Katze 5 10 3,8 0,17 4,5
Katze 6 10 0,5 0,02 4,2
Mittelwert 0,05 3,6

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Fir Insulin ergab sich ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 3,6 % bei der

Messung der sechs Katzenseren.

Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen

Hormone und Seren sind den jeweiligen Tabellen zu entnehmen.

1.2. Interassay-Prazision

Prifung der Wiederholungsgenauigkeit von Ergebnissen durch die Messung an

aufeinanderfolgenden Tagen von jeweils sechs portionierten Katzenseren in zehn

verschiedenen Laufen.
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Tabelle 7: Interassay-Prazision von TT4 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S in %
Katze 1 10 39,8 12,5 31,4
Katze 2 10 22,9 5,6 24,3
Katze 3 10 21,9 4,2 19,3
Katze 4 10 19,1 2,0 10,4
Katze 5 10 32,1 3,7 11,4
Katze 6 10 22,2 2,0 9,2
Mittelwert 5,0 17,7

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die Interassay-Prazision fur

durchschnittlicher Variationskoeffizient von 17,7 %.

Tabelle 8: Interassay-Prazision von fT4 im Katzenserum

TT4 ergab aus den sechs Katzenseren ein

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze 1 10 23,1 2,1 9,1
Katze 2 10 13,9 1,0 7,1
Katze 3 10 12,4 0,7 5,6
Katze 4 10 22,2 1,3 5,9
Katze 5 10 15,4 0,7 4,7
Katze 6 10 13,9 0,8 54
Mittelwert 1,1 6,3

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Fur fT4 konnte ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 6,3 % aus den sechs

Katzenseren ermittelt werden.




Ergebnisse 61
Tabelle 9: Interassay-Prazision von TT3 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient

n in nmol/I S in %

Katze 1 10 0,7 0,16 23,9
Katze 2 10 0,2 0,09 56,3
Katze 3 10 0,5 0,10 22,2
Katze 4 10 0,3 0,06 21,4
Katze 5 10 0,6 0,06 10,2
Katze 6 10 0,6 0,05 8,2
Mittelwert 0,09 23,7

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Katzenseren ergaben fur TT3 ein durchschnittlicher Variationskoeffizient

von 23,7 % im Interassay.

Tabelle 10: Interassay-Prazision von fT3 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze 1 10 53 0,3 6,3
Katze 2 10 6,6 0,3 3,8
Katze 3 10 8,9 1,1 11,8
Katze 4 10 15,3 0,3 2,2
Katze 5 10 9,9 2,1 20,9
Katze 6 10 52 1,6 30,5
Mittelwert 0,9 12,6

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Fir den Interassay von fT3 erreichte der Access® in den sechs Katzenseren einen

durchschnittlichen Variationskoeffizienten von 12,6 %.
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Tabelle 11: Interassay-Prazision von Kortisol im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S in %
Katze 1 10 298,6 10,5 3,5
Katze 2 10 274,2 14,1 5,1
Katze 3 10 19,9 29 14,8
Katze 4 10 234,1 20,2 8,7
Katze 5 10 363,1 20,2 5,6
Katze 6 10 118,9 13,5 11,4
Mittelwert 13,6 8,2

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Bei der Messung der Interassay-Prazision von Kortisol aus den sechs Katzenseren

ergab sich ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 8,2 %.

Tabelle 12: Interassay-Prazision von Insulin im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in uU/ml S in %

Katze 1 10 0,8 0,1 10,1
Katze 2 10 3,5 0,5 13,9
Katze 3 10 0,5 0,1 24,0
Katze 4 10 0,1 0,0 28,6
Katze 5 10 1,3 0,1 7,7
Katze 6 10 1,4 0,1 10,2
Mittelwert 0,2 15,8
n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die Interassay-Prazision von Insulin lag im Durchschnitt bei einem

Variationskoeffizienten von 15,8 %.
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Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen Seren

lassen sich aus den jeweiligen Tabellen entnehmen.

8.2.

8.2.1.

Wiederfindung

Priifung der Richtigkeit

Zur Prifung der Richtigkeit wurden flunf Katzenseren mit bekannten Mengen an TT4,

TT3, Kortisol,

Insulin und Digoxin in Form von Standards aufgestockt.

Die

Wiederfindungsrate errechnet sich nach Abzug der Ausgangskonzentration des

jeweiligen Parameters im Katzenserum als Prozent der zugesetzten Menge aus den

Standards, wobei der rechnerisch ermittelte Sollwert 100,0 % entspricht.

Tabelle 13: Wiederfindung von TT4 im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung
in nmol/I in nmol/I in nmol/l in nmol/I in %
Katze 1 107,8 26,0 65,3 66,9 98,0
Katze 2 41,5 51,0 53,4 46,2 115,0
Katze 3 29 51,0 29,7 26,9 110,0
Katze 4 107,8 206,0 183,8 156,9 117,0
Katze 5 41,5 206,0 164,8 123,7 133,0
Mittelwert 115,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate der funf Katzenseren lag bei 115,0 %.
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Tabelle 14: Wiederfindung von TT3 im Katzenserum
Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung
in nmol/l in nmol/l in nmol/Il in nmol/l in %
Katze 1 0,4 1,5 0,8 0,9 81,0
Katze 2 0,4 6,1 2,3 3,2 72,0
Katze 3 0,1 1,5 0,8 0,8 99,0
Katze 4 0,1 6,1 29 3,1 94,0
Katze 5 0,6 12,3 4,2 6,4 65,0
Mittelwert 82,0
Die durchschnittliche Wiederfindungsrate der funf Katzenseren lag bei 82,0 %.
Tabelle 15: Wiederfindung von Kortisol im Katzenserum
Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung
in nmol/I in nmol/I in nmol/l in nmol/I in %
Katze 1 31,3 138,0 90,9 84,7 107,0
Katze 2 31,3 690,0 397,6 360,7 110,0
Katze 3 190,7 55,0 102,0 122,8 83,0
Katze 4 190,7 138,0 151,0 164,3 92,0
Katze 5 728,3 276,0 535,4 502,2 107,0
Mittelwert 100,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate der funf Katzenseren lag bei 100,0 %.
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Tabelle 16: Wiederfindung von Insulin im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung

in pU/ml in puU/ml in pU/ml in pU/ml in %

Katze 1 1,2 150,0 63,5 75,6 84,0
Katze 2 2,59 70,0 6,4 36,3 18,0
Katze 3 1,7 7,0 1,2 4.4 27,0
Katze 4 2,5 350,0 25,6 176,3 15,0
Katze 5 0,1 350,0 21,9 175,0 13,0
Mittelwert 31,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate der funf Katzenseren lag bei 31,0 %.

8.2.2.

Bestimmung in Kontrollseren

Ein weiteres Kriterium fUr die Richtigkeit bei der Validierung des Beckman-Coulter

Access® ist die Ubereinstimmung der Messergebnisse des vom Hersteller

empfohlenen Kontrollserums mit den fur das Gerat angegebenen Sollwerten. Die

Testlaufe zur Validierung mit Katzenseren erfolgten stets erst dann, wenn die

Messergebnisse der Kontrollseren im Sollbereich lagen.

8.2.3.

Biologische Richtigkeit

Die biologische Richtigkeit wurde fur die Schilddrisenhormone anhand der

Suppression von hyperthyreoten Katzen getestet. Hyperthyreoten Katzen wurde das

Serum fir den ersten Wert entnommen.

Carbimazol wurde der zweite Wert bestimmt.

Nach mehrtagiger Behandlung mit
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Tabelle 17: Biologische Richtigkeit von TT4, fT4, TT3, fT3 im Katzenserum

TT4 1T4 fT4 fT4
Katze Ausgangswert | nach Therapie | Ausgangswert | nach Therapie
in nmol/l in nmol/l in pmol/l in pmol/l
Katze 1 170,3 117,5 >75,2 65,5
Katze 2 2422 45,5 >75,2 20,7
Katze 3 109,8 56,4 57,0 26,9
TT3 TT3 fT3 fT3
Katze Ausgangswert | nach Therapie | Ausgangswert | nach Therapie
in nmol/l in nmol/l in pmol/l in pmol/l
Katze 1 0,8 0,6 8,9 4,5
Katze 2 1,9 0,5 15,3 3,2
Katze 3 2,3 1,9 32,2 22,5

Die Ergebnisse der Schilddrisenhormon-Suppression unter Therapie ergeben sich

aus den beiden vorstehenden Tabellen. Bei allen drei Katzen ist ein deutlicher

Rickgang aller Schilddrisenhormone zu erkennen, wobei der Rickgang der

Serumkonzentration von TT3 in allen drei Fallen am geringsten ist.

Bei der Kortisolbestimmung wurden die Nebennieren der Patienten mit Hilfe des

ACTH-Tests stimuliert. Jeweils vor sowie 30 und 60 Minuten nach Injektion von

Synacthen® wurde den Tieren Blut entnommen und die Kortisolkonzentration

bestimmit.
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Tabelle 18: Biologische Richtigkeit von Kortisol im Katzenserum

Kortisol Ausgangswert

Kortisol nach ACTH

Katze in nmol/l in nmol/l

Katze 1 224 4 271,8
Katze 2 270,2 407 4
Katze 3 210,7 256,5

Zwei von drei Fallen zeigen einen leichten Anstieg des Kortisols nach Stimulation.

Beim dritten Fall ist ein deutlicher Anstieg der Konzentration nach Applikation des

Medikaments zu erkennen.

Fur die Messung eines

Insulinanstieges wurde sowohl nach 24-stindiger

Nahrungskarenz als auch eine halbe Stunde nach Futteraufnahme bei den Tieren

Blut enthommen. Fur jedes Hormon wurden jeweils drei Probenpaare gemessen.

Tabelle 19: Biologische Richtigkeit von Insulin im Katzenserum

Insulin Ausgangswert

Insulin nach Futter

Katze

in pU/ml in pU/ml
Katze 1 0,21 1,2
Katze 2 <0,1 0,2
Katze 3 0,3 1,1

Bei allen drei Katzen zeigt sich ein postprandialer Anstieg der Insulinkonzentration. In

einem Fall handelt es sich um einen sehr geringen Anstieg des Wertes.
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8.3. Prufung auf Spezifitat

8.3.1. Extraktion der Schilddriisenhormone

Zur Extraktion der Schilddrisenhormone aus dem Serum wird dieses mit 30 %
Aktivkohle (Carbo activatus) versetzt und 24 Stunden auf einem Taumler gemischt.

AnschlielRend wird das Serum filtriert um die Kohlerlickstande wieder zu entfernen.

Tabelle 20: Schilddrisenhormone im Katzenserum nach Extraktion

TT4 fT4 TT3 fT3
Katze
in nmol/l in pmol/l in nmol/l in pmol/l
Katze 1 0,0 0,5 0,0 0,0
Katze 2 0,7 1,3 0,1 0,0
Katze 3 0,0 1,2 0,2 0,0
Katze 4 0,4 1,3 0,1 0,0

Mit Hilfe der in der vorstehenden Tabelle angegebenen Ergebnisse ladt sich
erkennen, dass keine Kreuzreaktion mit anderen Substanzen besteht.
Erwartungsgemald liegen alle Konzentrationen der mit Hilfe von Aktivkohle
extrahierten Schilddrisenhormone unterhalb der unteren Nachweisgrenze des

Beckman-Coulter Access®.
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8.3.2. Verdunnungsreihen der einzelnen Parameter

Die nachfolgend aufgefuhrten Grafiken stellen die Ergebnisse der Verdunnungs-

reihen gemessen mit dem Beckman-Coulter Access® der Schilddriisenhormone

Gesamt T4 und Gesamt T3 sowie von Kortisol und Insulin dar. Es wurden je

Parameter vier verschiedene Proben verdunnt und gemessen.
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Abbildung 13: Verdiunnungsreihe Insulin

nach Beckman-Coulter Access®
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9. Validierung des Elecsys® 1010

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Elecsys® 1010 fiir folgende Parameter im

Katzenserum validiert: Gesamt T4, fT4, Gesamt T3, fT3, Kortisol, Insulin.

9.1. Prufung der Prazision

9.1.1. Intraassay-Prazision

Prifung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse anhand von zehn Messungen in

Serie von jeweils sechs Katzenseren.

