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Zusammenfassung

Der Morbus Basedow ist die zweithdufigste Autoimmunerkrankung der Schilddriise und wird
durch die Bildung von Autoantikdrpern verursacht, die sich gegen den thyroid stimulating
hormone receptor (TSHR) richten, sogenannte TSH-Rezeptor Autoantikorper (TRAKS).
Bislang wurden drei verschiedene Subtypen von TRAKSs identifiziert: stimulierende TRAKS,
blockierende TRAKs und neutrale TRAKs. Von diesen verursachen nur die stimulierenden
TRAKs (sTRAK) durch die Stimulierung der Schilddriisenhormonsynthese eine
Hyperthyreose. Bis vor kurzem war der Nachweis von sTRAK auf einen einzigen mithsamen
und zeitaufwindigen Bioassay beschrinkt. Ein neuartiges Testsystem, mit dem sTRAK schnell
und direkt in Patientenseren mittels einer Bridge-Technologie nachgewiesen werden konnen,
wurde kiirzlich entwickelt und ist nun als automatisierter Chemilumineszenz-Immunoassay
(Bridge) erhiltlich. In dieser Arbeit wurde der neuartige automatisierte Bridge-Assay fiir den
Einsatz in der klinischen Routine evaluiert und mit dem herkdmmlichen automatisierten
TRAK-Test (Competition-Assay) verglichen. Die Auswertung erfolgte retrospektiv anhand der
Daten von 226 M. Basedow-, 57 Autoimmunthyreoiditis-, 74 Struma nodosa- und 49
Schilddriisenkarzinom-Patienten, sowie 41 schilddriisengesunden Kontrollpersonen. Die ROC-
Plot-Analyse auf der Grundlage von Seren neu diagnostizierter Morbus Basedow-Patienten
ergab eine Area under the curve von 0,99 (95 % CI: 0,99-1,0), was auf eine hohe Sensitivitét
und Spezifitit des Tests hindeutet. Die hochste Sensitivitit (100 %) und Spezifitit (99 %) wurde
bei einem Grenzwert von 0,55 TU/I festgestellt. Der berechnete positive priadiktive Wert lag bei
94 %, wéhrend der negative pradiktive Wert 100 % betrug. Bei Anwendung eines ROC-Plot
basierten Grenzwertes von 0,30 IU/1, der aus Seren von Morbus Basedow-Patienten abgeleitet
wurde, die bereits seit bis zu sechs Monaten eine thyreostatische Medikation erhalten hatten,
betrug die Sensitivitit 99 % und die Spezifitit 98 %. Ein detaillierter Vergleich der beiden
Systeme ergab eine leicht unterschiedliche Verteilung von sTRAK und TRAK. Es bestand eine
signifikante Korrelation zwischen sSTRAK und freiem Thyroxin (fT4), aber eine noch hohere
Korrelation zwischen TRAK und fT4. Die Messung von SsTRAK wiéhrend der
Nachbeobachtung ergab einen stetigen Riickgang tiber ein Jahr der Nachbeobachtung.
Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass der Nachweis von sTRAK mit dem neuartigen
automatisierten Bridge-Assay-System eine hohe Sensitivitdt und Spezifitét fiir die Diagnose des
Morbus Basedow aufweist bzw. diesen von anderen Schilddriisenerkrankungen unterscheiden
kann. Die Analyse liefert jedoch keinen vollstindigen Nachweis fiir die Spezifitit des Bridge-
Assays exklusiv fiir sSTRAK.



Summary

Graves® disease is the second most common autoimmune thyroid disease and is caused by the
formation of autoantibodies targeting the thyroid stimulating hormone receptor (TSHR),
commonly known as TSHR autoantibodies (TRAbs). To date, three different subtypes of
TR ADbs have been identified: stimulating TRAbs, blocking TRAbs and neutral TRAbs. Of these,
only the stimulating TRAbs (sTRAD) cause hyperthyroidism through the stimulation of thyroid
hormone synthesis. Until recently, the detection of stimulating TSH receptor antibodies was
limited to a single laborious and time-consuming bioassay. A novel assay system, with the
ability to detect STRAb rapidly and directly in sera using a bridge technology, has been
established and is now available as an automated chemiluminescende (bridge) immunoassay.
In this thesis, the novel automated bridge assay was evaluated for its use in clinical routine and
compared with the conventional automated TRADb assay (competition assay). The evaluation
was performed retrospectively on data from 226 Graves’ disease, 57 autoimmune thyroiditis,
74 non autoimmune nodular goiter and 49 thyroid cancer patients, as well as 41 healthy controls
subjects. ROC plot analysis based on sera of newly diagnosed Graves’ disease patients revealed
an area under curve of 0.99 (95 % CI: 0.99-1.0) indicating a high assay sensitivity and
specificity. The highest sensitivity (100 %) and specificity (99 %) was seen at a cut-off level of
0.55 TU/L. The calculated positive predictive value was 94 %, whereas the negative predictive
value was 100 %. Applying a ROC plot derived cut-off of > 0.30 IU/I, derived from sera of
Graves’ disease patients already receiving antithyroid drug therapy for up to 6 months, the
sensitivity was 99 % whereas the specificity was 98 %. Detailed comparison of both systems
revealed a slightly different distribution of sTRAb and TRAb. There was a significant
correlation between sTRAD and free thyroxine (fT4), but an even higher correlation between
TRAD and fT4. Measurement of STRAb during follow up revealed a steady decline over one
year of follow up.

In summary, this study demonstrates that the detection of sTRAb with the novel automated
bridge assay system has a high sensitivity and specificity for diagnosing Graves’ disease and
can discriminate from other thyroid diseases, respectively. However, the analysis does not

provide full evidence for the bridge assay’s specificity for sTRAD only.
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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zum M. Basedow

Die Schilddriise (Glandula thyroidea) ist mit einer Pravalenz von 3-5 % das am hiufigsten von
Autoimmunkrankheiten betroffene Organ [1]. Durch den chronischen Verlauf und die hohe
Priavalenz in der jiingeren Bevdlkerung haben autoimmune Schilddriisenerkrankungen eine
hohe klinische Bedeutung [2]. Neben der Hashimoto-Thyreoiditis ist der Morbus Basedow (M.
Basedow), im englischen als Graves’ disease bezeichnet, mit einer weltweiten Inzidenz von
20-50 Fallen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr die zweithédufigste die Schilddriise betreffende
Autoimmunerkrankung [3]. Frauen sind ca. fiinfmal haufiger betroffen als Méanner [4]. Der M.
Basedow kann in jedem Lebensalter auftreten, der Manifestationsgipfel liegt in zweidrittel der
Fille nach dem 35. Lebensjahr [5]. Ahnlich wie bei anderen Autoimmunerkrankungen scheint
die Inzidenz in den vergangenen Jahren, vor allem in den Industrienationen, zu steigen. Es
liegen deutliche geographische und ethnische Unterschiede in der Ausprigung der Inzidenzen
vor. In Kaukasien und Asien scheint eine hohere Pravalenz vorzuliegen als in Afrika [4, 6]. Die
Atiologie des M. Basedow und die Ursachen der steigenden Inzidenz sind bisher nicht
vollstindig geklart. Die Erkrankung unterliegt einer multifaktoriellen Genese [7].
Verschiedenste  Genloci  wurden identifiziert, die bei der Entstehung einer
Autoimmunerkrankung der Schilddriise eine Rolle spielen [8, 9]. Zu den bisher bekannten
Genloci gehoren u.a. cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA4), Cluster of
differentiation 40 (CD40), Cluster of differentiation 25 (CD25), Protein tyrosine phosphatase
non-receptor type 22 (PTPN22), Thyroglobulin (TG) und Thyroidea stimulierender Hormon-
Rezeptor (TSHR), die vorwiegend in der Humane Leukozytenantigene-Region DR3 liegen
[10]. Von groBBer Bedeutung ist das fiir den TSHR kodierende TSHR-Gen [11]. Der TSHR wird
als Hauptantigen von Autoantikorpern erkannt, die charakteristisch fiir den M. Basedow sind.
Die beim M. Basedow auftretenden Autoantikorper beeinflussen die Sekretion von T3 und T4
und damit die Funktion der Schilddriise und fiihren in der Mehrzahl der Félle zu einer
Hyperthyreose [12]. Die bisher identifizierten Gene stellen schdtzungsweise etwa 20 % der
Vererbung des M. Basedows dar. Weitere Genloci sind Gegenstand aktueller Forschung [13].
Als weitere FEinflussfaktoren auf die Entstehung des M. Basedows werden Rauchen,
Infektionen, Stress, Bestrahlung, Medikamente und ein Selenmangel diskutiert [1, 14-16].
Durch die multiple Organsysteme betreffende Regulationsfunktion der Schilddriise sind die



Symptome des M. Basedow vielfaltig und beeintrachtigen die Lebensqualitéit der betroffenen

Patienten.

1.2 Physiologie der Schilddrise

Bei Erwachsenen zéhlt die Schilddriise mit 15-20 g zu den groBen endokrinen Driisen des
menschlichen Korpers. Makroskopisch besteht die Schilddriise aus zwei Seitenlappen, die sich
dem Ring- und Schildknorpel des Kehlkopfes anlegen und durch einen Isthmus miteinander
verbunden sind [17]. Mikroskopisch betrachtet besteht die Schilddriise aus Follikeln, die
spezifische strukturelle und funktionelle Einheiten bilden. In diesen Follikeln vollzieht sich die
Hauptfunktion der Schilddriise, die Bildung der Hormone Triiodthyronin (T3) und Thyroxin
(T4) [18, 19]. Essenziell fiir die Synthese dieser Hormone ist das Protein Thyroglobulin,
welches in den Thyreozyten synthetisiert und iiber den sekretorischen Weg in das Lumen der
Follikel (auch Kolloid genannt) transportiert wird (Abb. 1 A und B) [20, 21]. Ebenso
erforderlich fiir die Synthese ist lod, welches zunéchst in Form von Iodid-Ionen (I) iiber den
Natrium-Iodid Symporter aus dem Blut in die Epithelzellen aufgenommen und von dort {iber
den Iodid-Chlorid-Antiporter Pendrin in das Kolloid gepumpt werden muss (Abb. 1 C und D)
[22, 23]. Im Kolloid werden die lodid-Ionen iiber das Enzym Thyreoperoxidase (TPO) zu lod
(Io) oxidiert (Abb. 1 E) und anschlieend an Tyrosin-Seitenketten von TG gebunden (Abb. 1
F), wodurch Mono - und Diiodtyrosin-Reste entstehen [24, 25]. In einem nachfolgenden
Schritt, der Konjugation, werden innerhalb eines TG Molekiils iodierte Tyrosinmolekiile
miteinander zu T3 oder T4 Seitenketten gekoppelt [26]. Die Tz- und T4-funktionalisierten TG-
Proteine werden iiber die Aktivierung des TSHR in die Epithelzellen endocytiert [27]. Nach
der Fusion der endocytotischen Vesikel mit dem Lysosom werden T3 und T4 von TG
enzymatisch abgespalten und iiber einen bisher nicht abschlieBend gekliarten Mechanismus in
das Blut sekretiert [18, 28]. In der Schilddriise entsteht vor allem T4, dass biologisch aktivere
T entsteht zu ca. 80% aus T4 durch Deiodierung in der Peripherie [29, 30]. Im Blut werden T;
und T4 liberwiegend an Albumin, Thyroxin-bindendes Prdalbumin (TBPA) und Thyroxin-
bindendes Globulin (TBG) gebunden und transportiert [31, 32].
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Bildung und Sektretion von Triiodthyronin (T3) und Thyroxin
(T4) in einer Follikelzelle der Schilddriise. (A) Synthese und (B) Sekretion von Thyroglobulin (TG) ins
Thyroid Lumen. (C) Aufnahme von lodid (I-) und Natrium (Na+) lonen in die Follikelzelle tiber den
Natrium-lodid-Symporter. (D) Export von lodid aus der Follikelzelle ins Kolloid tiber den Chlorid-lodid-
Antiporter Pendrin. (E) Oxidation von lodid zu lod (12) und (F) lodinierung von Tyrosin (Tyr) Seitenketten
in TG. Beide Reaktionsschritte werden durch das Enzym Thyreoperoxidase (TPO) katalysiert. (G) TG-
katalysierte Konjugation von MIT und DIT zu T3 und T4. (H) Thyroid-stimulating Hormone (TSH)-
Rezeptor vermittelte Endocytose von T3- und T4-TG. (I) Proteolytischer Abbau von TG und Freisetzung
von T3 und T4 im Lysosom. (J) Sekretion von T3 und T4 ins Blut.

Die Regulation der Schilddriisenhormon Produktion und Sekretion erfolgt {iber das zentrale
Nervensystem. Der im Diencephalon gelegene Hypothalamus steuert das endokrine System, in
dem er die hormonregulierten Funktionen peripherer Organe auf das menschliche Verhalten
abstimmt [33]. Im Hypothalamus wird u.a. das Thyreotropin Releasing Hormon (TRH)
produziert, das liber Nervenendigungen das Portalblut der Hypophyse erreicht [34]. In der
Adenohypophyse stimuliert TRH die Ausschiittung des Thyreoidea stimulierenden Hormons
(TSH) [35]. Das TSH erreicht iiber den Blutkreislauf die Schilddriise und bindet dort an
spezifische TSH-Rezeptoren [36]. Die Aktivierung der TSH-Rezeptoren fiihrt {iber
intrazelluldre Signalkaskaden zum Wachstum der Schilddriise und zur Synthese und Sekretion
von T3 und T4 [37, 38]. T3 und T4 ihrerseits hemmen die Bildung von TRH und TSH [39, 40].
Diese negative Riickkopplung bedingt die Konstanthaltung der Konzentration der

Schilddriisenhormone im Blut [32].