Tabelle 21: Intraassay-Prazision von TT4 im Katzenserum

Katze Messung | Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I s in %

Katze 1 10 153,9 5,1 3,3
Katze 2 10 22,5 0,1 0,6
Katze 3 10 241 0,3 1,1
Katze 4 10 44.8 0,6 1,2
Katze 5 10 247 0,3 1,1
Katze 6 10 72,8 0,9 1,2
Mittelwert 1,1 1,4

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Katzenseren ergaben einen durchschnittlichen Variationskoeffizient von

1,4 % fur die Intraassay-Prazision von TT4.
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Tabelle 22: Intraassay-Prazision von fT4 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze1 10 100,0 0,0 0,0
Katze 2 10 19,0 0,2 1,0
Katze 3 10 18,8 0,2 1,0
Katze 4 10 34,4 0,5 1,1
Katze 5 10 19,4 0,1 1,0
Katze 6 10 44,9 0,9 2,0
Mittelwert 0,2 1,0

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Der durchschnittliche Variationskoeffizient fur die Messung des Intraassays von fT4

aus sechs Katzenseren lag bei 1,0 %.

Tabelle 23: Intraassay-Prazision von TT3 im Katzenserum

Katze Messung | Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/| S In %
Katze 1 10 2,8 0,08 2,8
Katze 2 10 0,8 0,01 1,2
Katze 3 10 1,0 0,02 2,0
Katze 4 10 0,8 0,04 5,0
Katze 5 10 1,9 0,02 1,0
Katze 6 10 1,7 0,03 1,8
Mittelwert 0,04 2,3

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Fir TT3 ergaben die sechs

Variationskoeffizient von 2,3 %.

Intraassay-Messungen einen durchschnittliche




Ergebnisse

75

Tabelle 24: Intraassay-Prazision von fT3 im Katzenserum

Katze Messung | Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S In %
Katze 1 10 6,4 0,1 1,6
Katze 2 10 11,5 0,3 2,8
Katze 3 10 2,3 0,1 3,5
Katze 4 10 2,0 0,1 3,9
Katze 5 10 2,2 0,2 8,7
Katze 6 10 3,1 0,2 6,4
Mittelwert 1,0 4,5
n = Anzahl, s = Standardabweichung
Im Durchschnitt lag der Variationskoeffizient fur die Messung von fT3 bei 4,5 %.
Tabelle 25: Intraassay-Prazision von Kortisol im Katzenserum
Katze Messung | Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S In %
Katze 1 10 160,6 4,4 2,7
Katze 2 10 190,7 60,7 31,9
Katze 3 10 40,9 10,4 25,3
Katze 4 10 2311 17,8 7,7
Katze 5 10 106,5 3,8 3,5
Katze 6 10 35,4 3,7 10,5
Mittelwert 17,5 13,6

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Katzenseren ergaben im Intraassay fur Kortisol einen durchschnittlichen

Variationskoeffizient von 13,6 %.
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Tabelle 26: Intraassay-Prazision von Insulin im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pU/ml S in %
Katze 1 10 21 0,1 5,1
Katze 2 10 2,4 0,2 6,5
Katze 3 10 2,8 0,2 5,6
Katze 4 10 53 0,3 53
Katze 5 10 4,9 0,1 2,0
Katze 6 10 0,1 0,2 313
Mittelwert 56,3

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Bei den sechs Katzenseren ergab sich ein durchschnittlicher Variationskoeffizient

von 56,3 %. Berechnet man nur den Variationskoeffizienten der finf Katzen, deren

Serumkonzentrationen sich im Messbereich des Gerates befanden, so erhalt man

einen Mittelwert von 4,9 %. Bei Katze Nummer sechs lag die Insulinkonzentration

unterhalb der unteren Nachweisgrenze des Gerates.

Die Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen

Seren sind den jeweiligen Tabellen zu entnehmen.

9.1.2. Interassay-Prazision

Prufung der Wiederholungsgenauigkeit von Ergebnissen durch die Messung an

aufeinanderfolgenden Tagen von jeweils sechs portionierten Katzenseren in zehn

verschiedenen Laufen.
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Tabelle 27: Interassay-Prazision von TT4 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S in %
Katze 1 10 25,0 2,5 9,9
Katze 2 10 82,7 8,6 10,4
Katze 3 10 21,9 0,9 3,9
Katze 4 10 12,3 1,2 10,1
Katze 5 10 22,3 1,9 8,6
Katze 6 10 72,9 2,6 3,5
Mittelwert 2,9 7,7

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Der durchschnittliche Variationskoeffizient der sechs Katzenseren lag flr den

Intraassay von TT4 bei 7,7 %.

Tabelle 28: Interassay-Prazision von fT4 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze 1 10 15,8 2,0 12,5
Katze 2 10 4,9 0,2 4,9
Katze 3 10 72,8 12,3 16,9
Katze 4 10 19,2 0,9 4.7
Katze 5 10 16,2 1,2 7,3
Katze 6 10 46,5 1,4 3,1
Mittelwert 3,0 8,2

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Bei der Interassay-Prazsion wurde fur fT4 ein durchschnittlicher Variationskoeffizient

von 8,2 % aus den sechs Katzenseren ermittelt.
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Tabelle 29: Interassay-Prazision von TT3 im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S in %
Katze 1 10 0,6 0,08 12,8
Katze 2 10 0,9 0,03 3,7
Katze 3 10 0,8 0,05 6,4
Katze 4 10 1,7 0,06 3,6
Katze 5 10 0,8 0,09 10,9
Katze 6 10 1,8 0,11 6,2
Mittelwert 0,07 7,3

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Aus den sechs

Katzenseren ergab sich fir

Variationskoeffizient von 7,3 %.

Tabelle 30: Interassay-Prazision von fT3 im Katzenserum

TT3 ein durchschnittlicher

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pmol/l S in %
Katze 1 10 4.4 0,4 9,8
Katze 2 10 0,5 0,5 107,3
Katze 3 10 1,8 0,4 19,3
Katze 4 10 2,5 0,7 26,5
Katze 5 10 2,7 0,5 18,9
Katze 6 10 6,3 1,4 22,1
Mittelwert 0,7 33,9

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die Interassay-Prazision von fT3 liegt bei einem durchschnittlichen Variations-

koeffizienten von 33,9 %.
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Tabelle 31: Interassay-Prazision von Kortisol im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in nmol/I S in %
Katze 1 10 22,4 4,3 19,0
Katze 2 10 114,5 10,5 9,2
Katze 3 10 131,8 10,5 8,0
Katze 4 10 169,9 37,2 21,9
Katze 5 10 189,0 19,9 10,5
Katze 6 10 78,9 5,6 7,0
Mittelwert 14,7 12,6

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Kortisol wurde mit einem durchschnittlichen Variationskoeffizienten von 12,6 % im

Interassay gemessen.

Tabelle 32: Interassay-Prazision von Insulin im Katzenserum

Katze Messung Mittelwert | Standardabweichung | Variationskoeffizient
n in pU/ml S in %
Katze 1 10 3,2 0,3 8,8
Katze 2 10 1,7 0,3 16,2
Katze 3 10 2,7 0,3 12,5
Katze 4 10 29 1,0 34,7
Katze 5 10 5,9 1,2 19,9
Katze 6 10 0,5 0,4 62,5
Mittelwert 25,8

n = Anzahl, s = Standardabweichung

Die sechs Messungen des Katzenserums fur den Interassy von Insulin ergaben

einen durchschnittlichen Variationskoeffizienten von 25,8 %.
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Die Mittelwerte, Standardabweichungen und Variationskoeffizienten der einzelnen

Seren sind den jeweiligen Tabellen zu entnehmen.

9.2.

9.2.1.

Wiederfindung

Priifung der Richtigkeit

Zur Prufung der Richtigkeit wurden funf Katzenseren mit bekannten Mengen an TT4,

TT3, Kortisol und Insulin in Form von Standards aufgestockt. Die Wiederfindungsrate

errechnet sich nach Abzug der Ausgangskonzentration des jeweiligen Parameters im

Katzenserum als Prozent der zugesetzten Menge aus den Standards, wobei der

rechnerisch ermittelte Sollwert 100,0 % entspricht.

Tabelle 33: Wiederfindung von TT4 im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung
in nmol/l in nmol/l in nmol/l in nmol/l in %
Katze 1 30,8 103,0 62,6 66,9 93,0
Katze 2 21,0 26,0 26,6 23,5 113,0
Katze 3 75,9 26,0 64,9 50,9 127,0
Katze 4 30,8 206,0 102,4 118,4 86,0
Katze 5 75,9 206,0 138,3 140,9 98,0
Mittelwert 103,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate von TT4 in den finf Katzenseren lag bei

103,0 %.
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Tabelle 34: Wiederfindung von TT3 im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung

in nmol/I in nmol/I in nmol/l in nmol/I in %

Katze 1 0,7 1,5 1,5 1,1 137,0
Katze 2 1,7 12,3 8,9 6,7 134,0
Katze 3 1,8 0,8 1,9 1,3 142,0
Katze 4 0,7 3,1 2,3 1,9 119,0
Katze 5 1,8 12,3 9,4 7,1 133,0
Mittelwert 133,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate von TT3 in den funf Katzenseren lag bei

133,0 %.

Tabelle 35: Wiederfindung von Kortisol im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung
in nmol/l in nmol/l in nmol/l in nmol/l in %
Katze 1 233,2 55,0 120,0 1441 83,0
Katze 2 80,4 276,0 160,6 178,2 90,0
Katze 3 80,4 690,0 311,2 385,2 80,0
Katze 4 233,2 276,0 2241 2546 88,0
Katze 5 80,4 55,0 61,7 67,7 91,0
Mittelwert 86,0

Fur Kortsiol lag die durchschnittliche Wiederfindungsrate in den finf Katzenseren bei

86,0 %.
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Tabelle 36: Wiederfindung von Insulin im Katzenserum

Katze Ausgangswert | Aufstockung Istwert Sollwert | Wiederfindung

in pU/ml in puU/ml in pU/ml in pU/ml in %

Katze 1 3,4 10,0 5,0 6,7 74,0
Katze 2 3,5 50,0 20,6 26,7 77,0
Katze 3 13,7 150,0 54,7 81,8 66,0
Katze 4 3,5 350,0 102,3 176,7 57,0
Katze 5 13,7 50,0 22,4 31,8 70,0
Mittelwert 69,0

Die durchschnittliche Wiederfindungsrate fur Insulin in den funf Katzenseren lag bei

69,0 %.

9.2.2.

Bestimmung in Kontrollseren

Ein weiteres Kriterium fiir die Richtigkeit bei der Validierung des Elecsys® 1010 ist

die Ubereinstimmung der Messergebnisse des vom Hersteller empfohlenen

Kontrollserums mit den fur das Gerat angegebenen Sollwerten. Die Testlaufe zur

Validierung mit Katzenseren erfolgten stets erst dann, wenn die Messergebnisse der

Kontrollseren im Sollbereich lagen.

9.2.3.

Biologische Richtigkeit

Die biologische Richtigkeit wurde fur die Schilddrisenhormone anhand der

Suppression

der

Schilddriisenfunktion

bei

hyperthyreoten

Katzen getestet.

Hyperthyreoten Katzen wurde das Serum fir den ersten Wert enthommen. Nach

mehrtagiger Behandlung mit Carbimazol wurde erneut Blut enthommen und daraus

der zweite Wert bestimmit.
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Bei der Kortisolbestimmung wurden die Nebennieren der Patienten mit Hilfe des
ACTH-Tests stimuliert. Dafiir wurde den Tieren vor Injektion von Synacthen® sowie
30 und 60 Minuten nach der Injektion Blut enthommen. Aus den jeweiligen Proben

wurde die Kortisolkonzentration bestimmit.
Fur die Messung eines Insulinanstieges wurde bei den Tieren sowohl nach 24-

stundiger Nahrungskarenz als auch eine halbe Stunde nach Futteraufnahme Blut

entnommen. Pro Parameter wurden jeweils drei Proben gemessen.