T3 und T4 haben vielfdltige und komplexe Wirkungen auf den Organismus und steuern diverse
Organfunktionen, indem sie multiple Korperfunktionen regulieren und so zur
Aufrechterhaltung der Homdostase des menschlichen Korpers maBgeblich beitragen. Zudem

spielen die Schilddriisenhormone eine wichtige Rolle in der geistigen und korperlichen
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Entwicklung [41]. Kinder mit angeborener Hypothyreose erkranken am Kretinismus, der
binnen weniger Wochen nach der Geburt zu einer irreversiblen Einschrankung der kognitiven
Leistungsfahigkeit und einem verzogerten Lingenwachstum fiihrt [42, 43]. Bei Erwachsenen
steigern die Schilddriisenhormone T3 und T4 den Grundumsatz, indem sie in verschiedene
Stoffwechselprozesse eingreifen [42, 44-47]. Sie fordern den Fettsdaurestoffwechsel und
steigern den Glucosespiegel im Blut [48-55]. Im Verdauungstrakt fordern die
Schilddriisenhormone die Darmmotilitét [56]. Das Herz-Kreislauf-System wird ebenfalls durch
die Schilddriisenhormone beeinflusst. Eine erhohte Konzentration an T3 und T4 hat einen
hyperdynamen Kreislauf mit gesteigertem Blutfluss und einem herabgesetzten totalen
peripheren Widerstand zur Folge [57-59]. AuBlerdem wird das Herz durch die
Schilddriisenhormone gegeniiber Katecholaminen sensibilisiert [60, 61]. Insgesamt steigern T3
und T4 die Lusitropie, Inotropie und Chronotropie am Herzen, wodurch es zu einer erhéhten
Herzfrequenz, einem Anstieg des systolischen Blutdrucks und einer Erniedrigung des
diastolischen Blutdrucks kommt [62]. An den Nieren steigern die Schilddriisenhormone die
Filtrationsleistung [63, 64]. Bei beiden Geschlechtern fiithren sowohl hypo- als auch
hyperthyreote Stoffwechsellagen zu multiplen teils nicht abschlieend geklérten Storungen der
Sexualfunktion insbesondere der Reproduktionsfiahigkeit [63, 65-69]. Durch die nahezu den
gesamten menschlichen Korper betreffende Beeinflussung der Schilddriisenhormone lassen
sich die vielfaltigen Symptome des M. Basedows und die hohe klinische Relevanz der

autoimmunen Schilddriisenerkrankungen erkléren.

1.3 Der Thyroidea-stimulierende Hormon Rezeptor (TSHR)

Der TSHR als Hauptregulator der T3 und T4 Sekretion steht im Zentrum der molekularen
Ursache des M. Basedow. Beim TSHR handelt es sich um einen G-Protein gekoppelten
Rezpetor (GPCR), welcher zusammen mit dem Follikelstimulierenden Hormon-Rezeptor
(FSHR) und dem Luteinisierenden Hormonrezeptor (LSHR) die Untergruppe der
Glykoproteinhormonrezeptoren (GPHR) bildet [70-72]. Mittels Rontgenkristallographie sowie
Elektronenmikroskopie konnte die Gruppe der GPHRs in den vergangenen Jahren im
molekularen Detail strukturell untersucht werden [73]. Das zentrale Element der GPHRSs ist
eine fiir GPCRs typische Transmembrandoméne (TMD) aus sieben Transmembranhelices [74].
Auf der zytosolischen Seite der TMD sowie im zytosolischen C-Terminus weisen sie wie
andere GPCRs eine Bindungsstelle fiir G-Proteine auf [75]. Eine strukturelle und funktionelle
Besonderheit der GPHRs sind ihre hufeisenférmigen Leucin-reichen-Repeat (LRR)

Ektodoménen, die als Bindungsstellen fiir ihre entsprechenden Hormonliganden (TSH,



Follikelstimulierendes Hormon oder Luteinisierendes Homon) fungieren [76, 77]. Ebenso ist
die Ektodomidne im TSHR fiir die Bindung von Autoantikdrpern verantwortlich [73]. Die
Ektodomine und TMDs der GPHRs sind durch sogenannte Hinge-Regionen miteinander
verknlipft [73]. Hierbei bildet der C-Terminus der Hinge-Region iiber eine sogenannte p10
Peptid Region essentielle Kontakte mit der ersten Transmembranhelix [78]. Diese Hinge-
Regionen steuern mafgeblich die Signalweiterleitung, indem sie die Ligandenbindung in der
extrazelluldren Ektodoméne mit der Aktivierung von G-Proteinen auf der intrazelluldren Seite

der TMD koppeln [78-80].

Innerhalb der GPHRs weist der TSHR einige Besonderheiten auf. Von den 746 Aminoséduren
(84,5 kDA) des TSHR bilden die Aminosduren 1-397 die aus elf Repeats umfassende LRR-
Ektodomine [81-85]. Durch posttranslationale, intrazelluldre Teilung, die mit dem Verlust von
schitzungsweise 50 Aminosduren aus der Hinge-Region einhergeht, formt der Rezeptor zwei
Disulfid-verbriickte Untereinheiten [86-89]. Die extrazelluldre Ektodoméane stellt dabei die A-
Untereinheit und die TMD zusammen mit den zytosolischen Bereichen des TSHR die B-
Untereinheit dar [90, 91]. Die posttranslationale Spaltung des TSHR in A- und B-
Untereinheiten steht im Verdacht zur Antigenitdt des TSHR beizutragen. Diese Theorie wird
unter anderem durch die Beobachtung gestiitzt, dass die nach der Teilung entstandene TSHR
Ektodoméne eine hohere Affinitdt zur Bindung von TSHR Autoantikérpern aufweist als der
ungespaltene Holorezeptor [92, 93]. Die bei der Teilung entstandene und in den Blutstrom
abgegebene glykosylierte A-Untereinheit, die auch als C-Peptid bezeichnet wird, konnte der
primére Stimulus sein, um bei pradisponierten Menschen eine Autoimmunreaktion auszuldsen
[89, 93]. Was genau die physiologische Funktion des C-Peptids ist oder wie es in die
Signalregulation oder die Pathogenese des M. Basedow eingreift ist ebenso Gegenstand
aktueller Forschung wie die Frage, ob die Spaltung fiir jeden TSHR vollzogen wird und welches
Enzym sie durchfiihrt [94-102]. Eine weitere bislang ungekliarte Frage ist der
Oligomerisierungsgrad des TSHR [103-108].

Als vermutlich zentraler Akteur in der Atiologie des M. Basedow ist ein umfassendes
Verstdandnis des molekularen Mechanismus der TSHR-Aktivierung unerldsslich, um auch die
molekulare Krankheitsursache zu verstehen und potenziell diagnostizieren sowie behandeln zu
konnen. In einer kiirzlich erschienenen Studie von Faust et al. konnte die Struktur des
aktivierten sowie des inaktivierten TSHR mittels kryogener Elektronenmikroskopie mit nahezu
atomarer Auflésung bestimmt werden und somit neue Einblicke in die Hormonbindung und

Konformationsdnderung des TSHR geben, welche eine Signalweiterleitung {tiber die
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Zellmembran ermdglicht [109]. Der inaktive und aktive Zustand des TSHR unterscheiden sich
maBgeblich durch die Orientierung der Ektodomidne, welche selbst durch die Bindung
unterschiedlicher Liganden beeinflusst wird. In der inaktivierten Form, d. h. bei Bindung eines
blockierenden Antikorpers, nimmt die Ektodomine die sogenannte Down-Konformation ein
und ist mit der konkaven Seite in Richtung Zellmembran geneigt. Bei Aktivierung des
Rezeptors durch die Bindung von TSH an die konkave Seite der LRR Ektodoméne kommt es
zu einem Zusammenstol3 zwischen dem glycolysierten ASN52 der a-Kette des TSH und der
Doppellipidmembran [110]. Dadurch nimmt die FEktodoméne eine sogenannte Up-
Konformation ein, in der die Ektodoméne um ca. 38° von der Membran weg rotiert. Die
Bindung von TSH an den TSHR fiihrt also zu einer sterischen Verhinderung der inaktivierten
Rezeptorkonformation. Die Rotation der TSHR Ektodomine wirkt sich unmittelbar auf die
Orientierung der Hinge-Helix in der Hinge-Region aus und beeinflusst dadurch die p10 Region
und in Folge dessen die Konformation der TMD [109]. Durch die Kaskade an
Konformationséinderungen konnte das Aktivierungssignal von der extrazelluliren Ektodoméne
auf die intrazelluldre Seite der TMD iibertragen und somit der Rezeptor aktiviert werden [80,
111-115]. Die Rezeptoraktivierung fithrt wiederum intrazelluldr zu einer G-Protein gekoppelten
Signalkaskade, die schlieBlich eine Erh6hung der cyclischen Adenosinmonophosphat (cAMP)
Konzentration in der Zelle bewirkt [116-120]. Uber diesen Mechanismus wird das
Schilddriisenwachstum und die Schilddriisenhormonproduktion und -Sekretion reguliert [38].
Bemerkenswerterweise scheint im Basalzustand, d.h. im ungebundenen Zustand die TSHR
Ektodomédne dynamisch zwischen der Up- und der Down-Konformation hin- und
herzuwechseln, wodurch eine basale Rezeptoraktivitit resultiert [109]. Dieses dynamische
Gleichgewicht wird somit durch die Bindung von aktivierenden und blockierenden Liganden

verschoben.



1.4 Die Thyreotropin Rezeptor Autoantikorper

Die Ursache des M. Basedow ist ein dysreguliertes Immunsystem, das gepragt ist durch eine
Dysbalance zwischen ausfiithrenden und regulatorischen Zellen. Die Fehlregulierung des
Immunsystems fiihrt zu einer fehlerhaften Elimination und Kontrolle von selbst-reaktiven
Lymphozyten, die darauthin eigenes Gewebe angreifen [121-123]. Im Jahr 1956 beschrieben
Adams und Purves erstmals einen Schilddriisen stimulierenden Faktor im Serum von Patienten
mit Hyperthyreoidismus [124]. In den 1960er Jahren wurde der Schilddriisen stimulierende
Faktor als Antikorper gegen den TSH-Rezeptor identifiziert und wird seither als molekulare

Ursache sowie als Indikator des M. Basedow gesehen [125].

Mittlerweile sind drei Arten von TSH-Rezeptor-Autoantikdrper bekannt, stimulierende TRAK
(sTRAK), blockierende TRAK (bTRAK) und so genannte neutrale TRAK, die unterschiedliche
intrazelluldren ~ Signalkaskaden bewirken und somit unterschiedliche funktionelle
Auswirkungen auf die Schilddriise haben [126]. Gemeinsam ist den bisher bekannten
Antikorpern, dass sie in sehr geringen Konzentrationen vorliegen und ihr Hauptantigen der
TSHR ist, an den sie mit hoher Affinitét binden. Eine biologische Wirkung entfalten die TRAK

in einem Konzentrationsbereich von nmol/l [127, 128].

Stimulierende TRAK sind in der Regel oligoklonale IgG Antikorper der Untergruppe IgGl,
die entweder aus Lambda oder Kappa- leicht Ketten bestehen [129, 130]. Die sSTRAK imitieren
die Bindung des physiologischen Hormons TSH, indem sie die Up-Konformation des
aktivierten TSHR-Zustands stabilisieren [109]. Die dadurch ausgeldste Signalkaskade fiihrt zu
einer Erhohung der intrazelluliren cAMP Konzentration wund stimuliert die
Schilddriisenhormon Produktion und Sekretion [131]. Die Folge der sTRAK vermittelten
TSHR-Stimulierung ist eine Hyperthyreose [126]. Blockierende TRAK sind hingegen
typischerweise polyklonal [132]. Die bTRAK wirken antagonistisch am TSHR wund
kompetitieren mit der Bindung von TSH, sodass sie in hohen Konzentrationen zu einer
Hypothyreose fithren kdnnen [126]. Sowohl sTRAK als auch bTRAK binden an iiberlappenden
Bereichen der konkaven Seite der LRR der Ektodomaéne [82, 83]. Der molekulare Mechanismus
der Rezeptorinhibierung durch bTRAK ist bislang ungeklart. Neutrale TRAK, auch als
Cleavage-Antikorper bezeichnet, binden an lineare Epitope in der fiir die Signaltransduktion
wichtigen Hinge-Region des TSHR [126, 133]. Uber den genauen Wirkmechanismus der
neutralen TRAK ist bisher wenig bekannt. Vermutlich I6sen die neutralen TRAK eine

Signalkaskade aus, die die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies begiinstigt und eine
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Apoptose der Zelle induziert. Die neutralen TRAK konnten in der sehr frithen Phase des M.
Basedows zur Aufrechterhaltung der Erkrankung beitragen [134-136].

sTRAK und bTRAK k&énnen zusammen bei einem Patienten vorliegen [137]. Verschiedene
Verlaufsstudien haben gezeigt, dass Patienten mit einer durch bTRAK ausgelosten
Hypothyreose nach Jahren eine STRAK positive Hyperthyreose entwickeln konnen und vice
versa [138]. Die Schilddriisenfunktion von Patienten mit M. Basedow unterliegt hédufig
deutlichen Fluktuationen. Eine Hyperthyreose ist mit steigender Aktivitdit von sTRAK
assoziiert, wihrend eine Hypothyreose mit steigender Aktivitdt der bTRAK verbunden ist

[139].

Was zu den unterschiedlichen funktionellen Eigenschaften der TRAK fiihrt und an welche
Epitope des TSHR die verschiedenen TRAK binden ist Gegenstand intensiver Forschung und
bislang noch nicht vollstindig geklirt. Nachdem 1989 die ersten Aminosiuresequenzen des
TSHR entschliisselt wurden, wurden erste Riickschliissel auf die Epitope der TRAK mithilfe
chimirer TSH/LH-Rezeptoren gewonnen. In Kombination mit Deletions- und Punktmutanten
lieBen die TSH/LH-Chiméren darauf schliefen, dass STRAK an den N-Terminus der TSHR
Ektodoméne binden, wihrend die Bindungsstellen der bTRAK im C-Terminus lokalisiert ist
[140]. Eine naheliegende Erklarung fiir die unterschiedliche biologische Aktivitidt von sSTRAK
und bTRAK war demnach die Bindung an unterschiedliche Epitope am TSHR [140, 141]. Die
Entwicklung humaner monoklonaler Antikorper (mAK) ermoglichte eine genauere
Untersuchung der TRAK Bindung an den TSHR und konnte die Bindestellen sowohl der
sTRAK als auch der bTRAK in iiberlappenden Bereichen auf der konkaven Oberfliche der
LRR der Ektodoméne verorten [91, 115, 128, 142-146]. Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen
Sanders et al. durch die Bestimmung von Kristallstrukturen der TSHR-Ektodoméne gebunden
jeweils an einen stimulierenden monoklonalen Antikdrper und an einen blockierenden
monoklonalen Antikdrper. Auch Sanders et al. konnten zeigen, dass die Bindungsstellen der
sTRAK und bTRAK in sehr dhnlichen Regionen der konkaven Oberfldache der LRR liegen und
zusitzlich mit der Bindungsstelle der natiirlichen Glykoproteinhormone der GPHRs iiberlappen
[82, 83]. Neueste strukturelle Studien, in denen die Struktur des sSTRAK M22 und des bTRAK
K1-70 gebunden an den TSHR mittels kryogener Elektronenmikroskopie untersucht wurden,
unterstiitzen die bisherigen Beobachtungen, dass sSTRAK den TSHR auf eine &hnliche Weise
aktivieren wie das physiologische TSH [110]. Folglich ist die funktionelle Aktivitdt des TRAK
davon abhidngig, ob dieser sterisch die Konformationsédnderung des Rezeptors in die Down-

Konformation verhindert oder nicht [110]. Sowohl sTRAK als auch TSH verhindern die Down-



Konformation durch einen sterischen Zusammenstof3 mit der Zellmembran und zwingen den
TSHR die Up-Konformation einzunehmen, wodurch die Signaltransduktion aktiviert wird
[110]. Computergestiitzte Modellierungen deuten darauf hin, dass bTRAK trotz der dhnlichen
Bindemodi in der LRR der Ektodoméne wie STRAK, sowohl in der Up- als auch in der Down-
Konformation des TSHR binden konnen, ohne einen sterischen Zusammenstoll zu verursachen.
Daher konnte die blockierende Wirkung von bTRAK in der Kompetition mit TSH um die
Bindungsstelle im TSHR liegen, wodurch der Rezeptor nicht ausschlieBlich die Up-
Konformation des aktivierten Zustands, sondern auch die Down-Konformation des
inaktivierten Zustands einnehmen kann. Der inhibierende Effekt von bTRAKSs konnte daher
womoglich auf einer Reduktion der Rezeptoraktivitit statt auf einer vollstdndigen Blockierung
beruhen. Welche Funktion die Hinge-Region in Bezug auf die Antikorperbindung und

Rezeptoraktivierung einnimmt ist weiterhin umstritten [133, 147].
1.5 Kilinisches Bild des Morbus Basedows

Der M. Basedow ist eine antikdrpervermittelte, spezifische Autoimmunerkrankung der
Schilddriise, die durch eine daraus resultierende Stérung der Schilddriisenhormonproduktion
vielfdltige Auswirkungen auf die durch diese Hormone gesteuerten Organsysteme hat. Neben
den auch bei anderen Schilddriisenerkrankungen vorliegenden Symptomen der Hyperthyreose
kennzeichnen den M. Basedow spezifische Sypmtome: die Struma und die die endokrine
Orbitopathie (EO) [12, 148]. Die Struma entsteht durch sTRAK vermittelte
Wachstumsstimulation der Thyreozyten, wodurch es zu einer diffusen Vergroferung der
Schilddriise kommt [149]. Durch einen nicht abschlieend geklarten Mechanismus kommt es
bei der EO assoziiert mit TSHR exprimierenden Fibrozyten zu einer lokalen Inflammation
sowie Fett- und Bindegewebsvermehrung [150, 151]. Durch die dadurch veridnderte Anatomie
des Auges kommt es zu den pathognomonischen Symptomen eines Exophthalmus, einer
Lidretraktion und einer Schwellung und Roétung der Augenlider und der Konjunktiven mit z.

B. Augenbrennen oder vermehrtem Tranenfluss [2, 152, 153].

Durch die sSTRAK kommt es zu einer Uberstimulation der Schilddriisenhormonproduktion und
damit zu einer Hyperthyreose. Die betroffenen Patienten konsultieren den Arzt am haufigsten
mit Symptomen wie Nervositdt, Schlafstorungen, Miidigkeit, Gewichtsverlust und
Palpitationen [154-156]. Durch die Effekte der Schilddriisenhormone am Herzen kommt es zu
einer Tachykardie bis hin zu Herzrhythmusstérungen und einem erhéhten systolischen

Blutdruck [155, 157, 158]. Vor allem bei élteren Menschen tritt durch die Hyperthyreose
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gehduft ein Vorhofflimmern auf [159, 160]. Eine erhohte neuromuskulédre Erregbarkeit hat
gesteigerte Reflexe und haufig einen Ruhetremor zur Folge [161]. Viele Patienten klagen tiber
ein Schwichegefiihl und Muskelschmerzen [162, 163]. Die Hyperthyreose fiihrt des Weiteren
zu einer erhohten Aktivitdt der Schweil3- und Talgdriisen. Die Patienten leiden unter einer
Wirmeintoleranz mit warmer, feuchter Haut [154, 164, 165]. Eine erhohte Darmmotilitdt hat
hiufig Diarrhoen zur Folge [166-168]. Zu einem hohen Leidensdruck der Patienten tragt
oftmals auch ein ausgepréigter Haarausfall bei [2]. Bei Frauen fiihrt eine Hyperthyreose durch
eine Beeinflussung der Sexualhormone zu ZyklusunregelméBigkeiten. Meist klagen sie iiber
eine Hypo- und eine Polymenorrhoe und eine reduzierte Fertilitdt [169]. Méanner leiden hiufig
unter reduzierter Libido, erektiler Dysfunktion und einer Gyndkomastie [170]. Die Symptome
der Hyperthyreose sind in ihrem Auftreten und ihrer Intensitét individuell sehr unterschiedlich.
Bei édlteren Menschen sind viele Symptome hdufig nur schwach ausgeprégt [155, 171]. Bei
thnen stehen vor allem die Apathie, Tachykardie und der Gewichtsverlust im Vordergrund
[172]. Deshalb wird die Hyperthyreose bei alten Menschen auch ,, apathetic thyrotoxicosis “
genannt [173].

Wie bereits erwidhnt kommt es in seltenen Féllen durch bTRAK zu einer Unterfunktion der

Schilddriise mit zumeist kontraren Symptomen zur Hyperthyreose.

1.6 Diagnostik des Morbus Basedows

Bei klinischem Verdacht auf eine Hyperthyreose jedweder Ursache wird zunédchst der TSH-
Wert bestimmt, da er fiir diese Erkrankung die hochste Sensitivitit und Spezifitét besitzt [ 149,
174-177]. Ergdnzend wird das freie T3z und das freie T4 im Serum des Patienten bestimmt [178].
Unterschieden wird zwischen der manifesten Hyperthyreose, bei der die Schilddriisenhormone
erhoht sind und der subklinischen Hyperthyreose, bei der die peripheren Schilddriisenhormone
noch normwertig sind, der TSH-Wert jedoch schon supprimiert ist [175, 179]. Zur weiteren
Abkldarung der Ursache einer Hyperthyreose ist die Bestimmung der TRAK empfohlen[174].
Die TRAK sind hochspezifisch fiir einen M. Basedow. Anhand der Konzentration der
gemessenen TRAK kann die Diagnose M. Basedow gestellt und eine prognostische Aussage
iiber den Erkrankungsverlauf getroffen werden. Mit steigenden TRAK-Werten nimmt die
Wabhrscheinlichkeit eines Rezidivs der Erkrankung zu, die festgelegten Grenzwerte differieren
je nach Arbeitsgruppe [180-182]. Die Einschéitzung des Krankheitsverlaufs ist wichtig, da sie
ein wesentliches Kriterium fiir die Therapieentscheidung darstellt. Des Weiteren sollte eine
Sonographie der Schilddriise erfolgen [12, 183]. Als typisches Bild des M. Basedows zeigt sich

ein diffus echoarmes, inhomogenes Parenchym mit deutlicher Hypervaskularisation [2, 184,
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185]. Eine Schilddriisenszintigraphie ist aufgrund der hohen Spezifitdt und Sensitivitdt der
TRAK in der Regel nicht mehr notwendig [174]. Wird eine Szintigraphie bei einem Patienten
mit M. Basedow durchgefiihrt, zeigt sich charakteristischerweise eine erhohte globale Tracer-

Aufnahme von > 5 % [2].

1.7 Therapie des Morbus Basedow

Die Therapie des M. Basedows richtet sich nach der Hohe der Schilddriisenwerte und dem
Ausmall der Symptome. Liegt eine manifeste Hyperthyreose vor, ist durch die mdglichen
Komplikationen eine Therapieindikation klar gegeben. Bei einer latenten Hyperthyreose muss
der Behandlungsbeginn individuell abgewogen werden [2, 179]. Bei jedem Patienten sollten
bei der Therapie Faktoren wie das Alter, das Ausmal} der Hyperthyreose, das Volumen der
Schilddriise, das Vorliegen und der Schweregrad einer EO und natiirlich der Willen des
Patienten beriicksichtigt werden [12, 186-188]. Aktuell gibt es drei verschiedene
Therapieoptionen: die medikamentdse Therapie mit Thyreostatika, die Radiojodtherapie (RJT)

und die chirurgische Therapie in Form einer Thyreoidektomie [189].

Bei Patienten mit einem neu diagnostizierten M. Basedow ist die medikamentdse Therapie mit
Thyreostatika die Therapie der ersten Wahl [190]. Das Ziel ist zunéchst das Erreichen einer
euthyreoten Stoffwechsellage, die meist nach drei bis vier Wochen eintritt [12]. Als
medikamentose = Therapie stehen Thyreostattka vom  Thionamidtyp und vom
Propylthiouraciltyp (PTU) zur Verfiigung. Zu den Thyreostatika vom Thionamidtyp z&hlen
Thiamazol und Carbimazol, wobei es sich bei Carbimazol um eine Prodrug handelt, die in der
Leber in Thiamazol umgewandelt wird [191]. Durch die Hemmung der Thyreoperoxidase
fiihren die Thyreostatika zu einer Blockierung der Schilddriisenhormonsynthese [191]. Meist
wird die Therapie mit Thyreostatika gut vertragen, wobei es zu diversen, teils schwerwiegenden
Nebenwirkungen kommen kann [192]. Zu den schweren Nebenwirkungen zdhlen die Hepatitis
und die Agranulozytose, die meist innerhalb von ein bis eineinhalb Monaten nach
Therapiebeginn auftreten [193-195]. Aufgrund der héheren Lebertoxizitit des PTU gegeniiber
der Thionamide werden die Thionamide mittlerweile in den meisten Féllen dem PTU bevorzugt
[196]. Zu den weniger gefdhrlichen Nebenwirkungen zdhlen allergische Hautreaktionen,
Pruritus, Athralgien, Vaskulitiden und gastrointestinale Verstimmungen [191, 197]. Bei
Auftreten schwerwiegender Nebenwirkungen muss das Thyreostatikum sofort abgesetzt
werden und es muss individuell entschieden werden, ob ein Medikamentenwechsel erfolgen

soll oder eine definitive Therapie angestrebt wird [191]. Die medikamentdse Therapie wird
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zunéchst fiir 12-18 Monate verabreicht [198]. Nach 12-18 Monaten thyreostatischer Therapie
liegt die maximale Remissionsrate bei 50-55 % [190]. Vor dem Absetzen der Thyreostatika
sollten die TRAK-Konzentrationen im Serum des Patienten gemessen werden [188, 190].
Patienten mit TRAK-Konzentrationen im Normbereich haben eine hohere Wahrscheinlichkeit
eine Remission der Erkrankung zu erreichen, sodass bei ihnen die thyreostatische Therapie
pausiert werden kann. AnschlieSend sollten die Patienten weiterhin klinisch und laborchemisch
iiberwacht werden, da ein Rezidiv am hiufigsten sechs bis 12 Monate nach Absetzen der
medikamentosen Therapie auftritt, aber auch spiter auftreten kann [190]. Bei Patienten mit
weiterhin erhohten TRAK nach 12-18 Monaten medikamentdser Therapie liegt ein hohes
Rezidivrisiko vor, sodass die thyreostatische Therapie filir weitere 12 Monate unter Monitoring
der TRAK-Konzentrationen fortgefiihrt werden sollte oder eine definitive Therapie in Form
einer Radiojodtherapie oder Thyreoidektomie angestrebt werden sollte. Patienten mit schwerer
Hyperthyreose, groBer Struma [199, 200] oder persistierend hohen TRAK-Konzentrationen
[199-203] haben ebenfalls ein hoheres Risiko fiir das Auftreten eines Rezidivs des M.
Basedows. Eine Prognosevorhersage ist zumeist schwer, daher dienen die Messung der

funktionellen TRAK der Prognoseeinschétzung [190, 204, 205].

Bei Patienten mit einer médBig vergroferten Schilddriise, fehlender EO und einem Rezidiv nach
Absetzen der thyreostatischen Medikation bietet sich als definitive Therapie -eine
Radiojodtherapie an [12]. Das radioaktive lod wird nach Erreichen einer Euthyreose appliziert.
Das lod lagert sich im Kolloid der Schilddriise an und fiihrt tiber Betastrahlung zu einer Nekrose
des Schilddriisengewebes [206]. Bei Verwendung moderater Dosen fiihrt die RJT bei ca. 80 %
der Patienten nach ein bis sechs Monaten zu einer Hypothyreose [207-210]. Potentielle
Nebenwirkungen einer Radiojodtherapie sind meist moderat und selbst-limitierend [208]. Es
kann zu einer strahlenbedingten Thyreoiditis mit Schmerzen und Schwellung des Halses und
zu einem kurzfristigen Wiederauftreten der Hyperthyreose durch Zerstorung der Thyreozyten
kommen [208, 211, 212]. Bei bereits bestehender endokriner Orbitopathie sollte eine
Radiojodtherapie mit Vorsicht eingesetzt werden, da ein signifikantes Risiko des Neuauftretens
oder der Verschlechterung einer vorbestehenden EO besteht [213, 214]. Bei Patienten mit
einem groflen Schilddriisenvolumen ist die Radiojodtherapie meist wenig wirkungsvoll. Eine

absolute Kontraindikation stellen Schwangerschaft und Stillzeit dar [175].

Bei Patienten mit groer Schilddriise, zusétzlichem Malignititsverdacht, schwerer endokriner
Orbitopathie und einem Rezidiv nach Absetzen der thyreostatischen Medikation wird eine

Thyreoidektomie empfohlen [2, 3, 215, 216]. Zu den Komplikationen einer chirurgischen
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Thyreoidektomie zéhlen der Hyperparathyreoidismus, eine Parese des N. Laryngeus recurrens,
Blutungen und Wundinfektionen. Die Komplikationsrate korreliert invers mit der Erfahrung

des Chirurgen und der GroBe der Schilddriise [192, 215, 217, 218].