Tabelle 37: Biologische Richtigkeit von TT4, fT4, TT3, fT3 im Katzenserum

TT4 1T4 fT4 fT4
Katze Ausgangswert | nach Therapie | Ausgangswert | nach Therapie
in nmol/l in nmol/l in pmol/l in pmol/l
Katze 1 153,9 31,0 100,0 21,7
Katze 2 82,7 54,7 72,8 35,8
Katze 3 82,2 35,2 59,3 20,2
TT3 TT3 fT3 fT3
Katze Ausgangswert | nach Therapie | Ausgangswert | nach Therapie
in nmol/l in nmol/Il in pmol/l in pmol/l
Katze 1 2,8 0,7 11,6 21
Katze 2 1,7 1,4 4.4 2,5
Katze 3 2,4 1,1 10,0 53

Die Ergebnisse der Schilddrisenhormon-Suppression unter Therapie mit Carbimazol
sind in den beiden voranstehenden Tabellen angegeben. Es ist bei allen drei Katzen
ein deutlicher Ruckgang aller Schilddrisenhormone zu erkennen, wobei der

Ruckgang der Serumkonzentration von TT3 in allen drei Fallen am geringsten ist.
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Tabelle 38: Biologische Richtigkeit von Kortisol im Katzenserum

Kortisol Ausgangswert Kortisol nach ACTH
Katze
in nmol/Il in nmol/Il
Katze 1 <1,0 21,9
Katze 2 11,0 146,8
Katze 3 177,2 336,4

Alle drei Falle zeigen einen deutlichen Anstieg der Kortisolkonzentration nach

Stimulation mit Synacthen®.

Tabelle 39: Biologische Richtigkeit von Insulin im Katzenserum

Insulin Ausgangswert Insulin nach Futter
Katze
in pU/ml in pU/ml
Katze 1 0,3 0,7
Katze 2 0,3 1,4
Katze 3 <0,2 1,1

Bei allen drei Probenpaaren zeigt sich ein postprandialer Anstieg der Insulin-

konzentration.

9.3. Prufung auf Spezifitat

9.3.1. Extraktion der Schilddriisenhormone

Zur Extraktion der Schilddrisenhormone aus dem Serum wird dieses mit 30 %
Aktivkohle (Carbo activatus) versetzt und 24 Stunden auf einem Taumler gemischt.
Vor der Messung wird das Serum filtriert um die Kohlerlckstande wieder zu

entfernen.
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Tabelle 40: Schilddrisenhormone im Katzenserum nach Extraktion
TT4 fT4 TT3 fT3

Katze

in nmol/l in pmol/l in nmol/l in pmol/l
Katze 1 7,0 <0,3 0,4 0,4
Katze 2 6,5 <0,3 <0,3 <04
Katze 3 6,9 <0,3 0,4 <04
Katze 4 6,5 <0,3 <0,3 <04

Im Hinblick auf die in der Tabelle 40 wiedergegebenen Ergebnisse ist erkennbar,

dass fur fT4, TT3 und fT3 keine Kreuzreaktivitat mit anderen Substanzen besteht.

Gesamt T4 ist noch in sehr geringen Konzentrationen in allen vier Proben messbar.

Daraus ergibt sich die Annahme dass Substanzen in Katzenserum enthalten sind,

die mit den Gesamt T4-Antikdrpern aus dem Testsystem kreuzreagieren. Fur die

anderen drei Hormone liegen alle Konzentrationen nach Extraktion mit Aktivkohle

unterhalb der unteren Nachweisgrenze.
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9.3.2. Verdunnungsreihen der einzelnen Parameter

Die nachfolgend dargestellten Grafiken veranschaulichen die Ergebnisse der

Verdlinnungsreihen der Schilddrisenhormone Gesamt T4 und Gesamt T3 sowie von

Kortisol und Insulin gemessen mit dem Elecsys® 1010. Es wurden je Parameter vier

verschiedene Proben verdiunnt und gemessen
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10. Referenzbereiche fiir T3, fT3, T4, fT4 und Kortisol bei der Katze
Zur Berechnung der Referenzbereiche wurden die Blutwerte von 118 gesunden
Katzen, fur Insulin von 115 gesunden Katzen gemessen und ausgewertet. Es wurden

Mittelwert (x), Strandardabweichung (s) und 95-%-Perzentilwerte errechnet.

Die Ergebnisse sind in der unten abgebildeten Tabelle wiedergegeben.

Tabelle 41: Referenzwerte gemessen mit dem Elecsys® 1010

Faktoren Mittel- Stan.dardab- Varianz Mini- Maxi- ‘ X-+2s Perzentile
wert weichung mum mum
-2s | +2s 2,5 97,5
TT4 29,03 9,81 96,28 6,16 82,39] 9,41| 48,65/ 11,14 48,71
fT4 19,69 6,49 42,09 3,371 44,90 6,71 32,67 7,21 38,60
TT3 1,02 0,22 0,05 0,53 2,000 0,58 1,46 0,69 1,59
fT3 3,70 2,09 4,39 0,60, 10,46 -0,48 7,88 1,04 9,77
Kortisol 147,25 102,55/ 10516,13| < 1,00, 582,60 -57,85 352,35 6,89 388,42
Insulin 1,59 1,97 3,87 <0,200 13,93 -2,35 553 <0,2 7,95

Aus den oben aufgefuhrten Ergebnissen ergeben sich die Referenzbereiche bei der
Katze fur Gesamt T4 von 11,1 — 48,7 nmol/l, fur freies T4 von 7,2 — 38,6 pmol/l, fur
Gesamt T3 von 0,7 — 1,6 nmol/l, fur freies T3 von 1,0 — 9,8 pmol/l, fur Kortsiol von 6,9
—388,4 nmoll/l.
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Diskussion

Im nachfolgenden Kapitel sollen die in der praktischen Arbeit erhaltenen Messwerte
der beiden zur Validierung stehenden Gerate anhand der aus der Literatur
bekannten Ergebnisse verglichen, gepruft und Dbeurteilt werden. Unter
Berucksichtigung dieser Beurteilung wird sodann ein Vergleich der beiden Gerate
untereinander vorgenommen, wobei auch die Bedienerfreundlichkeit und weitere

Aspekte fur den Routinebetrieb im Labor berucksichtigt werden.

Soweit moglich wurden Serumproben mit niedriger, mittlerer und hoher
Hormonkonzentration flr die Messungen bei der Validierung der beiden Gerate
verwendet. Allerdings ist die Durchfuhrung dieses Vorhabens aufgrund des seltenen
Vorkommens einzelner Krankheiten bei der Katze und durch den zeitlich begrenzten
Rahmen, in der die Gerate zur Verflgung standen, nicht vollstandig maoglich
gewesen. AulRerdem wurde das Bestreben, ein moglichst breites Messspektrum
abzudecken, durch die fur die Katze sehr grol3e Serummenge, die besonders bei der
Messung zur Prazisionsprufung bendtigt wurde, erschwert. Insofern konnte nicht bei
allen Messungen der gesamte Messbereich der Gerate getestet werden und ebenso
konnten nicht immer die gleichen Patientenseren auf beiden Geraten gemessen
werden. Dazu kam, dass die Gerate nicht zeitgleich der |. Medizinischen Tierklinik
zur Verfugung standen. Ein weiterer limitierender Faktor war speziell in unserer
Untersuchung, dass - wie bekannt - bei der Katze Blut nur in geringen Mengen zu
gewinnen ist. Bei kranken Katzen reduziert sich diese Menge auch noch wegen evtl.

begleitender Anamie und weitere krankheitsbedingter Faktoren.

Im Rahmen der Validierung sollte zusatzlich noch Digoxin im Serum der Katze flr
beide Gerate validiert werden. Bei der Katze bleiben Kardiomyopathien haufiger als
beim Hund fir lange Zeit unentdeckt, da die Besitzer nur in wenigen Fallen den
Ruckgang der korperlichen Belastbarkeit frihzeitig erkennen. Die haufigste Form der
Kardiomyopathie bei der Katze ist die hypertrophe Kardiomyopathie als primare Form
oder in Verbindung mit einer Hyperthyreose als sekundare Form. Die Therapie
sowohl der hypertrophen Kardiomyopathie als auch der anderer kardiologischer
Erkrankungen der Katze beinhalten nur in dullerst seltenen Fallen die Behandlung

mit Digitalispraparaten. Eine Ausnahme stellt die dilatative Kardiomyopathie dar,
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deren Haufigkeit in der letzten Jahren (seit ca. 1986) stark abgenommen hat, da zu
dieser Zeit der erhdhte Bedarf der Katze an der Aminosaure Taurin entdeckt wurde.
Diese Aminosaure ist seither in den kommerziellen Futtermitteln in ausreichender
Menge enthalten (DEINERT, 2000). Der dementsprechend nur noch seltene Einsatz
von Digoxin bei der Therapie der Kardiomyopathien der Katze machte es unmdglich,
eine ausreichende Probenzahl zu erreichen. Aufgrund dieser Tatsachen wurde die
Validierung der beiden Gerate zur Messung von Digoxin bei der Katze in dieser

Arbeit nicht mehr weiter verfolgt.

11. Analytische Zuverlissigkeit des Beckman-Coulter Access®

Prufung der Prazision

In der Intraassayprazision fur TT4 liegt der Variationskoeffizient zwischen 3,1 % und
23,6 %, woraus sich ein Mittelwert von 12,8 % ergibt. Die Interassayprazision variiert
von 9,2 % bis 31,4 %, der Mittelwert liegt bei 17,7 %. Diese Werte liegen im
ahnlichen Bereich, unter 20 %, entsprechend den Variationskoeffizienten flr TT4 aus
der Studie von SINGH et al. (1997). Vergleicht man jedoch diese Werte mit der
Studie von REIMERS et al. (1981) zur Validierung eines RIA (Variationskoeffizienten:
Intraassay 4,2 % - 12,8 %, Interassay 4,0 % - 16,4 %), so ergeben sich in der
vorliegenden Studie deutlich schlechtere Variationskoeffizienten sowohl im Intra- als
auch im Interassay. Auch in der Arbeit von DONNE und WILDGOOSE (1984) sind
die Variationskoeffizienten besser und liegen so wie auch bei BOUNAUD et al.
(1988), mit einem Chemilumineszenzimmunoassay, jeweils unter 10 %. Andererseits
erhielten  PUILLE et al. (2000) bei ihrer Untersuchung eines
Chemilumineszenzimmunoassays im Intraassay fur TT4 einen noch deutlich hoheren
Variationskoeffizienten von 39 %. Diese Ergebnisse zeigen, dass in Bezug auf die
Prazision der Messungen die RIA-Methode wesentlich praziser ist, als das die
Chemilumineszenz-Technik kann. Somit erreichen die radioaktiven Marker durchweg
eine bessere Prazision. Die Ergebnisse aus dieser Studie und die Ergebnisse von
SINGH et al. (1997) liegen im akzeptablen Bereich und bestatigen eine fur die

Routinemessungen ausreichende Prazision. Um das gesundheitliche Risiko und die
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mit der Radioaktivitat verbundenen Vorschriften zu vermeiden, kann diese

geringgradig schlechtere Prazision in Kauf genommen werden.

Die Prazisionsprufung flur das fT4 fiel deutlich glinstiger, im Vergleich zur Gesamt T4
Messung, fiir den Access® aus. Die Messungen ergaben einen mittleren
Variationskoeffizienten fir den Intraassay von 3,2 % (Minimum: 0,0 %, Maximum: 9,7
%) und fur den Interassay von 6,3 % mit einem Minimalwert von 4,7 % und einem
Maximalwert von 9,1 %. Diese Werte liegen ebenso unter 10,0 %, wie die
Variationskoeffizienten fiur fT4, gemessen mit einem RIA in der Studie von
BOUNAUD et al. (1988). Gleich gute Messungen erhielten PARADIS und PAGE
(1996) und PUILLE et al. (2000) mit der Chemilumineszenz-Technik. Im Vergleich mit
dem Elecsys® 2010 aus der Arbeit von SANCHEZ-CARBAYO et al. (1999)

schneiden beide Gerate mit Variationkoeffizienten unter 10,0 % gleich gut ab.

Die Prazisionsprufung fur das Schilddrisenhormon TT3 ergab fir den Beckman-
Coulter Access® Variationskoeffizienten fiir den Intraassay von 2,6 % bis 36,4 %; der
sich aus den gesamten Werten errechnende Variationskoeffizient von 15,5 % liegt
damit noch im akzeptablen Bereich. Der Variationskoeffizient fur den Interassay
bewegt sich im Bereich zwischen 8,2 % und 56,3 %. Der errechnete Mittelwert von
23,7 % fallt deutlich schlechter aus als die Intraassayprazision. Damit liegen beide
Variationskoeffizienten deutlich hoéher als die Variationskoeffizienten fur den RIA,
maximal 12,8 % bzw. 14,0 %, aus der Studie von REIMERS et al. (1981). Noch
schlechter schneiden die Ergebnisse im Vergleich mit den Messungen von DONNE
und WILDGOOSE (1984) ab, die mit Intraassay-Variationskoeffizienten von 3,8 %
und Interassay-Variationskoeffizienten von 5,2 % eine hervorragende Prazision
prasentieren. Auch der in der Arbeit von PUILLE et al. (2000) mit einem anderen
Chemilumineszenzimmunoassay gemessenen Variationskoeffizienten von 10,2 %
und die Ergebnisse von SANCHEZ-CARBAYO et al. (1999) mit dem Elecsys® 2010
mit Werten von 3,1 % - 9,6 % im Intraassay und 6,6 % - 12,9 % im Interassay sind
deutlich besser. Alle Messungen dieser Studie erfolgten an Proben mit sehr niedrigen
TT3-Werten, wodurch sich die erkennbar schlechteren Ergebnisse erklaren lassen.
Im niedrigen Konzentrationsbereich ist die Prazision, mit der die Gerate messen,
haufig schlechter als im mittleren oder hohen Konzentrationsbereich. In anderen
Studien (ANDERSON und BROWN, 1979; REIMERS et al.,, 1981; DOONE und
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WILDGOOSE, 1984) wurde, um die Prazision zu verbessern, der Test modifiziert.
Auf eine derartige Modifikation der Tests wurde in dieser Arbeit verzichtet (siehe

auch unten).

Die Variationskoeffizienten fur den Intra- und Interassay fur freies T3 liegen mit ihrem
Mittelwert beide bei 12,6 % und sind damit doppelt so hoch wie der
Variationskoeffizient fur fT3 aus der Studie von PUILLE et al. (2000), der - ebenfalls
gemessen mit einem Chemilumineszenzimmunoassay - bei 6,3 % liegt. Die durch
den Beckman-Coulter Access® erzielten Werte liegen aber noch im akzeptablen

Bereich.

Bei Kortisol liegen die Variationskoeffizienten fur Intra- und Interassay zwischen
3,5 % und maximal 14,8 %, der Mittelwert entspricht 8,2 %. Diese Ergebnisse sind
geringgradig schlechter als die von REIMERS et al. (1981) mit dem RIA gemessenen
Werte, die 4,2 % und 5,3 % betrugen. In der Interassayprazision schneidet der
Beckman-Coulter Access® besser ab als der RIA, der Variationskoeffizienten von
10,2 % - 16,5 % erreichte. Ahnlich gute Ergebnisse erhalt der Beckman-Coulter
Access® im Vergleich zu den Messungen von SINGH et al. (1997), bei denen der
durchschnittliche Variationskoeffizient iiber dem des Access® liegt, aber insgesamt
auch unter 20 % beibt.

Die Reihenmessungen von Insulin ergaben eine Intraassayprazision von 1,1 % -
5,4 % mit einem Mittel von 3,6 %, wahrend die Variationskoeffizienten flr die
Interassayprazision zwischen 7,7 % und 28,6 % lagen und einen Mittelwert von
15,8 % ergaben. Die Ungenauigkeit trat bei der Messung von Proben mit sehr
niedriger Insulinkonzentration auf. Hier kam der Access® im Intraassay sehr nahe an
die Prazision der RIA-Methode aus der Studie von NELSON et al. (1990) heran.
Beide blieben mit den Mittelwerten der Variationskoeffizienten deutlich unter 10,0 %.
Die Interassayprazision ist auch beim RIA deutlich ungenauer als beim Intraassay,
dennoch lagen hier die Werte mit maximal 17,0 % noch unter 20,0 %. Dies ist beim

Access® nicht der Fall.

Insgesamt fiel die Prazisionspriifung fiir den Beckman-Coulter Access® zufrieden-

stellend aus. Bei der Intraassayprazision lag er durchwegs unter 20,0 %, dies kann
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als akzeptabel bewertet werden. Bei der Interassayprazision lag er mit TT3 bei einem
mittleren Variationskoeffizienten von 23,7 % Uber 20,0 % aufgrund von Patienten-
proben, die alle Hormonkonzentrationen im sehr niedrigen Bereich enthielten. Eine
dieser Proben enthielt im Mittel 0,16 nmol/l Gesamt T3, bei einem unteren
Messbereich des Gerates von 0,30 nmol/l fur Gesamt T3. Dementsprechend ergab
sich bei der Interassaymessung ein Variationskoeffizient von 56,3 %, der
naturgemal die deutlich besseren Ergebnisse der anderen Messungen abwertet.
Zudem ist bereits aus anderen Studien hinreichend bekannt, dass gerade im unteren
Messbereich die Prazision des Hormontests schlechter ausfallt, wie oben bereits
erwahnt. REIMERS et al. (1981) haben den niedrigsten Standard ihres RIA-Tests
nochmals 1 : 2 verdinnt und den hoéchsten Standard weggelassen, um die
Sensitivitat des Tests hinsichtlich der niedrigeren Hormonkonzentrationen im Hunde-
und Katzenserum zu erhohen. ANDERSON und BROWN (1979) sicherten sich
zusatzlich zu den erweiterten Standards noch mit der doppelten Menge an
Probenmaterial ab, um eine mdglichst hohe Genauigkeit der Messungen zu
erreichen. Derartige Modifikationen sind bei der Messung mit dem Beckamn-Coulter
Access® nicht notwendig, da der extrem groRe Messbereich auch die niedrigen

Hormonkonzentrationen der Katze abdeckt.

Prifung der Richtigkeit

Nach Aufstockung der Serumproben mit geeigneten Standards fur die Schilddrisen-
hormone ergaben sich die folgenden Wiederfindungsraten: Fir Gesamt T4 lag die
Wiederfindungsrate zwischen 98,0 % und 133,0 % mit einem Mittelwert von 115,0 %.
Bei Gesamt T3 bewegte sich die Wiederfindungsrate im Bereich von 65,0 % bis 99,0
% und ergab einen Mittelwert von 82,0 %. Die Ergebnisse der TT4-Messungen
zeigten eine deutliche Uberschatzung der Konzentrationen, wie sie auch in anderen
Studien, allerdings nicht in dieser Grolienordnung, aufgetreten sind. DONNE und
WILDGOOSE (1984) beschreiben eine Wiederfindungsrate von 93,0 % bis 107,0 %
fur Gesamt T4 und von 99,0 % bis 107,0 % fur Gesamt T3. Unter Berucksichtigung
der Empfehlungen der Bundesarztekammer hinsichtlich der akzeptablen Mess-
abweichung bei TT4 beim Menschen in einem Bereich unter 60 nmol/l von 45,0 %,

liegen die in dieser Studie gemessenen Werte noch innerhalb des akzeptablen
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Bereichs. Da nachweislich im Katzenserum keine Hemmsubstanzen vorhanden sind,
die hinsichtlich der Schilddrisenhormone mit dem Testkit kreuzreagieren, muss die
Ursache fiir die Uberschatzung der Hormonkonzentration bei der Richtigkeitspriifung
im Testverfahren liegen. Die Unterschatzung der TT3-Konzentrationen bewegt sich
ebenfalls in einem Bereich, der noch als akzeptabel zu bewerten ist. Die Ursache fur
diese Unterschatzung liegt mdglicherweise in der Affinitdt der verwendeten
Antikdrper. Auch SINGH et al. (1997) haben bei der Validierung des Elecsys® 2010
festgestellt, dass es bei einigen Testverfahren zu dieser Unterschatzung der
Ergebnisse kommt. Die Autoren fuhren dies auch auf die unterschiedliche Affinitat
der Antikorper hinsichtlich humaner und feliner sowie anderer tierischer Hormone

zurick.

Die Wiederfindungsrate von Kortisol betrug im Mittel 100,0 % mit einem Minimum
von 83,0 % und einem Maximum von 110,0 %. Mit diesen Ergebnissen ist die
Priifung auf Richtigkeit beim Beckman-Coulter Access® deutlich besser ausgefallen
als bei SINGH et al. (1997), die sowohl bei der Messung mit RIA wie auch mit CIA
und CLEIA nur Wiederfindungsraten von > 90,0 % erreichten. Insofern liegt die
Wiederfindungsrate flr Kortisol im optimalen Bereich und bestatigt die Richtigkeit des

Testverfahrens bei der Messung von Kortisol in Blutproben der Katze.

Insulin liegt mit seinem Mittelwert der Wiederfindungsraten bei 31,0 % und ist damit
nicht mehr im akzeptablen Bereich. NELSON et al. (1990) erhielten mit dem RIA eine
Wiederfindungsrate von 94,0 % bis 100,0 %. Die Ursache fiur die schlechte
Wiederfindungsrate kann in der unterschiedlichen Struktur von humanem und felinem
Insulin begrundet sein. Zur Aufstockung des Katzenserums wurden humane
Kontrollseren mit bekannter Hormonkonzentration verwendet. Entsprechende Sera
mit felinem Insulin sind nicht erhaltlich. Aufgrund der hoheren Affinitat der
Insulinantikorper fir humanes Insulin, wie auch schon STOCKHAM et al. (1983) in
ihrer Studie vermuteten, kann es dadurch zu einer Verfalschung der Ergebnisse

kommen.

Bei der Messung der Proben flr die biologische Richtigkeit der Schilddrisenhormone
konnte fur alle Parameter der erwartete Abfall der Hormonkonzentrationen im Serum

nach Therapie bestatigt werden. Im Fall von Kortisol zeigte sich bei einer Katze ein
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sehr deutlicher Anstieg von 50,0 % der Kortisolkonzentration, wahrend die beiden
anderen Probanden nur einen geringeren Anstieg von 20,0 % aufwiesen. Diese
Werte werden als ausreichend zur Bestatigung der biologischen Richtigkeit
angesehen. Zwei der Messungen der biologischen Richtigkeit flr Insulin zeigten
einen deutlichen Anstieg der Konzentration. Die dritte Messung lag bereits beim
Ausgangswert sehr niedrig, zeigte aber postprandial ebenfalls einen Anstieg der

Konzentration.

Insgesamt ergaben die Messungen hinsichtlich der biologischen Richtigkeit mit dem
Beckman-Coulter Access® die erwarteten Ergebnisse und kénnen als erfolgreich

bewertet werden.

Prifung der Spezifitat

Zur Prufung der Spezifitat wurden die Schilddrisenhormone mit Hilfe von Aktivkohle
aus dem Serum extrahiert. Bei der Messung der so aufbereiteten Seren ergaben sich
durchwegs Werte unterhalb der vom Hersteller angegebenen Nachweisgrenze.
Daraus resultiert, dass die testeigenen Nullstandards auch bei der Messung im

Katzenserum Gultigkeit haben.

Die Verdunnungsreihen flr das Schilddrisenhormon TT4 verliefen - bis auf eine
Fehlmessung, bei der nur die Ausgangskonzentration von TT4 gemessen wurde und
die wahrscheinlich auf menschlichem Versagen beruhte - alle zufriedenstellend.
Allerdings lagen die Werte geringfligig unterhalb des erwarteten Sollwertes. Diese
Unterschatzung der wirklichen Hormonkonzentration bestatigen auch SINGH et al.
(1997) in ihrer Studie bei einem Chemilumineszenzimmunoassay. Die geringere
Affinitat der humanen Antikorper gegenuber dem TT4 der Katze kdnnte daflr eine
Erklarung sein. Bei den Verdinnungsreihen von TT3 lagen zu einem grof3en Tell
schon die Ausgangskonzentrationen im niedrigen Bereich, wodurch sich die Werte
nach Verdunnung teilweise im Bereich der unteren Nachweisgrenze bewegten.
Dadurch lieBen sich die als nicht messbar ausgewiesenen Werte bei zwei der
Verdlinnungsreihen erklaren. Insgesamt waren die Ergebnisse der Verdinnungs-

reihen jedoch auch hier zufriedenstellend, allerdings mit der schon bei TT4



Diskussion 98

erwahnten Unterschatzung der Werte durch das Gerat. Fur die freien
Schilddrisenhormone fT3 und fT4 wurden in Anlehnung an die Empfehlung des
Herstellers (BECKMAN-COULTER, 1999) keine Verdlnnungsreihen gemessen.
Entsprechend den Angaben des Herstellers und wie auch bei SANCHEZ-CARBAYO
et al. (1999) erwahnt, ist eine Verdunnung der freien Schilddrisenhormone wegen
der sehr grolien Messbreite des Gerates nicht notwendig; gleichzeitig ist es auch
nicht mdglich, da durch die Verdinnung der Probe das Gleichgewicht von freien zu
gebundenen Hormonen im Verhaltnis zur Konzentration der Bindungsproteine

verandert wird.