Die aktuell genutzten Therapeutika behandeln die allgemeinen Symptome des M. Basedows.
Keine der bislang zur Verfiigung stehenden Therapieoptionen richtet sich direkt gegen den
Pathomechanismus des M. Basedows. Antagonisten, die an den TSHR binden und dadurch die
Aktivierung des Rezeptors inhibieren scheinen vielversprechende neue medikamentdse
Therapieoptionen darzustellen und sind aktuell Gegenstand intensiver Forschung [219]. Zwei
Molekiiltypen, die als TSHR Antagonisten, neutrale Antagonisten oder TSHR inverse
Agonisten wirken wurden parallel entwickelt, die TSHR-blockierenden Antikdrper und die
small molecule ,,drug like Antagonisten (SMANTAG) [220-222]. Ob die neuen Medikamente
das Langzeitrisiko eines Hypothyreoidismus reduzieren, das Entwickeln einer Struma
vorbeugen und ein Rezidiv der Hyperthyreose des M. Basedow verhindern konnen bleibt

abzuwarten [223].

1.8 Aktuelle TRAK-Assays und ihre Geschichte

Die TRAK spielen eine Hauptrolle in der Pathogenese des M. Basedwos und der Nachweis der
TRAK im Patientenserum ist sowohl fiir die Diagnosestellung als auch fiir die
Prognoseabschiatzung der Erkrankung essenziell. Nach der Entdeckung der TRAK im Jahre
1956 wurden immer spezifischere und sensitivere Assays entwickelt, um diese TRAK im
Blutserum eines Patienten zu detektieren [224]. Rees Smith und Hall ver6ffentlichten 1974
erstmals einen Rezeptor-Assay zur Messung der TRAK. Uber eine einfache Competition-
Methode konnten sie die Konzentration an TRAK, durch die Hemmung der Bindung von I-125
markiertem TSH an den TSHR, messen [225]. In den 1980er Jahren entwickelten Shewring
und Rees Smith den klassischen fliissig-Phase-Assay mit aufgereinigtem und in Losung
gebrachtem, porcinen TSHR, der eine gute Spezifitit, jedoch auf Kosten einer geringen
Sensitivitdt besitzt [226, 227]. Durch Verbesserung der Herstellung eines rekombinanten
humanen TSH-Rezeptors wurden in den frithen 1990er Jahren Assays entwickelt, die den
porcinen TSHR durch den rekombinanten humanen TSHR ersetzten, was jedoch keinen Vorteil
in Bezug auf die Spezifitit und Sensitivitit zur Folge hatte [228]. In den spéten 1990er Jahren
wurde die zweite Generation TRAK-Assays entwickelt, in denen der TSHR iiber einen
monoklonalen Antikorper an eine feste Phase, ein Plastikrohrchen oder einen Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) gebunden wurde [224]. Die neuen feste-Phase-Assay Systeme
hatten eine deutlich hohere Sensitivitdt ohne Verlust an Spezifitit [229-231].
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Die néchste Revolution erfolgte, als Sanders et al. 2003 die Entwicklung eines schilddriise-
stimulierenden monoklonalen-Antikorpers humanen Ursprungs, namens M22, beschrieben
[142]. Der mAK M22 bindet an derselben Stelle an den TSHR wie die TRAK [145, 232]. Das
in den bisherigen TRAK-Assays verwendete bovine TSH konnte nun in den drittgenerations
Assays durch den mAK M22 ersetzt werden. Laut einer Studie der Entwickler betrdgt die
Spezifitdt dieses M22-basierten Assays 100 %, wihrend die Sensitivitit bei 95 % liegt [233].
2009 wurde ein Bericht liber den ersten vollautomatisierten Assay, Elecsys® von Roche
Diagnostics (Germany), zur Detektion von TRAK veroffentlicht, der ebenfalls den mAK M22
verwendet [234]. In einer groBen internationalen multizentralen Studie zeigte der automatisierte
Assay eine hohe Sensitivitdt und Spezifitit von jeweils 99 % bei einem Grenzwert von 1,75
IU/1 [234, 235]. Dieser Grenzwert fiir Positivitidt von 1,75 U/l wird heute in der klinischen
Routine eingesetzt [224]. GroBer Vorteil des vollautomatisierten Assays ist die kurze
Durchfiihrungszeit von weniger als 30 Minuten und die gute Integrierbarkeit in den
Arbeitsalltag eines Routinelabors [236]. Insgesamt kam es durch die Entwicklung der neueren
Assays zu einem kontinuierlichen Anstieg der Sensitivitit und Spezifitit der TRAK Messung

[237, 238].

In Studien konnte gezeigt werden, dass ein starker Zusammenhang zwischen der Konzentration
an sTRAK und der Aktivitdt und dem Schweregrad eines M. Basedows und einer EO vorliegen
[239, 240]. Ein Nachteil aller Assays, die nach der Competition-Methode funktionieren ist, dass
sie nicht zwischen stimulierenden und blockierenden TRAK unterscheiden konnen. Um gezielt
die sSTRAK messen zu konnen werden Bioassays eingesetzt, fiir die Zellkulturen bendtigt
werden, wie z. B. porcine Primarzellen, humane Thyreozyten oder Fischer rat thyroid follicle-
5-Zellen (FRTL-5). In den Zellkulturen wird nach Bindung der TRAK die gesteigerte
Produktion von cAMP in den Thyreozyten gemessen. Die Bioassays haben ebenso wie die
Competition-Assays eine hohe Spezifitit und Sensitivitdt [240, 241]. Die Messmethode der
Bioassays ist allerdings sehr zeit- und arbeitsaufwendig und somit nicht fiir die diagnostische
Routine bei Patienten mit M. Basedow geeignet [242]. Durch diverse Weiterentwicklungen,
wie z.B. den chimeren TSH-Rezeptor Mc4, konnte eine Vereinfachung der Bioassays erfolgen
[239]. 2015 beschrieb eine japanische Arbeitsgruppe einen neuen Bioassay, der den Vorteil hat

unter unsterilen Bedingungen und innerhalb von vier Stunden durchfiihrbar zu sein [243].
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1.9 Aufbau des ersten automatisierten Bridge-Assays

Vor dem Hintergrund der vielfiltig vorhandenen, aber in der klinischen Routine nicht
massenhaft einsetzbaren Testmoglichkeiten fiir sSTRAK sind spezifischere und gleichzeitig in
der klinischen Routine verwendbare Assays Gegenstand aktueller Forschung. Kiirzlich
verdffentlichten Frank et al. ein neues 4ssay-System, das eine vollkommen neue Methode zur
Messung der Antikérper verwendet und von sich behauptet gezielt die STRAK messen zu
konnen. Dieser neue Assay wird als Bridge-Assay bezeichnet, da er auf dem Prinzip basiert,
dass die zwei Antigenbindungsstellen eines TRAK eine Briicke zwischen zwei
unterschiedlichen TSHR-Molekiilen bilden [244]. Mit dem Namen Immulite TSI assay von
Siemens Healthcare Diagnostics liegt der Bridge-Assay als automatisierte, kommerziell
erhiltliche Version vor. Der Immulite Assay besitzt zwei rekombinante humane TSHR, den
Capture-Rezeptor und den Signalrezeptor (siche Abb. 3). Der Capture-Rezeptor ist ein
chimerer humaner TSHR, dessen N-terminaler Teil die STRAK bindet. Die Aminosduren 261-
370, sind durch eine dquivalente Region des LHCG Rezeptors der Ratte ersetzt [244]. Der
Capture-Rezeptor ist durch einen Antikorper, der an den zytosolischen Teil des TSHR bindet
an eine feste Phase gebunden. Die Dichte des Capture-Rezeptors ist so gewdhlt, dass durch die
rdumliche Enge nur ein Arm eines Antikorpermolekiils mit ithm interagieren kann. Der
Signalrezeptor besteht aus den Aminosduren 21-261 des N-Terminus der chimeren
extrazelluliren Doméne des TSHR. Er ist mit einer sekretorischen alkalischen Phosphatase
(SEAP) verbunden und befindet sich in der Pufferlosung. Bindet der, mit einem Arm an den
Capture-Rezeptor gebundene, Antikdrper mit dem anderen Arm an den Signalrezeptor, reagiert
die SEAP mit einem lumineszierenden Substrat. Die Intensitit der Lumineszenz korreliert
positiv mit der Konzentration an gebundenen sTRAK. Durch die genetisch konstruierten
chimeren humanen TSHR wird die Messung der sTRAK durch deren direkte Erkennung der
beiden Epitope ermoglicht [244].

Die Voraussetzung dafiir, dass dieser Assay nur die stimulierenden TRAK misst, liegt in der
Annahme, dass stimulierende und blockierende TRAK an unterschiedliche Epitope des TSHR
binden. In Studien konnte gezeigt werden, dass stimulierende TRAK an die N-terminale Region
der extrazelluliren Doméne zwischen Aminosdure 25-165 binden und blockierende TRAK
zwischen Aminosédure 261-370 an der C-terminalen Region der extrazelluliren Doméne [140].
Durch das Ersetzen der Aminoséduren 261-370 der C-terminalen Region konnen blockierende

TRAK dieser Annahme folgend nicht mehr an den Rezeptor binden und kein Signal ausldsen.
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Frank et al. fiihrten eine Studie zur analytischen und klinischen Evaluation des Bridge-Assays
durch. Der Bridge-Assay zeigte in der Studie der Arbeitsgruppe einen Messbereich fiir sSTRAK
zwischen 0.3 TU/1 bis 50 IU/I [244]. Der errechnete Grenzwert flir Positivitit lag bei 0.54 TU/I,
wihrend die funktionelle Sensitivitdt 0.3 IU/l betrug. Die Sensitivitit lag bei 99.8 %, die
Spezifitdt betrug 99.1 %. Die untere Grauzone lag bei 0.3-0.54 IU/l. Damit zeigte der neue
Bridge-Assay eine bessere Sensitivitit und Spezifitit, als der zum Vergleich benutzte TRAK
Competition-Assay. Im Serum von drei Patienten mit M. Basedow und klinischer und
biochemisch nachgewiesener Hypothyreose wurden in der Studie von Frank et al. mittels
Competition-Assay TRAK oberhalb des Grenzwertes fiir Positivitdt gemessen, wihrend mittels
Bridge-Assay nur in einem der drei Patienten STRAK im niedrigen Konzentrationsbereich
gemessen werden konnten. In neu diagnostizierten und noch unbehandelten Patienten mit M.
Basedow korrelierten die mittels Bridge-Assay gemessenen sTRAK Konzentrationen
signifikant mit der T4 Konzentration. Eine relativ geringe Korrelation zeigte sich zwischen den
mittels Competition-Assay gemessenen TRAK Konzentrationen und der Hohe der Ts
Konzentration [244]. Frank et al. schlussfolgerten aus den Ergebnissen in der von ihnen
durchgefiihrten Studie, dass der Bridge-Assay ausschliellich die sSTRAK misst. Dagegen sprach
jedoch die Tatsache, dass der humane monoklonale AK K1-70, der blockierende Eigenschaften
besitzt, eine Bindungsaktivitit im Bridge-Assay zeigte, jedoch eine deutlich niedrigere
Bindungsaktivitdt als im Comptetition-Assay [244]. Dieses Phdnomen erkldren die Autoren
durch die in mehreren Studien gezeigte Heterogenitét der Epitope der bTRAK, die zeigten, dass
bTRAK nicht ausschlieBlich an den C-Terminus des TSHR binden, sondern auch an den N-
Terminus des TSHR binden konnen [91, 128, 245, 246].
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Abb. 1.2: Schematischer Aufbau des Bridge-Assays (Frank et al. 2015). Der Capture-Rezeptor (2) ist
ein chimerer humaner TSHR, dessen N-terminaler Teil die sTRAK bindet, die Aminoséduren 261-370 des
Capture-Rezeptors sind durch eine dquivalente Region des LH/CG Rezeptors ersetzt, er ist (iber einen
Antikérper (1) an eine feste Phase gebunden. Der sTRAK (3) bindet mit einem Arm an den N-Terminus
des Capture-Rezeptors und mit dem anderen Arm an den Signalrezeptor (4). Der Signalrezeptor besteht
aus den Aminosduren 21-261 des N-Terminus der chimeren extrazellulren Domdne des TSHR. Er ist
mit einer sekretorischen alkalischen Phosphatase (SEAP) (5) verbunden. Bindet der, mit einem Arm an
den Capture Rezeptor gebundene, Antikérper mit dem anderen Arm an den Signalrezeptor, reagiert die
SEAP mit einem lumineszierenden Substrat [244]. Reproduktion in freundlicher Genehmigung von Frank et al.
Reproduction in permission from Frank et al., Copyright Georg Thieme Verlag.

1.10 Ziele der Arbeit

Als zweithdufigste autoimmune Schilddriisenerkrankung ist der M. Basedow héufiger
Gegenstand laborchemischer Untersuchungen. Da die funktionelle Aktivitit der TRAK bislang
nur durch zeitaufwendige und teure Bioassays bestimmbar ist, liegt die Herausforderung in der
Entwicklung eines 4Assays, der sowohl in die Routine eines Kliniklabors integrierbar ist als auch
die Aktivitdt der TRAK spezifisch messen kann. Das Ziel dieser Studie ist ein Vergleich des
bisher eingesetzten TRAK-Assays mit der isolierten Messung der stimulierenden TRAK eines
chimeren Bridge-Assays. Dabei galt ein besonderes Augenmerk auf der Fragestellung, ob der
Bridge-Assay in der Lage ist gezielt die stimulierenden TRAK zu messen und auf der
Untersuchung der prognostischen Aussagefdhigkeit der stimulierenden TRAK iiber den
Krankheitsverlauf bei bestehendem M. Basedow im Vergleich zu einem Kontrollkollektiv
(Autoimmunthyreoiditis- (AIT), Struma nodosa, Schilddriisenkarzinom-Patienten und

schilddriisengesunde Patienten).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Patientenkollektive

Zur Evaluation des ersten automatisierten Bridge-Assays zur Detektion von stimulierenden
TRAK wurden Blutproben von Patienten mit M. Basedow zur Bestimmung der TRAK bzw.
sTRAK im Serum akquiriert. Als Kontrollgruppe wurden die TRAK bzw. sTRAK im Serum
von Patienten mit AIT, Struma nodosa, Schilddriisenkarzinomen und schilddriisengesunden
Kontrollpersonen gewonnen. Im Rahmen der Routineblutentnahme, die fiir die klinische

Untersuchung von Patienten mit autoimmunen Schilddriisenerkrankungen notwendig sind,

wurde jeweils ein weiteres Serum-Rohrchen Blut (5 ml) entnommen.