Vom Hersteller mitgelieferte Informationen hinsichtlich der Kreuzreaktivitat der
jeweiligen Antikdrper zeigen eine signifikante Kreuzreaktion flir TT4 mit L-Thyroxin
von 100,0 %, D-Thyroxin von 72,5 %, reverse T3 von 19,9 % und fur Tetrajod-
thyroacetat von 5,2 % (BECKMAN INSTRUMENTS, 1998). Bei TT3 sind 100,0 %
Kreuzreaktivitat fur L-Trijodthyronin und D-Trijodthyronin zu nennen (BECKMAN
INSTRUMENTS, 1998). Alle weiteren vom Hersteller getesteten Verbindungen liegen
unter 3,0 % Kreuzreaktivitdt und sind somit nach REIMERS et al. (1981) als nicht

signifikant zu bewerten.

Die Messungen der Verdinnungsreihen fur Kortisol ergaben insgesamt eine gute
Ubereinstimmung mit den erwarteten Sollwerten sowie eine gute Linearitat. Die
erhaltenen Ergebnisse sind mit denen aus der Studie von REIMERS et al. (1981)
vergleichbar. Anhand dieser Messungen mit der weitgehenden Parallelitdt der
Verdlinnungsreihen war erkennbar, dass im Katzenserum keine Hemmsubstanzen
bezlglich Kortisol enthalten sind. Stoffe, die eine signifikante Kreuzreaktivitat (lGber
3 %, REIMERS et al., 1981) aufweisen, wurden vom Hersteller (BECKMAN
INSTRUMENTS, 1997) getestet und den Tests beigefugt. Es handelt sich hierbei um

Prednisolon, 11-Desoxykortisol, Kortison, Kortikosteron und Prednison.

Die Verdunnungsreihen fur Insulin ergaben hervorragende Ergebnisse mit einer
ausgezeichneten Linearitat innerhalb der Verdunnungsreihen. STOCKHAM et al.
erhielten in ihrer Studie mit RIA (1983) entsprechend gute Ergebnisse. Der Hersteller
hat auch hier die Kreuzreaktionen getestet und fir Schweineinsulin 97,0 %, flr

Rinderinsulin 30,0 % nachgewiesen. Fur Proinsulin besteht eine Kreuzreaktivitat von
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0,26 %. Da Katzeninsulin dem Rinderinsulin sehr ahnlich ist, kann auch hier von
einer moglichen Kreuzreaktivitat ausgegangen werden. Um dies vollstandig aus-
schlieBen zu koénnen, mussen hinsichtlich der Spezifitat der Methode weitere
Untersuchungen durchgefihrt werden. Das von NELSON et al. (1990) gewahlte
Verfahren ware hier z. B. zu nennen. Die Autoren verwendeten bekannte Mengen
von acetonextrahiertem felinen Pankreas, um damit Messungen zur Richtigkeit und

Spezifitat durchzuflhren.

Insgesamt verlief die Priifung auf Spezifitat des Beckman-Coulter Access® zufrieden-
stellend. Die Linearitat der Verdunnungsreihen war durchwegs akzeptabel. Die dabei

gepruften testeigenen Nullstandards haben somit auch Gultigkeit im Katzenserum.

Prifung auf Sensitivitat

Die untere Nachweisgrenze fur TT4 lag bei 6,4 nmol/l, fir fT4 bei 1,9 pmol/l, fir TT3
bei 0,2 nmol/l, fur fT3 bei 0,46 pmol/l, fir Kortisol bei 11 nmol/l und fur Insulin bei
0,21 pmol/l. Aufgrund dieser sehr niedrigen unteren Nachweisgrenzen und den aus
der Literatur bekannten und innerhalb dieser Studie ermittelten Referenzwerten fur
diese Hormone bei der Katze ist das Testsystem des Access® auch zur Messung der

beschriebenen Hormone im Katzenserum einsetzbar.

12. Analytische Zuverlissigkeit des Elecsys® 1010

Prufung der Prazision

Beim Elecsys® 1010 lag der Mittelwert der Intraassayprazision von TT4 bei 1,4 % und
in der Interassayprazision bei 7,7 %; damit ist er deutlich besser als der Beckman-
Coulter Access®, der mit einem Mittelwert bei der Prazisionsmessung von (ber
10,0 % abschloss. Aufgrund dieser Ergebnisse ist der Elecsys® 1010 in der
Prazisionsmessung vergleichbar den Werten aus den Studien von DOONE und
WILDGOOSE (1984) und BOUNAUD et al. (1988), die ebenfalls unter 10,0 % lagen.

Besser waren die Ergebnisse im Vergleich zum RIA aus der Studie von REIMERS et
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al. (1981) mit Werten zwischen 4,2 % - 12,8 % und 4,0 % - 16,4 %, ebenfalls deutlich
besser auch als die Ergebnisse von SINGH et al. (1997) und PUILLE et al. (2000),
jeweils gemessen mit einem Chemilumineszenzimmunoassay. Der Elecsys® 1010
erreichte hier eine gleich gute oder sogar bessere Prazision als der RIA und ist damit
bei der Messung von TT4 anderen Geraten, die mit Chemilumineszenz arbeiten
(SINGH et al., 1997; PUILLE et al., 2000), tberlegen. Daraus lasst sich schlie3en,
dass Ruthenium als Marker in der Lage ist, eine gleich gute Prazision zu erzielen wie

die wesentlich gesundheitsschadlicheren radioaktiven Marker.

Die Werte bei der Prazisionsprufung fur fT4 bewegten sich im Intraassay mit 0,0 % -
2,0 % bei einem Mittelwert von 1,0 %, im Interassay mit 3,1 % - 16,9 % bei einem
Mittelwert von 8,2 % im sehr guten Messbereich. Hier lagen Elecsys® 1010 und
Beckman-Coulter Access® in den Ergebnissen sehr nah beieinander. Beim Vergleich
mit der Literatur entsprechen diese beiden Gerate sowohl dem von BOUNAUD et al.
(1988) getesteten RIA als auch den von PARADIS und PAGE (1996) und PUILLE et
al. (2000) validierten Chemilumineszenzimmunoassays, bei denen ebenfalls alle

Variationskoeffizienten unter 10,0 % lagen.

Die Reihenmessungen fur TT3 ergaben durchschnittliche Werte fur den Intraassay
von 2,3 %, fur den Interassay von 7,3 %. Die Prazision dieses Gerates war auch hier
im Vergleich zu dem von REIMERS et al. (1981) verwendeten RIA besser (VK
12,0 % - 14,0 %). DOONE und WILDGOOSE (1984) erhielten gleiche Ergebnisse mit
dem Immunoassay, der mit magnetischen Antikorpern arbeitet. Auch dem Vergleich
mit dem Elecsys® 2010, der von SANCHEZ-CARBAYO et al. (1999) validiert wurde,
kann der Elecsys® 1010 in dieser Studie ohne weiteres standhalten und ist in den
Messungen der Intraassayprazision noch deutlich besser als der Elecsys® 2010 mit
Werten von 3,1 % - 9,6 %.

Die Variationskoeffizienten der Intraassayprazision von fT3 befanden sich in einem
Bereich zwischen 1,6 % und 8,7 % und bestatigten auch hier die durchaus gute
Prazision des Gerates. Dagegen fiel die Interassayprazision deutlich schlechter aus
und erreichte mit Werten zwischen 9,8 % und 107,3 % einen Mittelwert von nur
33,9 %. Bei der Intraassaymessung ist der Elecsys® 1010 dem von PUILLE et al.

(2000) validierten Chemilumineszenzimmunoassay vergleichbar, allerdings schneidet
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die Interassayprazision deutlich schlechter ab. Diese signifikant schlechteren
Ergebnisse erklaren sich dadurch, dass die Hormonkonzentrationen der Proben, die
zur Messung des Interassay verwendet wurden, deutlich niedriger waren als die
Konzentrationen bei der Intraassaymessung. Die Probe, die zur Messung des
Variationskoeffizienten von 107,3 % fluhrte, lag mit ihrem Mittelwert bei einer
Konzentration von 0,51 pmol/l und damit nahe an der unteren Nachweisgrenze des
Gerétes von 0,4 pmol/l. Wie schon beim Beckman-Coulter Access® angesprochen,
haben auch andere Autoren derartige Ungenauigkeiten bei der Messung von
niedrigen Hormonkonzentrationen festgestellt und dementsprechend die Tests
modifiziert (ANDERSON und BROWN, 1979; REIMERS et al., 1981). Wirde man
lediglich die funf Messungen, die deutlicher von der unteren Nachweisgrenze zu
unterscheiden sind, zur Berechnung heranziehen, erhielte man einen

Variationskoeffizienten von 19,3 % und somit ein Ergebnis im akzeptablen Bereich.

In der Prazisionsprufung fur Kortisol lagen die Mittelwerte von Intra- und Interassay
mit 13,6 % und 12,6 % sehr nahe zusammen. Die Ergebnisse beim Elecsys® 1010
waren in der Prazision schlechter als beim Beckman-Coulter Access®, der mit einem
Mittelwert von 8,2 % noch unter der 10,0 %-Marke lag. Fiir den Elecsys® 1010 ergibt
sich somit im Vergleich zum RIA aus der Studie von REIMERS et al. (1981) eine
schlechtere Prazision. Vergleicht man die Ergebnisse mit dem CLIA und dem CLEIA
aus der Studie von SINGH et al. (1997), liegen alle drei Gerate im akzeptablen
Bereich mit Variationskoeffizienten deutlich unter 20,0 %. Hier zeigt sich wieder, dass
die radioaktiven Marker beim Kortisol mit einer hoheren Prazision arbeiten als die bei

der Chemilumineszenz-Technik verwendeten Marker.

Die Préazisionsprifung fiir Insulin fiel beim Elecsys® 1010 schlecht aus. Die
Variationskoeffizienten fur den Intraassay lagen zwischen 2,0 % und 313,0 %,
woraus sich ein Mittelwert von nur 56,3 % ergibt. Bei der Interassaymessung
ergaben sich Werte zwischen 8,8 % und 62,5 % mit einem Mittelwert von 25,8 %.
Diese Ergebnisse liegen nicht mehr im akzeptablen Bereich. Beide Messungen, die
deutlich aus der Reihe fallen, sind einfach erklarbar und sollten in der Bewertung
keine Beachtung finden, da eine Probe gemessen wurde, deren Konzentration
unterhalb der unteren Nachweisgrenze (1,39 pmol/l) des Gerates lag. Insofern kann

nicht auf einen Fehler beim Gerat abgestellt werden, sondern man hatte mit der
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Messung einer neuen, in der Konzentration hoheren Probe, das Ergebnis Uberprifen
mussen. Legt man lediglich die durchgefuhrten funf Messungen zur Berechnung der
Variationskoeffizienten zugrunde, so erhalt man Mittelwerte fur den Intraassay von
4,9 % und fir den Interassay von 18,4 %. Damit liegen die Ergebnisse unter 10,0 %
bzw. unter 20,0 % und konnen als gut bzw. noch ausreichend fur die Prazision

bewertet werden.

Prufung der Richtigkeit

Die Serumproben mit bekannten Konzentrationen an Schilddrisenhormonen TT4
und TT3 wurden mit testeigenen Standards und bekannter Hormonkonzentration

aufgestockt, um die nachfolgend aufgefuhrten Wiederfindungsraten zu ermitteln.

FUr TT4 ergab sich eine durchschnittliche Wiederfindungsrate von 103,0 % mit einem
Minimum von 86,0 % und einem Maximum von 127,0 %. Fur TT3 lagen die
Wiederfindungsraten zwischen 119,0 % und 142,0 % mit einem Mittelwert von
133,0 %. Die Wiederfindungsrate fur TT4 ist etwas breiter gestreut als bei DONNE
und WILDGOOSE (1984), zeigt aber keine so deutliche Uberschatzung wie beim
Beckman-Coulter Access®. Bei dem Schilddriisenhormon TT3 lagen die Werte
durchgehend tiber 100,0 % und zeigten eine Uberschatzung der Ergebnisse, wie sie
schon beim Beckman-Coulter Access® bei der Wiederfindung von TT4 beobachtet
werden konnten. DONNE und WILDGOOSE (1984) erhielten bei ihren Messungen
bessere und weniger weit gestreute Wiederfindungsraten von 99,0 % - 107,0 %.
Auch beim Elecsys® 1010 wurde ausgeschlossen, dass sich im Katzenserum Stoffe
befinden, die mit dem Test kreuzreagieren konnten. Die Ergebnisse lagen
entsprechend der Empfehlung der Bundesarztekammer mit einer Abweichung unter
45,0 % noch im akzeptablen Bereich. Auch beim Elecsys® 1010 muss demzufolge

die Ursache fiir die Uberschatzung der Ergebnisse im Testverfahren begriindet sein.

Bei Kortisol erreichte der Elecsys® 1010 Wiederfindungsraten zwischen 80,0 % und
maximal 91,0 %, woraus sich ein Mittelwert von 86,0 % ergab. Beim Vergleich dieser
Werte mit denen von SINGH et al. (1997) und auch mit den Ergebnissen des

Beckman-Coulter® Access in der vorliegenden Studie war die Wiederfindungsrate
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des Elecsys® 1010 mit unter 90,0 % wesentlich schlechter in der Richtigkeitspriifung.
Diese durchweg deutliche Unterschatzung der Werte kann auch hier auf die hdhere
Bindungsaffinitat der Kortisolantikdrper fur das humane Kortisol zuriuckgefuhrt

werden, da auch hier Humanstandards zur Aufstockung verwendet wurden.

Die Wiederfindungsraten von Insulin fielen noch schlechter aus als die von Kortisol.
Der Mittelwert betrug 69,0 % bei einem Minimum von 57,0 % und einem Maximum
von 77,0 %. Wie schon beim Kortisol beschrieben, liegt die Ursache fur diese
schlechten Wiederfindungsergebnisse vermutlich in der geringeren Affinitat der
testeigenen Antikérper gegeniber dem felinen Insulin. NELSON et al. (1990)
minimierten das Risiko dieser Unterschatzung aufgrund unterschiedlicher
Insulinmolekile in einer Probe, indem sie die Proben mit acetonextrahiertem felinen
Pankreasextrakt aufstockten. Die damit durchgefihrten Messungen mit einem RIA
ergaben Wiederfindungsraten zwischen 94,0 % und 109,0 %. STOCKHAM et al.
(1983) vermuteten ebenfalls eine schlechtere Affinitat der AntikOrper aus dem
humanmedizinischen RIA-Test gegenuber dem caninen Insulin, obwohl sich das
Insulin vom Hund nur in einer Aminosaure von dem des Menschen unterscheidet. Zu
dem haufig in immunologischen Nachweisverfahren verwendeten Schweineinsulin

besteht jedoch zu dem Insulin des Hundes kein struktureller Unterschied.

Diese Ergebnisse und die Erfahrungen aus anderen Studien (NELSON et al., 1990;
STOCKHAM et al., 1983) sowie der Tatsache, dass sich die Insulinmolekile sowohl
speziesspezifisch als auch gegenuber dem humanen Insulinmolekll unterscheiden,
machen es notwendig, die Messungen mit Hilfe einer bereits validierten Methode
(RIA, ELISA) zu bestatigen. Allerdings konnte sich dies als problematisch erweisen,
da nur vereinzelt validierte und flr diagnostische Zwecke verwertbare Assays zur
Messung von Katzeninsulin erhaltlich sind. Wie auch STOCKHAM et al. (1983) in
ihrer Studie feststellten, sollte in jedem Fall der Referenzbereich fur Insulin fur jeden

Assay speziell ermittelt werden.

Bei der Uberpriifung der biologischen Richtigkeit fiir die Schilddriisenwerte konnte fiir
alle vier Hormone (Gesamt T4, fT4, Gesamt T3, und fT3) ein fast einheitlicher
Rickgang der Hormonkonzentration nach Therapie mit Carbimazol um mindestens

50 % festgestellt werden. Nur je eine Messung von Gesamt T3 und fT3 zeigten zwar
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auch einen Ruckgang der Konzentration, allerdings nicht in der oben beschriebenen
GroRenordnung. Die TT3-Werte und zum Teil auch die fT3-Werte lagen haufig bei
Katzen mit Hyperthyreose noch im Referenzbereich. Bei beiden Messungen lagen
die Ausgangswerte nur gering Uber dem Referenzbereich und erklaren damit die

weniger ausgepragte Supprimierung der Hormonkonzentration.

Zur Uberpriifung der biologischen Richtigkeit von Kortisol wurde nach Entnahme der
ersten Blutprobe die Kortisolsekretion in der Zona fasciculata der Nebennierenrinde
mit Hilfe des ACTH-Stimulationstestes gesteigert. Der erwartete Anstieg der
Hormonkonzentration konnte in allen drei Fallen in der jeweils nach Injektion von
ACTH genommenen Probe nachgewiesen und somit die biologische Richtigkeit bei
der Messung von Kortisol mit dem Elecsys® 1010 verifiziert werden. SINGH et al.
(1997) konnten in ihrer Studie keinen derart deutlichen Anstieg der
Kortisolkonzentration nach ACTH-Stimulation messen. In der Studie von SINGH et
al. (1997) wurde das Medikament intramuskular verabreicht und erst 1,5 Stunden
nach Injektion der zweite Wert bestimmt. In der vorliegenden Studie wurde das
Medikament intravends verabreicht und die Kortisolkonzentration bereits eine halbe
Stunde nach Injektion erneut gemessen. Dies kdnnte eine Erklarung fir den

geringeren Anstieg der Hormonmenge in der Studie von SINGH et al. (1997) sein.

Auch fur Insulin konnte die biologische Richtigkeit erwartungsgemals mit einem
postprandialen Anstieg der Hormonkonzentration bestatigt werden. In zwei von drei
Proben wurde ein sehr deutlicher Anstieg der Konzentration nachgewiesen. Die dritte
Probe lag insgesamt bei einer niedrigen Konzentration, stieg aber nach Futter-
aufnahme um mehr als das Doppelte an. Auch NELSON et al. (1990) verzeichneten
in ihrer Studie einen deutlichen Anstieg der Hormonkonzentration nach

Glukosegabe.

Prifung der Spezifitat

Zur Priifung der Spezifitait des Elecsys® 1010 wurde ebenfalls ein Serum zur
Messung benutzt, aus dem zuvor mit Hilfe von Aktivkohle die Schilddrisenhormone

extrahiert wurden. Bei der Messung der Schilddrisenhormone im Anschluss an die
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Extraktion wurde in geringem Male noch eine TT4-Konzentration gemessen, die bei
maximal 7,0 nmol/l lag. Die untere Nachweisgrenze liegt bei 5,4 nmol/l. Andere
Schilddrisenhormone konnten nach der Behandlung des Serums mit Aktivkohle nicht
mehr nachgewiesen werden. Die bei der Extraktion verwendeten Sera wurden
sowohl auf dem Beckman-Coulter Access® als auch auf dem Elecsys® 1010
gemessen. Beim Access® lagen die gemessenen Konzentrationen aller
Schilddrisenhormone nach der Extraktion unterhalb der unteren Nachweisgrenze,
was vermuten lasst, dass sich im Serum der Katze Substanzen befinden, die mit den
Antikdrpern aus dem TT4-Test des Elecsys® 1010 kreuzreagieren. Eine weitere
Erklarung kénnte auch sein, dass der Test des Elecsys® 1010 wesentlich sensitiver
ist als der des Beckman-Coulter Access®. In der vorliegenden Studie wurde das
Serum 24 Stunden mit Aktivkohle extrahiert. Andere Studien dehnten diese
Inkubationszeit auf 48 Stunden aus, teilweise wurde nach 24 Stunden das Serum
nach vorheriger Reinigung erneut mit Aktivkohle versetzt. Mit Hilfe dieser Methode
kénnte eine Uberpriifung der Ergebnisse vorgenommen werden, um endgiiltig eine
Kreuzreaktivitdt auszuschlieRen. Bei der Wiederfindung zeigte der Elecsys® 1010
keine kontinuierliche Uberschatzung der TT4-Werte, sondern lag zum Teil deutlich
unter 100,0 % Wiederfindungsrate. Eine durchgangig zu verzeichnende
Uberschatzung der Werte, wie im Falle der Wiederfindung von TT3, wirde die
Vermutung flr eine Kreuzreaktion der Antikdrper mit anderen Stoffen aus dem

Serum unterstitzen.

Als weiteres Kriterium fur die Spezifitat eines analytischen Messverfahrens gilt die
Linearitat von Verdunnungsreihen. Aus diesem Grund wurden von den zu
bestimmenden Hormonen jeweils vier Verdinnungsreihen mit einer vom Hersteller
mitgelieferten Verdiinnungslésung angefertigt und mit dem Elecsys® 1010
gemessen. Mit Ausnahme einer Fehimessung innerhalb der vier Verdinnungsreihen
von TT4 lagen die gemessenen Istwerte nur geringfugig uber den Sollwerten. Auch
die Linearitdt war bei den Messungen der Verdiinnungsreihen mit dem Elecsys®
1010 sehr gut. Im Vergleich zu den Messungen mit dem Beckman-Coulter Access®,
der eine kontinuierliche Unterschatzung der Werte produzierte, zeigte der Elecsys®
1010 eine héhere Spezifitat. Zudem lagen die Werte beim Elecsys® 1010 naher an
den errechneten Sollwerten. DONNE und WILDGOOSE (1984) verwendeten in ihrer
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Studie den testeigenen Nullstandard zur Verdinnung der Proben und konnten
ebenfalls, wie auch bereits REIMERS et al. (1981), einen linearen Abfall der
Hormonkonzentration von T4 bei der Messung mit einem RIA feststellen. SINGH et
al. (1997) erhielten bei der Verdlinnung von T4 mit allen drei Methoden (RIA, CLEIA,
CLIA) eine gute Linearitat. In Verbindung mit den Ergebnissen der Extraktion der
Schilddriisenhormone Iasst sich die geringe Uberschatzung der Ergebnisse damit
erklaren, dass im Katzenserum Stoffe vorhanden sind, die mit dem T4-Test
kreuzreagieren. Der Hersteller hat eine signifikante Kreuzreaktivitat fur L-Thyroxin
und D-Thyroxin mit jeweils 100,0 % ermittelt (ROCHE, 1999). Wie schon bei der
Wiederfindung diskutiert, konnte zum sicheren Ausschluss einer Kreuzreaktivitat mit
Verbindungen im Katzenserum das Serum einer langeren Extraktion mit Aktivkohle
unterzogen werden. Kann nach der langeren Extraktion immer noch eine T4-
Konzentration gemessen werden, sind kreuzreagierende Stoffe im Serum enthalten;
ist jedoch keine messbare Hormonkonzentration mehr nachweisbar, sind die
Antikdrper aus dem T4-Test des Elecsys® deutlich sensitiver und spezifischer als z.

B. die Antikdrper des Beckman-Coulter Access®.

Bei der Verdinnung von TT3 zeigt der Elecsys® 1010 in allen vier
Verdunnungsreihen eine extreme Abweichung des Istwertes vom Sollwert im Sinne
einer Uberschatzung der ermittelten Werte. Die gemessenen Werte werden zwar mit
zunehmender Verdlnnung niedriger, allerdings nicht in dem Male, wie es dem
Verdiinnungsverhaltnis entsprechen wiirde. Diese Uberschatzung der TT3-
Konzentration korreliert mit den erhaltenen Ergebnissen der Richtigkeitsprifung, bei
der Wiederfindungsraten zwischen 119,0 % und 142, 0 % gemessen wurden. Da mit
Hilfe der Extraktion der Schilddrisenwerte eine Kreuzreaktivitdt anderer Stoffe mit
den TT3-Antikdrpern vollstandig ausgeschlossen werden konnte, muss die Ursache
fur diese tGiberdurchschnittliche Uberschatzung der Werte im Testverfahren begriindet
sein. Informationen des Herstellers bezuglich der Kreuzreaktivitat mit anderen
Stoffen liegen vor. Zu nennen sind insbesondere D-Trijodthyronin mit 100,0 % und
3,3°,5-Trijodthyroessigsaure mit 106,0 % Kreuzreaktivitat (ROCHE, 1999).