Kohorte Anzahl (n) Geschlecht O Alter Altersspanne

(m/f) (Jahre) (Jahre)
M. Basedow 226 43/183 46 18-87
AIT 57 9/48 47 17-75
Struma nodosa 74 16/58 58 14-85
Schilddriisenkarzinome 47 16/31 56 18-78
Schilddriisengesunde 41 11/30 44 22-67
Kontrollen

Tabelle 2.1 Metrische Daten der Kohorten Anzahl (n), Geschlechterverhdltnis ménnlich/weiblich (m/f),
Durchschnittsalter in Jahren und Altersspanne in Jahren der analysierten Patienten mit M. Basedow,
Autoimmunthyreoiditis (AIT), Struma nodosa, Schilddriisenkarzinomen und schilddriisengesunden
Kontrollen.

Das M. Basedow Kollektiv wurde mittels initial dokumentiertem Hyperthyreoidismus mit
erhohten Serum Konzentrationen von freiem T4 und T3, einem erniedrigten basalen TSH Wert
und einem Nachweis von TRAK im Patientenserum differenziert. Innerhalb des M. Basedow
Kollektivs wurde zwischen Patienten mit der Erstdiagnose eines M. Basedow und Patienten,
die bereits eine thyreostatische Therapie erhalten hatten, unterschieden. In der hier
durchgefiihrten Studie hatten 30 Patienten einen neu diagnostizierten M. Basedow, wéhrend
196 Patienten bereits eine thyreostatische Medikation erhalten hatten. Von den bereits
behandelten Patienten wurden die Blutabnahmen bei 25 Erkrankten innerhalb der ersten drei
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Monate nach Erstdiagnose, bei 21 Erkrankten innerhalb von sechs Monaten und bei 30
Erkrankten innerhalb von 12 Monaten nach Erstdiagnose abgenommen. Bei 120 Patienten
wurde die Blutprobe nach einer Zeitspanne von mehr als 12 Monaten nach der initialen
Diagnose des M. Basedow abgenommen. Im Mittel betrug bei dieser Patientengruppe die Zeit

zwischen Erstdiagnose und Blutentnahme 77 Monate.

Erstdiagnose M. Bereits thyreostatisch behandelte
Basedow Patienten mit M. Basedow
Anzahl (n) 30 196
Therapiedauer <3 3-6 6-12 >12

Monate Monate Monate Monate

Anzahl (n) 25 21 30 120

Tabelle 2.2 Metrische Daten der bereits erfolgten Therapiedauer des M. Basedow Kollektivs zum
Zeitpunkt der Blutentnahme Anzahl (n) der Patienten mit der Erstdiagnose eines M. Basedow und
Anzahl (n) der Patienten mit M. Basedow, die bereits eine thyreostatische Therapie innerhalb der ersten
3 Monate nach Erstdiagnose, innerhalb von 3-6 Monaten, 6-12 Monaten und >12 Monate nach der
Erstdiagnose des M. Basedows erhalten hatten.

Das Kriterium fiir das Patientenkollektiv der Autoimmunthyreoiditis war der Nachweis einer
Hypothyreose mit erniedrigtem fT3 und fT4 und erhdhtem TSH Wert und das Vorliegen von
positiven Anti-Thyreoperoxidase Antikorpern (Anti-TPO AK) und ggfs. Anti-Thyreoglobulin
Antikorper (Anti-TG AK). Als weiteres Kriterium wurde der fiir eine AIT in der Sonographie
typische Befund eines echoarmen, teils inhomogenen Parenchyms mit verminderter

Vaskularisierung und kleinem Schilddriisenvolumen herangezogen.

Als Einschlusskriterium fiir das Patientenkollektiv Struma nodosa diente der sonographische
Nachweis eines Knotens mit funktioneller Darstellung eines warmen Areals in der
anschliefenden Szintigraphie ohne Anhalt einer autoimmunen Komponente, also ohne

Nachweis von Autoantikdrpern im Blut.

Einschlusskriterium fiir das Patientenkollektiv mit differenziertem Schilddriisenkarzinom war
ein durch eine Feinnadelbiopsie zytologisch oder nach operativer Therapie histologisch
gesicherter Befund eines Karzinoms. In dem Kollektiv der Schilddriisenkarzinome waren 37

Patienten mit der Diagnose eines papilldren Schilddriisenkarzinoms und 12 Patienten mit der
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Diagnose eines follikuldren Schilddriisenkarzinoms. Jeweils ein Patient war an einem

anaplastischen und einem schlecht differenzierten Karzinom erkrankt.

Als Kontrollen wurden nach schriftlichem Einverstindnis freiwillige Probanden mit bisher
blander Schilddriisenanamnese herangezogen. Der Durchfithrung dieser Studie wurde durch

die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitit zugestimmt, Studiennummer 5380.

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Materialien Handelsname Firma Firmensitz

Serummonovette BD Vacutainer® BD Heidelberg,
SSTTM II Advance Deutschland
Rohrchen

Blutentnahmeset BD Vacutainer BD Heidelberg,
safety lok Deutschland

Desinfektionsmittel ~ Kodan Tinktur forte  Schiilke Norderstedt,
farblos Deutschland

Halter/Vacutainer Pre-Attached BD BD Heidelberg,
Einmalhalter mit Deutschland

Tupfer, Pflaster,
Handschuhe

Luer-Ansatzstiick

Tabelle 2.3 verwendete Verbrauchsmaterialien
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2.1.3 Testkits

Handelsname Messgrofie Hersteller Firmensitz
Immulite 2000 Anti-TG-AK, Siemens Erlangen,
Immonoassays Anti-TPO-AK  Healthineers Deutschland
Elecsys® Immunoassays fT3, fT4, TSH,  Roche Diagnostics Mannheim,
Deutschland
Elecsys anti TSHR TRAK Roche Diagnostics Mannheim,
electrochemiluminescence Deutschland
Immunoassay (ECLIA)
Immulite TSI 2000 sTRAK Siemens Erlangen,
Immunoassay Healthineers Deutschland
Tabelle 2.4 verwendete Testkits
2.1.4 Gerate
Geriit Geriitebezeichnung Hersteller Firmensitz
Immulite 2000 XPi1 Immunoassay Siemens Erlangen,
Immunoassay System Healthineers Deutschland
Elecsys® Immunoassays Immunoassay Roche Diagnostics  Mannheim,
System Deutschland
Cobas E602 Immunoassay Roche Diagnostics  Mannheim,
System Deutschland

Tabelle 2.5 verwendete Gerdite
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2.1.5 Software

Anwendung Software Hersteller Firmensitz
Datenerhebung MEDICO CompuGroup Koblenz,
Medical Deutschland
Statistische Microsoft Excel Microsoft Redmond, USA
Auswertung 2016
Prism 6 GraphPad La Jolla, USA
Abbildungserstellung  CoreIDRAW Corel Corporation Ottawa, Kanada

Graphic Suite

pyMOL Schrédinger LLC New York, USA
RCSB PDB,
Proteindatenbank https://www.rcsb.org

Tabelle 2.6 Verwendete Software

2.2 Methoden
2.2.1 Messung der TRAK und sTRAK Konzentrationen

Die in diese Studie eingeschlossenen Patienten stammen aus dem Patientenkollektiv des
Funktionsbereiches Spezielle Endokrinologie der Universitétsklinik Diisseldorf. Es erfolgte die
periphervendse Punktion mit Abnahme einer Serummonovette im Rahmen der routineméfigen
Blutabnahmen nach schriftlich erhaltenem Einverstindnis. Dem Kollektiv —der
schilddriisengesunden Kontrollgruppe wurde ebenfalls nach schriftlichem Einverstindnis
durch eine periphervendse Punktion eine Serummonovette entnommen. AnschlieBend erfolgte
die Untersuchung des Serums mittels des neuen automatisierten Bridge-Assays auf die Existenz
von sTRAK. Diese Untersuchung erfolgte durch das Zentrallabor des Universitdtsklinikums
Diisseldorf. Parallel hierzu wurden Serumproben einer fritheren Antikorperstudie auf die

Existenz von sTRAK untersucht (Ethikkommissionsnummer 3354).
2.2.2 Schilddrusenfunktionstests und Antikorper-Assays

Das Zentrallabor des Universitiatsklinikums Disseldorf fiihrte nach Entnahme der
Serummonovetten die Messungen der Serum-Konzentrationen von TSH, fT4 und fT3 mittels

kommerziell erhéltlichem elektrochemilumineszenz Assay von Roche Diagnostics durch. Die
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Anti-TG-AK und die Anti-TPO-AK wurden ebenfalls nach Angaben des Herstellers durch das
Zentrallabor mittels kommerziell erhéltlichem Immunassay von Siemens gemessen (Immulite

2000).

Als Referenzwert fiir TSH wurden Werte zwischen 0,3-4,1 IU/l mit einem unteren Grenzwert
von 0,01 IU/I verwendet. Der Referenzwert fiir fT4 lag bei 9,1-19,1 pg/ml und fiir fT3 bei 2,6-
5,1 ng/l. Die Anti-TG-AK wurden bei < 40 IU/I und die Anti-TPO AK bei < 35 IU/I als

normwertig gewertet.
2.2.3 Messung der TSH-Rezeptor Antikorper

Zum Vergleich des bislang routinemifig durchgefiihrten Competition-Assays mit dem ersten
chimeren Bridge-Assay zur Detektion der stimulierenden TRAK wurden in den entnommenen
Serumproben jeweils die TRAK mittels Competition-Assay sowie die STRAK mittels Bridge-
Assay gemessen. Auch diese Messungen wurden freundlicherweise durch das Zentrallabor des
Universititsklinikums Diisseldorf durchgefiihrt.

Fiir den neuen und in dieser Studie evaluierten Bridge-Assay wurde der automatisierte, zwei-
zyklische, chemilumineszierende Immunoassay Immulite TSI 2000 von Siemens verwendet.
Dieser Assay besteht aus einem Paar rekombinanter humaner TSH-Rezeptoren. Der Capture-
Rezeptor ist an eine feste Phase gebunden (Polystyrol Tropfen), wéhrend sich der Signal
Rezeptor, der eine alkalische Phosphatase enthilt, in einer Puffer Losung befindet. Im ersten
Zyklus wird die Probe fiir 30 Minuten auf der festen Phase inkubiert, was es den sTRAK aus
der Probe erlaubt mit einem Arm an den Capture-Rezeptor zu binden. Danach wird durch
Spiilungen und Zentrifugation die liberschiissige Probe entfernt. Im zweiten Zyklus wird der
Signal Rezeptor zur Probe hinzugegeben und wieder fiir 30 Minuten inkubiert. Die sSTRAK
binden nun mit dem anderen Arm an den Signal Rezeptor und formen so eine Briicke. Erneut
wird die Probe gespiilt und zentrifugiert, um die ungebundenen Signal Rezeptoren zu entfernen.
Im letzten Schritt wird das chemilumineszierende Substrat hinzugegeben und somit ein Signal
generiert, das in direkter Korrelation mit der Menge der vorhandenen sTRAK steht. Die
Inkubationszyklen dauern zweimal 30min. Die Messbreite fiir sSTRAK liegt zwischen 0,1-0,40
TU/1.

Als Competition-Assay wurde der Elecsys anti TSHR electrochemilumineszens Immunassay
(ECLIA) in einem Cobas e 602 Analyzer von Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland, gemessen. Dieser 4ssay wurde nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

23



2.2.4 Statistische Auswertung

Im Rahmen der Studienplanung wurde eine retrospektive Analyse der Krankenakten aller in
der Studie eingeschlossenen Patienten durchgefiihrt. Mithilfe der Krankenhaussoftware
MEDICO wurde das Alter des Patienten, das Patientengeschlecht, die Diagnose, der Zeitpunkt
der Erstdiagnose, der Verlauf der Erkrankung (u. a. EO, Remission, Rezidiv) und die erfolgte
Therapie (medikamentdse Therapie, RJT, OP) in einer Microsoft Excel Tabelle erfasst. Nach
Erhebung der Daten erfolgte die anonymisierte statistische Auswertung mittels Microsoft Excel

und der Prism Computer Software (GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

Mittels einer Receiver-Operating Characteristic (ROC) Analyse wurde der Grenzwert fiir ein
positives Ergebnis, bei dem die optimalen Sensitivitits und Spezifititswerte erreicht werden,

ermittelt [247].

Vergleiche fiir Ergebnisse mit einer Gauss’schen Standardverteilung wurden mittels ANOVA-
test und Dunnett’s multiple comparison test gezogen. Fiir Ergebnisse ohne Normalverteilung
wurden der Kruskal-Wallis test und der Dunn’s multiple comparison test hinzugezogen.
Korrelations-Analysen wurden mittels Spearman’s test erstellt. Um die Patienten zu
iiberpriifen, die einen sSTRAK oder TRAK Wert {iber- oder unterhalb der zweifachen Positivitat
hatten, wurden Kontingenztabellen mithilfe chi-square tests analysiert. Ein p-Wert kleiner 0,05

wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vergleich des vorgeschlagenen und errechneten Grenzwertes des
Bridge-Assays

Zur Berechnung des optimalen Grenzwertes wurde anhand der ROC-Plot Analyse die optimale
Sensitivitdt und Spezifitit des Bridge-Assays ermittelt. Zur Berechnung der Spezifitit wurden
die Daten der 41 schilddriisengesunden Patienten und der 180 Patienten mit
Schilddriisenerkrankungen (Autoimmunthyreoiditis, Struma nodosa und
Schilddriisenkarzinome), mit Ausnahme der Patienten mit M. Basedow, verwendet. Die
Berechnung der Sensitivitit erfolgte aus den Daten der Patienten mit neu diagnostiziertem M.
Basedow. Wie in Abbildung la dargestellt betrug die Area under the Curve (AUC) fiir den
automatisierten Bridge-Assay 0,9994 (95 % KI: 0,9981 bis 1,001). Die optimalen Werte fiir
Sensitivitdt und Spezifitit wurden bei einem Grenzwert von > 0,55 IU/1 erreicht. Bei diesem
Grenzwert lag die errechnete Sensitivitét bei 100 % (95 % KI: 88,43 bis 100,0 %), wihrend die
Spezifitit 99 % betrug (95 % KI: 96,80 bis 99,89 %). Der dazugehorige positiv pradiktive Wert
(PPW) wurde mit 94 % errechnet, wihrend der negativ pradiktive Wert (NPW) bei 100 % lag.
Die errechneten Daten sind in Einklang mit den Angaben des Herstellers, der seinen Grenzwert
fiir positive sSTRAK mit 0,55 U/l angibt. Die Daten sind in Abb. 1b in einem Gerhardt-Plot
dargestellt.
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Abb. 3.1a: ROC Plot Analyse mit Daten von neu diagnostizierten M. Basedow Patienten fiir die
Sensitivitdt und Daten der Schilddriisengesunden und Patienten mit Schilddriisenerkrankungen, mit
Ausnahme der M. Basedow Patienten, zur Errechnung der Spezifitéit. Dargestellt ist 100 % - Spezifitdt

auf der x-Achse und die Sensitivitét in % auf der y-Achse. Die Area under the curve (AUC) betrdgt 0,9994
(95% KI: 0,9981-1,001)

Abb. 3.1b: Gerhardt Plot mit der Verteilungsfrequenz der Patienten je nach sTRAK Serum-Level.
Graue Balken zeigen schilddriisengesunde Kontrollen, Patienten mit AIT, Struma nodosa und
Schilddriisenkarzinomen. Schwarze Balken zeigen neu diagnostizierte M. Basedow Patienten.
Basierend auf diesen Daten zeigt die durchgehende Linie die Sensitivitit, wihrend die gestrichelte Linie
die Spezifitdt darstellt. Der Schnittpunkt beider Linien zeigt den errechneten Grenzwert des Assays.
STRAK Werte > 40 IU/I wurden als 40 festgelegt. [248]
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Eine zweite ROC-Plot Analyse wurde durchgefiihrt, in der die Patienten mit M. Basedow
miteingeschlossen wurden, die bereits seit < 6 Monaten eine thyreostatische Therapie erhalten
hatten. Wie in Abbildung 2a dargestellt betrug die AUC 0,9987. Der errechnete Grenzwert fiir
positive sTRAK lag bei > 0,30 IU/1, die Sensitivitdt flir diesen Grenzwert lag bei 99 % (95 %
KI: 92,79 bis 99,97 %), wihrend die Spezifitét bei 98 % lag (95 % KI: 95,47 bis 99,51 %). Der
PPW fiir positive sSTRAK lag bei 95 % und der NPW lag bei 100 %. Diese Daten sind in Abb.
2b ebenfalls in einem Gerhardt Plot dargestellt.