Die Verdinnungsreihen von Kortisol und Insulin waren insgesamt sehr zufrieden-
stellend mit einer hervorragenden Linearitat und einer sehr hohen Messgenauigkeit

hinsichtlich des Sollwertes. Insofern sind die Ergebnisse der Verdunnungsreihen von
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Kortisol und Insulin vergleichbar denen des Beckman-Coulter Access® und auch den
aus der Literatur bekannten Studien von REIMERS et al. (1981) und SINGH et al.
(1997) fur Kortisol und NELSON et al. (1990) fur Insulin. Vom Hersteller ermittelte
Kreuzreaktionen bestehen bei Kortisol fur 21-Deoxykortisol mit 45,4 %, fur
Kortikosteron mit 5,8 % und fur 11-Deoxykortisol mit 4,1 %. Bei den Stoffen mit
Kreuzreaktivitat mit Insulin handelt es sich um Rinderinsulin mit 25,0 % und
Schweineinsulin mit 19,2 % (ROCHE, 1999). Alle weiteren getesteten Verbindungen
fur diese beiden Hormone lagen unter 3,0 % Kreuzreaktion und gelten somit als nicht
signifikant (REIMERS et al., 1981).

Prufung auf Sensitivitat

Die unteren Nachweisgrenzen liegen beim Elecsys® 1010 fiir TT4 bei 5,4 nmol/l, fiir
fT4 bei 0,30 pmol/l, fir TT3 bei 0,30 nmol/l, fir fT3 bei 0,40 pmol/l, fir Kortisol bei 8,0
nmol/l und fir Insulin bei 1,39 pmol/l. Der Elecsys® 1010 ist aufgrund seiner
Testverfahren und den sehr niedrigen unteren Nachweisgrenzen erfolgreich fur die
Messung der oben angefuhrten Hormone im Katzenserum einsetzbar. Dies wird
anhand der aus der Literatur bekannten und in dieser Studie ermittelten

Referenzwerte bestatigt.

13. Vergleich Beckman-Coulter Access® mit dem Elecsys® 1010

Beide Gerate sind aufgrund ihrer sehr hohen Sensitivitat auch ohne Abwandlung der
Standardkurve oder Verdoppelung der Serummenge, wie bei Tests (RIA) anderer
Studien zur Verbesserung der Prazision angewandt (ANDERSON, BROWN, 1979;
REIMERS et al.,, 1981; DONNE, WILDGOOSE, 1984), geeignet zur Messung der
getesteten Hormone im Katzenserum. Ferner sind beide Gerate aufgrund ihres
Random-Access-Betriebes, der die parallele Bearbeitung mehrerer Proben
gleichzeitig zulasst, deutlich schneller. Demzufolge ergibt sich eine hohere Effektivitat
fur den taglichen Routineablauf im medizinischen Labor, die durch die Verwendung
von effektiveren Technologien noch gesteigert wird (VAN LENTE, 1997). Durch diese

Vollautomatisierung verfliigen die Gerate Uber mehrere Vorteile: Weniger Zeit wird fur
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die Bearbeitung der Proben benotigt, der Faktor Mensch als potentielle Fehlerquelle
wird auf ein Minimum und die bendtigten Probenmengen werden deutlich reduziert
(JOHN, 1999). Letzteres ist speziell in der Tiermedizin von gro3em Vorteil, da hier,
wie schon vorher angesprochen, aufgrund der geringen Groéf3e der Patienten auch
die zu gewinnende Blutmenge limitiert ist und dadurch haufig auf
Blutuntersuchungen mangels Probenmaterial verzichtet werden muss. Wie aus der
Literatur bereits bekannt ist und auch in dieser Studie bestatigt werden konnte,
arbeiten die Gerate mit einer sehr hohen Genauigkeit und Reproduzierbarkeit.
Ebenso ist die Sensitivitat im Vergleich zu anderen immunologischen Messmethoden
deutlich héher, wodurch sich eine groRere Messbreite ergibt (PATTERSON et al.,
1994; SANCHEZ-CARBAYO et al., 1999).

Prufung der Prazision

Vergleicht man die Ergebnisse der beiden fur diese Arbeit zur Verfiigung gestellten
Gerate miteinander, so ist leicht erkennbar, dass hinsichtlich der Prazision bei
Messungen der Schilddriisenhormone der Elecsys® 1010 dem Beckman-Coulter
Access® deutlich Uberlegen ist. Insbesondere bei Messungen der Inraassay-
Préazision liegen die Variationskoeffizienten des Elecsys® 1010 deutlich niedriger als
die Variationskoeffizienten des Access®, wohingegen die Interassay-Prézision
annahernd gleich gut zu bewerten ist. Aufgrund der Verwendung von Sera mit
deutlich unterschiedlichen Hormonkonzentrationen bei der fT3 Messung auf den
beiden Geraten, kdnnen die sehr schlechten Ergebnisse des Elecsys® 1010 nicht mit
denen des Access® verglichen werden. Basierend auf der Tatsache, dass die
Konzentration des im Elecsys® 1010 gemessenen Serums unter der unteren
Nachweisgrenze lag, kann hier kein Vergleich mit den Ergebnissen des Beckman-
Coulter Access® vorgenommen werden. Die restlichen Interassay-Messungen von

fT3 fielen nur wenig schlechter aus als beim Access®.

Ganz gegenteilig verhielt es sich bei der Prazisionsprufung fur Kortisol und Insulin.
Hier erreichte der Beckman-Coulter Access® bessere Variationskoeffizienten als der

Elecsys® 1010. Bei Kortisol lag der Access® unter 10,0 %, der Elecsys® 1010
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geringfugig uber 10,0 % und damit noch im akzeptablen Bereich. Bei Insulin schnitt
der Elecsys® 1010 aufgrund einer Probe, deren Hormonkonzentration deutlich
unterhalb der unteren Nachweisgrenze des Gerates lag, sehr viel schlechter ab. Die
Ubrigen Messungen zur Prazisionsprufung wiesen fur beide Gerate entsprechend
gute Ergebnisse auf und kdénnen damit hinsichtlich dieses Parameters als

miteinander vergleichbar angesehen werden.

Prifung der Richtigkeit

Der Beckman-Coulter Access® iberschatzte die Werte bei TT4 durchwegs deutlich,
wahrend sich bei der Messung von TT3 eine Unterschatzung der Werte ergab. Der
Elecsys® 1010 verhielt sich umgekehrt. Die Wiederfindung von TT4 lag mit 103,0 %
im optimalen Bereich, wahrend die TT3-Werte in hohem Malde Uberschatzt wurden.
FUr beide Gerate wurde hinsichtlich der jeweils Uberschatzten Hormone eine
Kreuzreaktivitat mit anderen Stoffen im Katzenserum ausgeschlossen, so dass die
Ursache daflir wohl ein systematischer Fehler im Testverfahren selbst sein durfte,

der im Routinebetrieb der Gerate mit bedacht und insofern in Kauf zu nehmen ware.

Bei der Messung der Schilddrisenwerte fur die biologische Richtigkeit kdnnen beide
Gerate den erwarteten Abfall der Hormonkonzentrationen sowohl bei den

gebundenen wie auch bei den freien Hormonen darstellen.

Bei der Wiederfindung von Kortisol war der Beckman-Coulter Access® das
Uberlegene Gerat und Uberzeugte mit einer Wiederfindungsrate von durchschnittlich
100,0 %, wahrend der Elecsys® 1010 bei der Messung eine kontinuierliche
Unterschatzung der Werte aufwies. Dabei zeigte sich die Uberlegenheit der beim
Access® verwendeten Antikorper, die offensichtlich eine hohere Affinitit zu felinem
Kortisol aufwiesen als die im Testsystem des Elecsys® 1010 zum Einsatz

kommenden Antikorper.

Bei der Messungen der Kortisolwerte im Rahmen der biologischen
Richtigkeitsprifung zeigten bei beiden Geraten in gleichem Malie einen deutlichen

Anstieg der Konzentration und sind dementsprechend als erfolgreich zu bewerten.
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Hinsichtlich der Wiederfindung von Insulin verhielten sich die Gerate umgekehrt
proportional zu den Ergebnissen des oben besprochenen Kortisol. Beide Gerate
zeigten eine Unterschatzung der Werte. Der Beckman-Coulter Access® mift
offensichtlich - aufgrund der extremen Affinitat fir humanes Insulin - in den mit
humanen Standards aufgestockten Proben nur das Hormon aus den Standards und
nicht das feline Insulin aus den Proben. Beim Elecsys® 1010 ist dieser Effekt nicht
ganz so ausgepragt und erreicht noch eine Wiederfindungsrate von 69,0 %, ebenfalls

ein unbefriedigendes Ergebnis.

Bei der Uberpriifung der biologischen Richtigkeit fiir Insulin zeigten beide Gerate in
jeweils zwei Messungen einen zu erwartenden deutlichen Anstieg der Konzentration.
Jeweils eine Messung ergab einen geringen Anstieg der Konzentration, wobei bei
beiden Proben der Ausgangswert im sehr niedrigen Bereich lag. Aufgrund dieser
Ergebnisse zeigte sich fur beide Gerate, dass ohne humanes Insulin das feline
Insulin, zumindest in einem gewissen Malde, durch die in den Tests verwendeten
Antikorper gebunden wird. Allerdings sei auch hier in Anlehnung an die Literatur
nochmals darauf hingewiesen, dass es insbesondere im Falle des Insulins sinnvoll
ist, jeden Test gesondert auf die Mdglichkeit der Anwendung bei der Katze zu
Uberprufen und fur jeden Test eigene Referenzwerte festzulegen (STOCKHAM et al.,
1983). Ferner empfiehlt es sich, wie bereits angesprochen, bei beiden Geraten eine
Spezifitatsprufung unter Verwendung von felinem Pankreasextrakt durchzuflhren
(NELSON et al.,, 1990), um einen sicheren Nachweis der Bindungsaffinitat der
testeigenen Antikorper fur felines Insulin zu erhalten. Felines Insulin steht derzeit

jedoch nicht zur Verfliigung.

Prufung der Spezifitat

Das Ergebnis flr den Beckman-Coulter Access®, bei dem die Konzentrationen aller
Schilddrusenhormone nach der Extraktion mit Aktivkohle unter der unteren
Nachweisgrenze lagen, ist in dieser Arbeit besser ausgefallen als fiir den Elecsys®
1010. Beim Elecsys® 1010 waren alle vier gemessenen TT4-Werte gerade noch
messbar. Diese Ergebnisse zeigen, dass im Katzenserum keine Verbindungen

enthalten sind, die mit dem Test des Access® kreuzreagieren. Beim Elecsys® 1010
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hingegen scheinen noch Substanzen im Serum enthalten zu sein, die mit dem Test
zur Bestimmung von Gesamt T4 interferieren. Allerdings korrespondiert dieses
Ergebnis nicht mit den guten Ergebnissen bei der Bestimmung der Wiederfindungs-
rate von Gesamt T4 (103,0 % Wiederfindungsrate). Der Grund dafir liegt
moglicherweise in der Tatsache, dass dieses Testverfahren um ein Vielfaches
sensitiver ist als das des Beckman-Coulter Access®. In der Literatur wurde von
einigen Autoren Serum verwendet, das nicht nur fur 24 Stunden, sondern fur 48
Stunden mit Aktivkohle versetzt war, um damit samtliche Hormone aus dem Serum
zu eliminieren. Um eine mdgliche Kreuzreaktivitat sicher zu bestatigen oder
auszuschlielen, ware eine erneute Messung mit Serum, das 48 Stunden mit

Aktivkohle versetzt war, anzuraten.