Bei Verwendung des vorher fiir neu diagnostizierte Patienten mit M. Basedow errechneten
Grenzwertes von = 0,55 IU/l ergab sich fiir die bereits seit < 6 Monaten thyreostatisch
behandelten Patienten eine Sensitivitdt von 96 % (95 % KI: 88,75 bis 99,17 %) und eine
Spezifitit von 99 % (95 % KI: 96,80 bis 99,89 %). Der PPW fiir positive STRAK wurde hier
mit 97 % berechnet, wihrend der NPW bei 99 % lag.
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Abb. 3.2a: ROC-Plot Analyse mit den Daten der Patienten mit M. Basedow, die bereits seit < 6
Monaten eine thyreostatische Therapie erhielten, fiir die Berechnung der Sensitivitét und gesunden
Kontrollen, AIT-Patienten, Struma nodosa- und Schilddriisenkarzinom Patienten zur Berechnung der
Spezifitit. Dargestellt ist 100 % - Spezifitét auf der x-Achse und die Sensitivitdt in % auf der y-Achse.
Die Area under the curve (AUC) betrdgt 0,9987 (95 % Kl: 0,9970-1,000)

Abb. 3.2b: Gerhardt Plot mit der Verteilungsfrequenz der Patienten basierend auf deren sTRAK
Serum-Level. Graue Balken zeigen gesunde Kontrollen, Patienten mit AIT, Struma nodosa und
Schilddriisenkarzinomen. Schwarze Balken zeigen M. Basedow Patienten, die seit <6 Monaten eine
thyreostatische Therapie erhielten. Basierend auf diesen Daten zeigt die durchgehende Linie die
Sensitivitdt, wéhrend die gestrichelte Linie die Spezifitit darstellt. Der Schnittpunkt beider Linien zeigt
den errechneten Grenzwert des Assays. STRAK Werte > 40 IU/I wurden als 40 festgelegt. [248]
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3.2 Klinische Evaluation des Bridge-Assays und Vergleich mit dem
automatisierten Competition-Assay

In der hier vorliegenden Studie wurde eine Messung der TRAK mittels Competition-Assay und
eine Messung der sSTRAK mittels Bridge-Assay durchgefiihrt. Wie in Abbildung 3 dargestellt
konnten beide Assay-Systeme signifikant Patienten mit M. Basedow erkennen (p <0,0001). Der
automatisierte Bridge-Assay identifizierte 186 von 226 M. Basedow Patienten, was 82 %
entspricht, wihrend der Competition-Assay 178 von 226 M. Basedow Patienten identifizierte,

entsprechend 79 %. Hierbei zeigte sich keine Signifikanz.

Beziiglich der Messung der TRAK mittels Competition-Assay und der sTRAK mittels Bridge-
Assay zeigten sich Unterschiede in den Patientengruppen mit Schilddriisenerkrankungen, die
nicht an einem M. Basedow erkrankt waren. Im Competition-Assay zeigten sich bei vier der
180 Patienten, die an anderen Schilddriisenerkrankungen als dem M. Basedow litten, positive
TRAK, entsprechend 2,2 %. Die TRAK zeigten sich bei einem Patienten mit AIT, einem
Patienten mit Struma nodosa und zwei Patienten mit Schilddriisenkarzinomen oberhalb des
Grenzwertes fiir Positivitéit. Im Vergleich dazu konnten im Bridge-Assay nur bei zwei Patienten
aus der Gruppe der AIT positive STRAK oberhalb des Grenzwertes fiir Positivitdt gemessen
werden. In der Gruppe der Patienten mit Struma nodosa und Schilddriisenkarzinomen zeigten
sich im Bridge-Assay keine positiven Werte fiir sSTRAK. Der Anteil von positiven sTRAK bei
Patienten mit Schilddriisenerkrankungen, die nicht an einem M. Basedow erkrankt sind, liegt
demnach im Bridge-Assay nur bei 1,1 %. Auch in Bezug auf die ermittelten Autoantikorper
unterhalb des Grenzwertes fiir Positivitdt zeigten sich Unterschiede. Mittels Bridge-Assay
konnten lediglich bei fiinf Patienten der Schilddriisenerkrankten, die nicht an einem M.
Basedow leiden, sTRAK unterhalb des Grenzwertes fiir Positivitit gemessen werden,
entsprechend 2,8 %. Unter den fiinf Patienten befanden sich drei Patienten aus der Gruppe der
AIT und zwei Patienten aus der Gruppe der Schilddriisenkarzinome. Im Vergleich dazu konnten
bei 74 von 180 Patienten mit Schilddriisenerkrankungen, die nicht an einem M. Basedow
erkrankt sind, mittels Competition-Assay TRAK unterhalb des Grenzwertes fiir Positivitét
gemessen werden, entsprechend 41 %. Unter den 74 Patienten befanden sich sowohl Patienten
mit AIT und Schilddriisenkarzinomen als auch Patienten mit Struma nodosa. Die Daten sind in

Abbildung 3a und 3b dargestellt.
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AIT Struma  Schilddriisenkarzinome Schilddriisengesunde

Anzahl nodosa Anzahl (n) Kontrollen Anzahl

(n) Anzahl (n) (n)
Competition
Assay
TRAK > 1,75 1 1 2 0
IU/L
TRAK < 1,75 30 24 19 1
i
Bridge Assay
sTRAK > 2 0 0 0
0,55 U/
sTRAK < 3 0 2 0
0,55 IU/1

Tabelle 3.1 Anzahl (n) der nicht an M. Basedow erkrankten Patienten (AIT, Struma nodosa,
Schilddriisenkarzinomen und schilddriisengesunden  Kontrollen) mit TRAK bzw. sTRAK
Konzentrationen oberhalb und unterhalb des jeweiligen Grenzwertes fiir Positivitdit.

Da beide Assay-Systeme durch Kalibrierung gegen zwei unterschiedliche WHO Standards
unterschiedliche Grenzwerte fiir positive sSTRAK und TRAK besitzen, wurde in einer weiteren
Berechnung der Grenzwert fiir Positivitit auf 1 festgesetzt und die Abweichungen als Multiplen

des Grenzwertes dargestellt. Die Daten sind in Abbildung 3¢ und 3d dargestellt.
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Abb. 3.3: sTRAK und TRAK Konzentrationen im Verhdiltnis zu deren Grenzwert fiir Positivitdit.
Verteilung der gemessenen sTRAK und TRAK Konzentrationen (a und b) und Verteilung der sTRAK und
TRAK in Multiplen des Grenzwertes fiir Positivitdt (c und d) bei Patienten mit M. Basedow (alle M.B)
unabhdngig von deren Erkrankungsstadium, neu diagnostizierten M. Basedow Patienten (ED M.B.), M.
Basedow Patienten mit thyreostatischer Therapie < 6 Monate (M.B. < 6 Mo), Autoimmunthyreoiditis
(AIT), Struma nodosa (Struma), Schilddriisenkarzinomen (SD-Ca) und schilddriisengesunden Kontrollen
(Kontrollen). Die Grenzwerte fiir Positivitéit entsprechen den Empfehlungen der Hersteller: Bridge-Assay
zur Detektion der sTRAK: 0,55 IU/I, Competition-Assay zur Detektion der TRAK: 1,75 IU/I. [248]

Bei beiden Assays zeigte sich ein dhnliches Bild. Durch eine detailliertere Analyse konnten
jedoch signifikante Unterschiede im Vergleich beider Assays aufgezeigt werden. Bei Erhohung
des Grenzwertes auf das Zweifache der Positivitit zeigte sich eine signifikant hohere
Korrelation zwischen positiven und negativen Patienten fiir sSTRAK im Vergleich zu TRAK

(70/30 gegen 59/41 %; p =0,0131).

Zusitzlich wurde eine Korrelationsanalyse zwischen dem Bridge-Assay und dem Competition-

Assay durchgefiihrt, um beide Assay Systeme miteinander zu vergleichen. Dabei wurde eine
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starke Korrelation zwischen sSTRAK und TRAK gesehen (Spearman r = 0,8738; p < 0,0001).
Die Analyse ist in Abb. 4 dargestellt.

40 4 (o] 00Q

STRAK [1U/1]

TRAK [1U/I]

Abb. 3.4: Korrelation zwischen sTRAK und TRAK. Auf der x-Achse aufgetragen sind die Konzentration
der TRAK in 1U/I, auf der y-Achse aufgetragen zeigen sich die sSTRAK Konzentrationen in 1U/I. Es zeigt
sich eine signifikante Korrelation zwischen sTRAK und TRAK-Serum-Konzentrationen bei allen Patienten
mit M. Basedow (Spearman r = 0,8738; p < 0,0001) [248].

3.3 TSH Rezeptor Autoantikorper im zeitlichen Verlauf

Um einen Eindruck vom Verlauf der Autoantikorper-Konzentrationen im Serum der Patienten
mit M. Basedow wéhrend der Therapie zu bekommen, wurden die sSTRAK und TRAK
Konzentrationen im zeitlichen Verlauf, d.h. zum Zeitpunkt der Erstdiagnose (ED), bis zu drei
Monaten, sechs Monaten, 12 Monaten und ldnger als 12 Monate nach Erstdiagnose, dargestellt.
Es zeigte sich ein deutlicher Abfall der sSTRAK im Verlauf von mehr als 12 Monaten nach
Erstdiagnose (Spearman r = - 0,2245, p = 0,001). Der Verlauf ist in Abb. 5a dargestellt. Auch
fiir die mittels Competition-Assay gemessenen TRAK derselben Patientengruppe zeigte sich
ein dhnliches Bild, sieche Abb. 5b. Bei den TRAK bestand sogar ein etwas stirkerer Abfall im
Verlauf (Spearman r = - 0,2825, p < 0,0001).
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Abb. 3.5: sSTRAK (a) und TRAK (b) Konzentrationen im zeitlichen Verlauf, in Abhdngigkeit vom
Zeitpunkt der Erstdiagnose des M. Basedows. Auf der x-Achse aufgetragen ist der Zeitpunkt nach
Erstdiagnose (ED) des M. Basedows, auf der y-Achse jeweils die sTRAK (a) bzw. TRAK (b) Konzentration
im Patientenserum in IU/I. Je ldnger das Zeitintervall zwischen Erstdiagnose und Antikérper-Messung,
desto niedriger ist die Konzentration der sTRAK und TRAK (sTRAK: Spearman r = - 0,2245; p = 0,001;
TRAK: Spearman r = - 0,2825; p < 0,0001). [248]

3.4 Zusammenhang zwischen den sTRAK, TRAK und fT4

Zur Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen einer Hyperthyreose und den Autoantikdrper
Konzentrationen im Serum, wurden die sTRAK und die TRAK Konzentrationen gegen die
Konzentration von fT4 im Serum der Patienten mit M. Basedow aufgetragen. Sowohl die
sTRAK als auch die TRAK korrelierten signifikant mit der Hohe des fT4. Fiir die sSTRAK betrug
der Spearman Korrelationskoeffizient 0,2070, p < 0,005, siche Abb. 6a. Ein noch stirkerer
Zusammenhang zeigte sich zwischen den TRAK und dem fT4 (Spearman r = 0,2366, p <
0,0005), siche Abb. 6b.
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Abb. 3.6: Korrelation zwischen sTRAK (a) bzw. TRAK (b) und fT4 bei allen Patienten mit M. Basedow.
Auf der X-Achse aufgetragen zeigt sich jeweils die Konzentration von fT4 in ng/l, auf der y-Achse zeigt
sich die Konzentration der sTRAK (a) und bTRAK (b) in IU/I. Sowohl sTRAK als auch TRAK zeigen eine
positive Korrelation zu fT4. (sSTRAK: Spearman r = 0,2070; p < 0,005; TRAK: Spearman r = 0,2366; p <
0,0005) [248].
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4 Diskussion

Die Messung der TRAK zur Diagnose eines M. Basedows und zur Unterscheidung von anderen
Schilddriisenerkrankungen wie z. B. der AIT ist ein elementarer Baustein und eine allgemein
anerkannte Routinemethode [2, 149]. Nach der Entwicklung des Competition-Assays in den
1970er Jahren, kam es in den letzten Jahrzehnten zu Weiterentwicklungen dieses Systems [224,
225]. Eine Schwachstelle bleibt jedoch, dass die Competition-Assays nicht zwischen
blockierenden und stimulierenden Autoantikdrpern unterscheiden kénnen. Nun wurde ein
neues Assay-System entwickelt, das auf einem vollkommen neuen Prinzip basiert. Die sSTRAK
formen eine Briicke zwischen zwei chimeren, rekombinanten TSHR, wodurch ein
lumineszierendes Signal ausgelost wird [244]. Aufgrund der Bauart wird der Assay als Bridge-
Assay bezeichnet, seit kurzem liegt er als kommerziell erhéltlicher, vollautomatisierter Assay
vor. Das Ziel dieser Studie lag in der Evaluation des neuen automatisierten Bridge-Assays fir
die Detektion von sTRAK in Patienten mit M. Basedow. Dazu wurden die Daten der Patienten
mit M. Basedow mit denen von Patienten mit anderen Schilddriisenerkrankungen und
schilddriisengesunden Kontrollpatienten verglichen. Auflerdem wurde ein Vergleich zwischen
diesem neu entwickelten 4Assay und dem bisher routinemiBig eingesetzten Competition-Assay

durchgefiihrt.

4.1 Bewertung der errechneten Grenzwerte und Vergleich mit dem
Competition-Assay

Der mittels ROC-plot Analyse errechnete Grenzwert fiir Positivitit fiir den neuen
automatisierten Bridge-Assay lag in der hier durchgefiihrten Studie bei Patienten mit der
Erstdiagnose eines M. Basedows bei > 0,55 IU/l. Bei diesem Grenzwert hatte der Assay eine
Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitit von 99 %. Der Bridge-Assay erkennt also mit hoher
Sensitivitit einen Patienten mit M. Basedow und kann ihn mit hoher Spezifitidt von Patienten
mit anderen Schilddriisenerkrankungen und Schilddriisengesunden unterscheiden.

Auch Tozzoli et al. veroffentlichten eine Studie, in der sie den ersten vollautomatisierten
Immunassays Immulite TSI evaluierten. Hierfiir untersuchte die Forschungsgruppe 383
Patienten, darunter 72 Patienten mit neu diagnostiziertem M. Basedow, 55 Patienten mit AIT,
36 Patienten mit nicht-autoimmun bedingter Struma, 100 Patienten mit anderen
Autoimmunerkrankungen, die nicht die Schilddriise betreffen und 120 gesunde Kontrollen. Der
von Tozzoli et al. mittels ROC-Plot Analyse errechnete Grenzwert Wert lag bei > 0,54 TU/1

und deckt sich somit nahezu mit dem in dieser Studie errechneten Grenzwert. Auch beziiglich
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Sensitivitdt und Spezifitidt kam die Forschungsgruppe auf ein sehr dhnliches Ergebnis. In ihrer
Stichprobe war der Bridge-Assay fiir alle Patienten mit M. Basedow positiv, wéihrend er in allen
bis auf drei Patienten der Kontrollgruppen negativ ausfiel. Somit errechneten Tozzoli et al. fiir
den Bridge-Assay eine Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitdt von 98,7 % [249]. Eine
weitere Studie zur Evaluation des Immulite Bridge Assays wurde 2017 von Autilio et al.
verdffentlicht [250]. Auch Autilio et al. untersuchten das Serum von insgesamt 145 Patienten,
darunter 46 Patienten mit unbehandeltem M. Basedow, 36 Patienten mit AIT, drei Patienten
mit atrophischer Thyreoiditis, zehn Patienten mit multinodularer nicht-toxischer Struma und 50
schilddriisengesunde Kontrollpatienten auf das Vorhandensein von sTRAK mittels des
Immulite Bridge Assays und TRAK mittels Competition Assay Elecsys. Die Forschungsgruppe
errechneten einen Grenzwert von > 0,57 IU/1, bei diesem Wert lag die Sensitivitit bei 98 %
und die Spezifitit bei 99 % [250]. Auch die von Autilio et al. ermittelten Werte decken sich in
etwa mit den Werten der hier durchgefiihrten Studie und den Angaben des Herstellers.
Obwohl fiir die Analyse des Grenzwertes in der hier durchgefiihrten Studie im Vergleich zur
hohen Anzahl an bereits thyreostatisch vorbehandelten Patienten nur 30 Patienten mit der
Erstdiagnose eines M. Basedows zur Verfiigung standen, sind die Daten statistisch signifikant
(AUC = 0,9994) und der errechnete Grenzwert deckt sich mit den Angaben des Herstellers
(0,55 TUN).

Zusammengefasst konnte in der hier durchgefiihrten Arbeit der vom Hersteller empfohlene
Grenzwert von 0,55 TU/] bestitigt werden, ebenso wie die hohe Spezifitit und Sensitivitét des

neuen automatisierten Bridge-Assays.

Bei Patienten, die bereits seit < 6 Monaten eine thyreostatische Therapie erhielten, lag der in
der hier durchgefiihrten Studie mittels ROC-Plot Analyse berechnete, optimale Grenzwert flir
Positivitét bei > 0,30 TU/1. Fiir bereits medikamentds behandelte Patienten ergibt sich somit in
der hier vorgelegten Studie eine Grauzone im Bereich von > 0,30 IU/1 bis < 0,55 TU/1. Bei der
Verwendung des Grenzwertes von 0,55 IU/I liegt die Sensitivitit des Assays fiir thyreostatisch
vorbehandelte Patienten bei 96 %, wihrend die Spezifitit gleichbleibend bei 99 % liegt.

Frank et al. kamen in ihrer Studie zur Evaluation des manuellen Bridge-Assays auf eine sehr
dhnliche Grauzone von 0,3-0,54 TU/I. Hierfiir untersuchte die Forschungsgruppe 599 Blutseren,
darunter 274 Patienten mit M. Basedow. Von den 274 Patienten mit M. Basedow waren 248
Patienten bereits thyreostatisch vorbehandelt, wahrend 27 Patienten mit der Erstdiagnose eines
M. Basedows noch keine medikamentdse Therapie erhalten hatten. Die Sensitivitit des Assays

lag in der Studie von Frank et al. bei 99,8 %, wihrend die Spezifitit 99,1 % erreichte [244].
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Zusammenfassend zeigen sowohl die hier durchgefiihrte Studie als auch die Studie von Frank
et al. eine Grauzone im Bereich von > 0,30 TU/I bis < 0,55 TU/1 fiir bereits thyreostatisch
vorbehandelte Patienten mit M. Basedow, bei immer noch guten Sensitivitdten und Spezifititen

fiir diese Patientengruppe.

Ziel der Studie war u. a. ein Vergleich des Bridge-Assays mit dem bislang eingesetzten
Competition-Assay. In der hier durchgefiihrten Studie zeigte der Bridge-Assay eine Sensitivitdt
von 100 % bei der Erstdiagnose eines M. Basedows und eine Sensitivitit von 96 % bei
Patienten, die bereits eine thyreostatische Therapie erhalten hatten. Sowohl bei Patienten mit
neu diagnostiziertem M. Basedow als auch bei bereits thyreostatisch behandelten Patienten
zeigt der Bridge-Assay in der hier vorliegenden Studie eine bessere Sensitivitdt als der
Competition-Assay in vergleichbaren Studien bei gleicher Spezifitit.

2009 veroffentlichten Schott et. al eine Studie zur klinischen Evaluation des ersten
automatisierten Competition-Assays. Hierfiir untersuchte die Forschungsgruppe 508 Patienten
mit M. Basedow, 142 Patienten mit AIT, 107 Patienten mit subakuter Thyreoiditis, 109
Patienten mit nicht-autoimmun bedingter Struma, 23 Patienten mit Schilddriisenkarzinomen
und 446 gesunde Kontrollen. In der von Schott et al. durchgefiihrten ROC-plot Analyse
erreichte der Assay bei einem Grenzwert von > 1,75 IU/] eine Sensitivitit und Spezifitdt von 99
% fiir Patienten mit der Erstdiagnose eines M. Basedows. Bei Patienten, die bereits
thyreostatisch behandelt wurden, lag die Sensitivitét bei gleichem Grenzwert nur noch bei 89
%, wihrend die Spezifitit weiterhin 99 % betrug [236]. Auf dhnliche Ergebnisse kamen Kamijo
et al., die in ihrer Studie einen Vergleich der M22-biotin basierten ELISA der dritten Generation
mit den TSH-biotin basierten porcinen zweitgenerations ELISA verglichen. Bei Kamijo et al.
lagen sowohl die Sensitivitit, als auch die Spezifitit des drittgenerations ELISA bei 99,6 %
[251].

Der Bridge-Assay weist laut der Ergebnisse dieser Studie somit sogar eine, wenn auch nur
dezent, bessere Sensitivitit, sowohl bei der Erstdiagnose eines M. Basedows als auch im

Verlauf der Therapie eines M. Basedow auf, als der Competition-Assay.
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4.2 Stimulierende TRAK in Patienten mit Autoimmunthyreoiditis

Die AIT vom Hashimoto Typ ist die hdufigste autoimmune Schilddriisenerkrankung. Patienten
mit AIT entwickeln im Verlauf der Erkrankung eine Hypothyreose, durch lymphozytire
Destruktionsprozesse mit Zerstorung von Schilddriisengewebe [252]. Anders als beim M.
Basedow ist die Autoimmunitit bei AIT vorrangig T-Zell-vermittelt. Mit ungeklarter Relevanz
fiir die Pathogenese konnen TPO und TG Antikdrper im Patientenserum nachgewiesen werden
[2]. Zudem ist die Existenz sowohl von stimulierenden als auch von blockierenden TRAK bei
Patienten mit Autoimmunthyreoiditis bekannt [253-255]. Daher wurden neben Patienten mit
Struma nodosa, Schilddriisenkarzinomen und schilddriisengesunden Kontrollgruppen auch

Patienten mit AIT als Vergleichsgruppe in dieser Studie herangezogen.

In der hier durchgefiihrten Studie konnten sowohl mittels Bridge-Assay als auch mittels
Competition-Assay sSTRAK bzw. TRAK bei Patienten mit AIT nachgewiesen werden. Mittels
Bridge-Assay wurden in der hier durchgefiihrten Studie bei zwei von 57 Patienten mit AIT
sTRAK oberhalb des Grenzwertes von > 0,55 U/, in drei weiteren Patienten mit AIT wurden
sTRAK unterhalb des Grenzwertes gemessen. Im Gegensatz dazu wurden mittels Competition-
Assay nur bei einem Patienten mit AIT TRAK oberhalb des Grenzwertes von > 1,75 1U/I
gemessen und bei vielen Patienten TRAK unterhalb des Grenzwertes. Waihrend der
Competition-Assay bei einem von 57 Patienten mit AIT, einem von 74 Patienten mit Struma
nodosa und zwei von 47 Patienten mit Schilddriisenkarzinomen positive TRAK oberhalb des
Grenzwertes zeigte, konnten mittels Bridge-Assay nur in zwei von 57 Patienten mit AIT
positive STRAK oberhalb des Grenzwertes nachgewiesen werden. In allen anderen
Vergleichsgruppen konnten mittels Bridge-Assay keine positiven sTRAK nachgewiesen
werden.

In der Vergangenheit wurde schon in diversen Studien der Nachweis von TRAK mittels
Competition-Assay in Patienten mit AIT beschrieben, meist jedoch ohne zwischen
stimulierenden und blockierenden AK zu unterscheiden [236, 256, 257]. Beispielsweise mallen
Costagliola et al. in ihrer Studie bei 15 % der Patienten mit AIT TRAK, die jedoch keine
Hyperthyreose erzeugten [258]. Auch Tozzoli et al. konnten in ihrer Studie zur Evaluation des
ersten vollautomatisierten /mmunassays zur Messung von stimulierenden Antikdrpern in 3,6 %
der Patienten mit AIT positive STRAK messen. Sie warfen die Frage auf, ob dies entweder
falsch positive Ergebnisse seien, d. h. dass z. B. bei diesen Patienten mit AIT auch blockierende
TRAK an den N-Terminus des chimeren TSHR des Bridge-Assays binden oder ob es sich um

richtig positive Ergebnisse handele, d. h. dass auch in euthyreoten und hypothyreoten Patienten
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sTRAK vorliegen [249]. Auch in der Studie von Autilio et al. konnten in einem Patienten mit
AIT sTRAK oberhalb des Grenzwertes gemessen werden [250].

Kahaly et al. veroffentlichten eine Studie, in der die Existenz von sTRAK mittels eines
manuellen Thyretain Bioassays, in Patienten mit Autoimmunthyreoiditis und einer damit
assoziierten endokrinen Orbitopathie, gemessen wurden. Unter allen Patienten mit AIT wurden
in 9 % sTRAK gemessen, unter denen mit AIT ohne EO waren in 5,5 % sTRAK nachweisbar.
Bei den Patienten mit AIT und endokriner Orbitopathie waren in mehr als zweidrittel der Félle
positive sSTRAK nachweisbar. Die Priavalenz, der mittels konventionellem Rezeptor-Assay
gemessenen TRAK, war etwas niedriger, dies l4sst sich durch die hohere analytische Leistung
des Bioassays zur Detektion von sSTRAK im Vergleich zum konventionellen Rezeptor-Assay,
erkldren [259]. Die Ergebnisse der Studie von Kahaly et al. stiitzen die Theorie, dass vor allem
sTRAK in der Pathogenese einer EO eine wichtige Rolle spielen.

In der hier vorliegenden Arbeit erfolgte keine direkte funktionelle Bestimmung der TRAK. Es
kann entsprechend keine Aussage dariiber getroffen werden, ob es sich bei den mittels
Competition-Assay gemessenen TRAK bei den Patienten mit AIT um sTRAK oder bTRAK
handelt. Ebenso lésst sich nicht beweisen, dass es sich bei den mittels Bridge-Assay gemessenen
TRAK wirklich um sTRAK handelt. Um diese Frage zu beantworten ist eine Studie geplant,
bei der zusétzlich die TRAK mittels eines Bioassays gemessen werden.

Die in den oben genannten Studien beschriebene Beobachtung des Auftretens von TRAK und
sTRAK in Patienten mit AIT deckt sich mit den in dieser Studie vorliegenden Daten. Der
Nachweis von sTRAK bei Patienten mit AIT wirft die Frage auf, ob positive TRAK in diesen
Patienten fiir eine bisher undefinierte ,,gemischte* Immunantwort stehen, die Eigenschaften
sowohl einer AIT als auch eines M. Basedows aufweist. In Bezug auf das Auftreten und den
Verlauf einer EO scheint die Messung der sTRAK fiir eine gute Prognoseeinschitzung
besonders wichtig zu sein, da z. B. der frithe Einsatz von Glukokortikoiden die Effektivitdt der
Therapie deutlich steigert [153]. Ob der Bridge-Assay und die Bioassays eine hohere
Aussagekraft zur Vorhersage des Auftretens und Verlaufs einer endokrinen Orbitopathie
aufweist, als die herkommlichen Competition-Assays, die unspezifisch TRAK messen, sollte in

weiteren Studien untersucht werden.
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4.3 Bewertung des zeitlichen Verlaufs der TSH Rezeptor Antikorper

Um zu sehen, wie sich die Autoantikérper im zeitlichen Verlauf wiahrend einer thyreostatischen
Therapie verhalten, wurden die STRAK und TRAK Serum Konzentrationen in der hier
durchgefiihrten Studie zu den verschiedenen Zeitpunkten nach der Erstdiagnose graphisch
dargestellt. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des M. Basedows zeigten alle Patienten positive
sTRAK und der Grofiteil der Patienten positive TRAK. Wie erwartet kam es in dieser Studie
im Verlauf der thyreostatischen Therapie zu einem stetigen Abfall sowohl der sSTRAK als auch
der TRAK. Entgegen der Erwartungen kam es zu einem etwas stirkeren Abfall der TRAK im
Vergleich zu den sTRAK im Verlauf der Therapie.