Bei den Verdiinnungsreihen von TT4, gemessen mit dem Elecsys® 1010, scheint die
Mdglichkeit einer Kreuzreaktivitat mit anderen im Katzenserum enthaltenen Stoffen
wiederum bestatigt. Die vier Verdinnungsreihen zeigten eine geringradige
Uberschatzung der Hormonkonzentrationen bei sehr guter Linearitat. Eine weniger
gute Linearitdt wies der Beckman-Coulter Access® bei der Messung der
Verdinnungsreihen auf, und zwar zeigte sich bei diesem Gerat durchwegs eine
Unterschatzung der Konzentration, die im Gegensatz zur Uberschatzung bei der
Wiederfindung steht. Eine Verdlnnungsreihe, bei der es sich um eine vollstandige
Fehlmessung handelt, wurde nicht zur Beurteilung herangezogen, da wohl eher von

menschlichem Versagen als von einem Geratefehler ausgegangen werden kann.

Bei den Verdlnnungsreihen fur TT3 zeigte das Testverfahren des Beckmann-Coulter
Access® die weitaus hdhere Spezifitat mit drei von vier sehr guten Resultaten sowohl
bei der Linearitdt als auch hinsichtlich der Anndherung an den Sollwert. Beim
Elecsys® 1010 lagen die Werte aller vier Messungen deutlich {iber den erwarteten
Sollwerten entsprechend der Uberschatzung bei der Wiederfindung und wiesen
zudem noch eine méaRige Linearitat auf. Diese Uberschatzung des Elecsys® 1010
konnte bei der Extraktion nicht nachvollzogen werden und ist demzufolge als ein

systematischer Fehler im Testverfahren anzusehen.

Die Verdiunnungsreihen von Kortisol ergaben bei beiden Geraten sehr gute

Ergebnisse. Sie zeigten eine gleich gute Anndherung an den Sollwert bei
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hervorragender Linearitat. Im Gegensatz zu den schlechten Ergebnissen des
Elecsys® 1010 bei der Wiederfindung von Kortisol war bei der Verdiinnung keinerlei
Unterschatzung der Konzentrationen zu finden, wohingegen der Beckman-Coulter
Access® im Gegensatz zur hervorragenden Wiederfindung eher zur leichten

Unterschatzung der Werte neigte.

Beim Vergleich der beiden Gerate bei den Verdlnnungsreihen fur Insulin konnte
beim Elecsys® 1010 eine minimal bessere Annaherung der Ergebnisse an den
erwarteten Sollwert als beim Access® feststellt werden. Beide Gerate wiesen jedoch
eine hervorragende Linearitat bei der Messung der Verdinnungsreihen von Insulin

auf.

Insgesamt zeigten beide Gerate in dieser Studie gute Ergebnisse und koénnen
hinsichtlich der durchgefihrten Untersuchungen als geeignet fir die Anwendung bei
der Messung der getesteten Hormone in Katzenblutproben bewertet werden, mit
Ausnahme des Insulins, das besonders bei der Wiederfindung bei beiden Geraten
keine akzeptablen Ergebnisse erreichte. Fur dieses Hormon mussen noch
weitergehende Untersuchungen angeschlossen werden, da diese aufgrund des
Mangels an felinen Insulinstandards und der fehlenden Moglichkeit, z. B. felines
Pankreasextrakt zu verwenden, nicht durchgefuhrt werden konnten. Die erhaltenen
Resultate der beiden Gerate zeigten die in geringem Masse vorhandene Fahigkeit
beider Testverfahren, felines Insulin nachzuweisen. Allerdings konnte nicht bewiesen
werden, dass dies fur die Diagnostik ausreichend ist. Aus diesem Grund werden

auch die fur Insulin gemessenen Referenzwerte als nicht verwertbar erachtet.

Aufgrund der Ergebnisse dieser Studie und im Hinblick auf die bei der Katze am
haufigsten benotigten Werte ist der Elecsys® 1010 das fiir diese Tierart besser
geeignete Gerat, da es bei der Messung der Schilddrisenhormone, insbesondere
des TT4, das bei der Katze noch immer der wichtigste Parameter zur Diagnose der
Hyperthyreose ist, die durchweg besseren Ergebnisse erbracht hat. Der
systematische Fehler im Sinne einer Uberschatzung der Werte bei der Bestimmung
von TT3 kann aufgrund der insgesamt eher im niedrigen Bereich liegenden TT3-

Werte bei der Katze in Kauf genommen werden.
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Wihrend der Arbeit mit den beiden Gerdten wurde der Elecsys® 1010 als das im
taglichen Umgang und im Arbeitsablauf bedienerfreundlichere Gerat empfunden. Die
Handhabung des Beckman-Coulter Access® ist komplizierter und damit auch
zeitaufwandiger im Hinblick auf die Eingabe und die Vorbereitung der einzelnen
Proben. Ein weiteres positives Kriterium fiir die Verwendung des Elecsys® 1010 ist
der Einsatz von Ruthenium als Chemilumineszenz-Marker. Ruthenium kann im
Vergleich zu anderen Chemilumineszenz-Markern immer wieder verwendet werden,
wahrend andere Marker wie Luminoll oder Acridinester nur einmal reagieren kdénnen
(WON-YOUNG, 1997; ROCHE DIAGNOSTICS, 1999).

14. Bestimmung der Referenzwerte

Aufgrund der Tatsache, dass eine breite Streuung der Konzentrationen der
peripheren  Schilddrisenhormone sowohl bei euthyreoten als auch bei
hyperthyreoten Individuen bekannt ist, ergibt sich eine gewisse Unsicherheit bei der
alleinigen Bestimmung von Gesamt T4 und Gesamt T3 zur Diagnose von
Schilddrusenfunktionsstorungen (PUILLE et al.,, 2000). Wie auch aus der
Humanmedizin bekannt, bestehen zusatzlich dazu mehrere Faktoren, die fur diese
Streubreite besonders bei der Messung von T3 und T4 verantwortlich sind. Durch die
Proteinbindung dieser Hormone sind sie ausgepragten (inter)individuellen
Schwankungen unterworfen, die durch Medikamente, unterschiedliche Ostrogen-
spiegel und - wie bereits erwahnt - durch extrathyreoidale Krankheiten (NTI) mit
schwerer Allgemeinstdérung beeinflusst werden (MCLOUGHLIN, 1993). Dem wurde,
auch in Anlehnung an die bereits erwahnte Literatur und die Empfehlung der Autoren
STOCKHAM et al. (1983) dahingehend Folge geleistet, dass die Referenzwerte fur
das Gerat Elecsys® 1010 und das Labor der |. Medizinischen Tierklinik der LMU

Munchen individuell festgelegt wurden.

Diese Referenzwerte haben nur Giiltigkeit fir den Elecsys® 1010 und die
Katzenpopulation im Klientel der Tierklinik der Universitat Minchen. Insofern sind sie
nicht als allgemein gultig anzusehen und nicht fir die Anwendung in tierarztlichen

Institutionen in anderen Regionen und fur andere Gerate zu Grunde zu legen.
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Zusammenfassung

Die schnelle und exakte Bestimmung von Laborparametern, wie z. B. Hormonen, ist
ein entscheidender Schritt fur die Diagnostik und die sich anschlielende Therapie in

der Tiermedizin.

In dieser Arbeit wurden zwei Gerate zur Messung der Schilddrisenhormone Thyroxin
(TT4), Trijiodthyronin (TT3), freies Thyroxin (fT4), freies Trijodthyronin (fT3), Kortisol
und Insulin im Katzenserum validiert. Zur Messung dieser Hormone standen
unterschiedliche Verfahren zur Verfiigung, der Beckman-Coulter Access®, der mit
Chemilumineszenz-Technik arbeitet, und der Elecsys® 1010, der die Parameter mit
der Elektrochemilumineszenz-Technik misst. Beide Testverfahren wurden hinsichtlich
der Faktoren Prazision, Richtigkeit und Spezifitdt bewertet. Zu diesem Zweck wurden
zehn Messungen in einem Durchgang (Intraassay), Reihenmessungen an zehn
aufeinander folgenden Tagen (Interassay), Messungen hinsichtlich Wiederfindung
und biologische Richtigkeit sowie Verdunnungsreihen der einzelnen Hormone
durchgefuhrt. Fur die Schilddrisenhormone wurde zusatzlich die Spezifitat mit Hilfe
der Messung von mit Aktivkohle behandeltem Serum geprift. Aufgrund der
erhaltenen Ergebnisse konnen beide Gerate als geeignet fur den Einsatz in der
Tiermedizin beurteilt werden mit Ausnahme der Insulinmessung. Notwendige
Untersuchungen flr die genaue Evaluierung, z. B. mit acetonextrahiertem felinen
Pankreas, konnten im Rahmen dieser Studie nicht durchgeflihrt werden. Insofern
kann Uber die Eignung der getesteten Gerdte — Beckman-Coulter Access® und
Elecsys® 1010 - im Hinblick auf die Messung von Insulin im Katzenserum nicht ohne
das Vorliegen der Ergebnisse der oben angegebenen, notwendigen weiteren

Untersuchungen endgultig entschieden werden.

Im Anschluss an die Validierung wurden mit dem Elecsys® 1010 die Referenzwerte
fur die Schilddrisenhormone und Kortisol bei 118 gesunde Katzen bestimmt. Die
sich daraus ergebenden Referenzbereiche liegen fur Gesamt T4 zwischen 11,1
nmol/l und 48,7 nmol/l, flir fT4 zwischen 7,2 pmol/l und 38,6 pmol/l, fir Gesamt T3
zwischen 0,7 nmol/l und 1,6 nmol/l, fur fT3 zwischen 1,0 pmol/l und 9,8 pmol/l sowie

fur Kortisol zwischen 6,9 nmol/l und 388,4 nmol/l. Die bei 115 gesunden Katzen fur
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Insulin ermittelten Referenzwerte konnten aufgrund der nicht ausreichend gepruften
Fahigkeit der beiden Testverfahren und der dazugehérenden Antikorpern, nicht als
gultig fur die Verwendung in der Diagnostik bewertet werden. Die Werte der
Schilddrisenhormone Gesamt T4, fT4, Gesamt T3 und fT3 sowie fiir Kortisol werden

fir den Elecsys® 1010 als Referenzbereiche angegeben.
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Summary

Validation and comparison of two determining methods for thyroid hormones,

cortisol and insulin of cats.

Quick and precise determination of laboratory parameters, like for instance
hormones, is a decisive step for diagnostics and the subsequent therapy in veterinary

medicine.

This paper has been used to validate two devices for measuring the thyroid
hormones thytoxine (TT4), trijiodthyronine (TT3), free thyroxine (fT4), free
trijodthyronine (fT3), cortisol and insulin in feline serum. Different processes are
available for measuring these hormones, one being the device Beckman-Coulter
Access®, using chemical luminescence technology and Elecsys® 1010, measuring
the parameters using the electro-chemical luminescence technology. Both testing
processes were assessed with respect to the factors precision, correctness and
specifity. Ten measurements were made in one run for this purpose (intra-assay),
serial measurements on ten consecutive days (inter assay), measurements for
repeated detection and biological correctness as well as serial dilution measurements
were made for the individual hormones. Additionally, the specifity is tested for the
thyroid hormones using serum treated using activated carbon. Based on the results
received, both devices may be assessed as suitable for use in veterinary medicine,
with the exception of insulin measurement. Required examinations for exact
evaluation, for instance using feline pancreas extracted using acetone, could not be
performed within the scope of this study. Therefore, no final decision may be made
on suitability of the devices tested - Beckman-Coulter Access® and Elecsys® 1010 —
with respect to measurement of insulin in feline serum without having the results of

the above mentioned further required examinations.

Subsequent to validation, Elecsys® 1010 was used to determine the reference values
for thyroid hormones and cortisol of 118 healthy cats. The resulting reference ranges
are for TT4 between 11.1 nmol/l and 48.7 nmol/l, for fT4 between 7.2 pmol/l and 38.6
pmol/l, for TT3 between 0.7 nmol/l and 1.6 nmol/l, for fT3 between 1.0 pmol/l and 9.8

pmol/l and for cortisol between 6.9 nmol/l and 388.4 nmol/l. The reference values
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determined for insulin for 115 healthy cats could not be assessed as valid for use in
diagnostics due to the insufficiently tested ability of the two testing processes and the
associated antibodies. The values for the thyroid hormones TT4, TT3, fT4, fT3 and
cortisol are stated as reference ranges for the Elecsys® 1010 remaining in the

laboratory of the |I. Medizinischen Tierklinik (first veterinary clinic) of LMU Munich.
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