Die hier vorliegenden Ergebnisse decken sich mit vielen Studien, in denen der Grofiteil der
Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose eines M. Basedows positive TRAK bzw. sTRAK
aufweisen [238]. Wihrend der Therapie mit thyreostatischen Medikamenten kommt es in der
Regel zu einem stetigen Abfall der TRAK Konzentrationen [260]. Diverse Studien konnten
zeigen, dass hohe TRAK Titer zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Erkrankung das Risiko eines
Rezidivs erhdhen, wihrend niedrige TRAK Konzentrationen eher fiir einen positiven Verlauf
der Erkrankung, einhergehend mit einer Remission, sprechen [199, 201-203]. Dauksiene et al.
fiihrten eine retrospektive Studie durch, in der sie hohe TRAK Konzentrationen und ein grof3es
Schilddriisenvolumen zum Zeitpunkt der Erstdiagnose als unabhidngige Vorhersagefaktoren fiir
ein Versagen der thyreostatischen Therapie bestimmten [261]. Die Arbeitsgruppe von Schott et
al. konnte zeigen, dass bei TRAK-Spiegeln > 10 IU/I sechs Monate nach Krankheitsbeginn eine
Remission weitestgehend ausgeschlossen werden kann [202]. In einer Studie von Laurberg et
al. entwickelten 89 % der nach thyreostatischer Therapie weiterhin TRAK positiven Patienten
ein Rezidiv, wihrend nur 29 % der Patienten, die am Ende der Therapie TRAK negativ waren,
ein Rezidiv entwickelten [260]. Giuliani et al. untersuchten den Zusammenhang zwischen der
gezielten Messung von sTRAK mittels eines Bioassays, der den chimeren TSHR Mc4
verwendet und der Vorhersagbarkeit einer Remission bzw. eines Rezidivs bei Patienten mit M.
Basedow, die eine thyreostatische Therapie erhielten. Die Arbeitsgruppe von Guiliani et al.
konnte zeigen, dass sSTRAK Konzentrationen nur in der Gruppe der Patienten mit einer
Remission der Erkrankung am Ende der thyreostatischen Therapie signifikant abnahmen. Der
Mc4 Assay zeigte einen Trend in Richtung verbessertem PPW, Spezifitit und Testgenauigkeit
im Vergleich zum M22 basierten Competition-Assay, auch wenn der Unterschied sich als nicht
signifikant herausstellte. Insgesamt folgerten Guiliani et al. aus der Studie, dass die Messung
der sSTRAK mittels Mc4 Assay ein klinisch brauchbarer Parameter ist, um eine Remission oder

ein Rezidiv bei Patienten mit M. Basedow vorherzusagen [239].
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Der von Guiliani et al. aufgeworfenen Frage, ob sSTRAK Konzentrationen eine stdrkere
Korrelation mit der Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs aufweisen als TRAK und ob sich durch
die Bestimmung der sTRAK eine bessere Prognoseabschitzung treffen ldsst, gingen Stohr et
al. nach [239, 262]. Die Arbeitsgruppe fiihrte eine retrospektive Studie an 117 Patienten mit M.
Basedow und EO durch, in der sie die TRAK und sTRAK Werte drei, sechs, zehn und 15
Monate nach Beginn einer thyreostatischen Therapie mittels Competition Assay Elecsys, Bridge
Assay Immulite und Bioassay Thyretain mallen. Ziel der Studie von Stohr et al. war ein
Vergleich der verschiedenen Assay-Systeme beziiglich der Vorhersagbarkeit einer Remission
oder eines Rezidivs der Hyperthyreose [262]. Stohr et al. konnten eine hohe Korrelation
zwischen den gemessenen TRAK und sTRAK Werten des Competition Assays Elecsys und des
Bridge Assays Immulite zeigen. Eine weniger gute Korrelation zeigte sich zwischen den
Ergebnissen des Thyretain Bioassays und des Immulite Bridge Assays. Mittels Bridge-Assay
zeigten sich in 24 % falsch positive Werte bei Patienten, die im Bioassay negative Werte zeigten
und neun falsch negative Werte bei Patienten, die im Bioassay positive Werte zeigten. Das
Ergebnis der Studie von Stohr et al. stellt die Behauptung, der Bridge-Assay messe
ausschlieBlich sSTRAK, in Frage. Mit 50-60 % lieB sich eine Vorhersagbarkeit fiir ein Rezidiv
oder eine Remission treffen unabhédngig der Assay Technologie. Der Bioassay zeigte sich
insgesamt am sensitivsten und blieb bei 90 % der Patienten nach 15 Monaten nach Beginn der
thyreostatischen Therapie weiterhin positiv. Die Studie von Stohr et al. konnte nicht zeigen,
dass die Messung der sTRAK mittels Bioassay oder Bridge-Assay eine bessere
Vorhersagbarkeit der Remissions- oder Rezidivrate zuldsst als die Messung der TRAK mittels
Competition-Assay [262]. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen Struja et al. in einer retrospektive
Kohortensutdie mit 332 Patienten [263]. Sie verglichen fiinf verschiedene TRAK-Assays
(Immulite Bridge Assay, Brahms TRAK Assay, EliA anti TSH-R Assay, RSR TRAb Fast Assay,
RSR-bioassay Stimulation) auf ihre Féhigkeit einen M. Basedow zu diagnostizieren und die
Rezidivwahrscheinlichkeit vorherzusagen. Alle fiinf getesteten Assays zeigten eine hohe
Sensitivitdt und Spezifitdit zur Diagnose eines M. Basedow. Der Bridge-Assay zeigte in der
Studie von Struja et al. eine schlechtere Vorhersagbarkeit eines Rezidivs als die vier anderen
Assays [263].

In der hier durchgefiihrten Studie wurde kein Vergleich des Bridge-Assays mit einem Bioassay
durchgefiihrt, sondern nur der Vergleich des Bridge-Assays mit dem Competition-Assay. Durch
den Vergleich des Bridge-Assays mit einem Bioassay wire eine genauere Aussage dariiber
moglich gewesen, ob es sich bei den via Bridge-Assay gemessenen Autoantikorper

ausschlieSlich um stimulierende TRAK handelt. AuBerdem wurden keine weiteren
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Berechnungen zur Vorhersagbarkeit der Rezidivwahrscheinlichkeit anhand der Konzentration
der sTRAK angestellt.

Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit bei allen Patienten mit der Erstdiagnose eines M.
Basedow positive sSTRAK nachgewiesen. Im Verlauf der thyreostatischen Therapie zeigte sich
ein stetiger Abfall der sSTRAK Konzentrationen. Es konnte nicht bestitigt werden, dass es zu
einem stirkeren Abfall der sTRAK Konzentrationen im Vergleich zu den TRAK
Konzentrationen im Verlauf der Therapie kommt. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie
decken sich mit den Ergebnissen der oben aufgefiihrten Studien und deuten ebenfalls darauf
hin, dass sich durch die Bestimmung der sSTRAK keine bessere Vorhersagbarkeit eines Rezidivs
treffen lasst als durch die Bestimmung der TRAK.

Wiinschenswert sind weitere Studien zur Evaluation einer Uberlegenheit der sSTRAK Messung

in Bezug auf die Vorhersagbarkeit des Krankheitsverlaufes.

4.4 Bewertung des Zusammenhangs zwischen stimulierenden TRAK,
TRAK und fT4

Um der Frage nachzugehen, ob der Bridge-Assay tatsichlich nur die sSTRAK misst, die fiir die
Auslosung einer Hyperthyreose verantwortlich gemacht werden, wurde in dieser Studie der
Zusammenhang zwischen der Hohe der sTRAK bzw. TRAK Konzentrationen und der T4
Konzentration im Serum der Patienten gemessen. In der hier durchgefiihrten Studie konnte zwar
ein starker Zusammenhang zwischen den gemessenen sTRAK und fT4 gefunden werden, es
bestand jedoch ein noch stirkerer Zusammenhang zwischen den durch den Competition-Assay
gemessenen TRAK und fTs4. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass der Bridge-Assay nicht
ausschlieBlich die STRAK misst.

Zu einem édhnlichen Ergebnis kamen Tozzoli et al. in ihrer Studie zur Evaluation des ersten
automatisierten Bridge-Assays. Auch die Arbeitsgruppe von Tozzoli et al. malen die
Korrelation zwischen den mittels Bridge-Assay gemessenen sTRAK und fT4und den mittels
den verschiedenen anderen Assay-Systemen gemessenen TRAK und fT4. Hierbei zeigten sich
akzeptable, aber keine guten Korrelationen zwischen den mittels Bridge-Assay gemessenen
STRAK und fT4 und den mittels Competition-Assay gemessenen TRAK und fT4. Die
Arbeitsgruppe fiihrt die partielle Korrelation darauf zuriick, dass mittels Bridge-Technologie
immer noch ein kleiner Teil der blockierenden TRAK mitgemessen wird [249].

Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Studienergebnissen und den Ergebnissen von Tozzoli
et al. konnte die Arbeitsgruppe von Frank et al. in ihrer Studie zur Evaluation des ersten

manuellen Bridge-Assays eine signifikant stirkere Korrelation zwischen den gemessenen
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sTRAK und fT4 messen als zwischen den TRAK und fT4. Daraus schloss die Arbeitsgruppe
von Frank et al., dass es sich bei den durch den Bridge-Assay gemessenen Antikdrpern um
stimulierende TRAK handelt [244]. Um zu widerlegen, dass der Bridge-Assay auch bTRAK
erkennt, fiihrten Frank et al. in derselben Studie eine Messung der TRAK im Serum von drei
Patienten mit M. Basedow und klinischer und biochemischer Hypothyreose durch. Mittels
Competition-Assay und mittels eines Bioassays, der bTRAK misst, waren bei den Patienten mit
Hypothyreose TRAK nachweisbar. Der Bridge-Assay konnte diese bTRAK wie erhofft nicht
nachweisen. Die Beobachtung stiitzt die Behauptung, dass der Bridge-Assay nur stimulierende
TRAK misst. Allerdings zeigte der blockierende monoklonale AK K1-70 eine
Bindungsaktivitdt im Bridge-Assay, die jedoch geringer war als im Competition-Assay [244].
Die Bindung des mAK K1-70 spricht wiederum dafiir, dass zu teilen auch bTRAK durch den
Bridge-Assay gemessen werden.

Zu einem dhnlichen Ergebnis kamen Lytton et al. in einem 2018 verdffentlichten Review iiber
die technischen und analytischen Fahigkeiten der fiihrenden kommerziell erhédltlichen Assays
zur Messung der TRAK und eine Metaanalyse der klinischen Leistungsfahigkeiten der Assays
[264]. Sie verglichen die analytische Sensitivitit und Spezifitit der sSTRAK und bTRAK
Messung im Mc4 Bioassay mit der TRAK Messung im Competition-Assay und der sTRAK
Messung im Bridge-Assay. Durch Hinzugabe der in unterschiedlichen Konzentrationen
verdiinnten stimulierenden Autoantikérper KSabl und M22 und des blockierenden
Autoantikdrper KI1-70 in das Serum eines euthyreoten Individuums konnten
konzentrationsabhidngige Kurven der Sample to reference ratio (SRR), U/l Bindung und
Hemmung der bTRAK in Prozent errechnet werden. Sowohl im Competition-Assay als auch
im Bridge-Assay Immulite 2000 konnte eine starke Bindung des blockierenden mAK K1-70
gemessen werden. Im Gegensatz dazu zeigte K1-70 keinerlei Bindung im Mc4 Bioassay [264].
Dieses Ergebnis spricht gegen die Aussage, dass es sich bei den im Bridge-Assay gemessenen
TRAK nur um sTRAK handelt.

In einer 2019 veroffentlichten Studie von Allelein et al. wurde anhand von Blutproben von 229
Patienten, darunter 151 Patienten mit M. Basedow, 35 Patienten mit Hashimoto Thyreoiditis,
32 Patienten mit Struma nodosa und 11 Patienten mit Schilddriisenkarzinomen, ein Vergleich
des Bridge-Assays mit zwei Bioassays durchgefiihrt [265]. Allelein et al. verwendeten einen
Bioassay zur Messung der sTRAK und einen anderen Bioassay zur Messung der bTRAK. Alle
drei Assays zeigten eine hohe Sensitivitit zur Erkennung der TRAK. In zwei von 35 Patienten
mit AIT lieBen sich positive sSTRAK mittels Bridge-Assay nachweisen, wihrend sich mittels

Bioassay bei finf von 35 Patienten positive STRAK messen lieBen. Mittels Bioassay zur
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Erkennung der bTRAK lielen sich in einem Patienten mit AIT und in zwei Patienten mit M.
Basedow positive bTRAK nachweisen. In den zwei Patienten mit M. Basedow und positiven
bTRAK im Bioassay zeigten sich jedoch auch positive Ergebnisse fiir sSTRAK im Bridge-Assay,
wihrend sich die Bioassays zum Nachweis von sSTRAK negativ zeigten [265]. Das Ergebnis
von Allelein et al. widerspricht ebenfalls der Theorie, dass der Bridge-Assay ausschlieBlich die
sTRAK misst und ist damit in Einklang mit dem in dieser Arbeit vorliegenden Studienergebnis.
Die hier vorliegende Arbeit hat zwei Schwachpunkte. Der erste Schwachpunkt liegt in der
geringen Anzahl an Patienten mit der Erstdiagnose eines M. Basedows. Die hohe Anzahl an
Patienten, die bereits eine thyreostatische Therapie erhalten hatte, konnte den Zusammenhang
zwischen den gemessenen STRAK und fT4 beeinflusst haben.

Der zweite Schwachpunkt in der hier durchgefiihrten Studie liegt darin, dass nicht mittels eines
Bioassays untersucht wurde, ob es sich bei den mittels Bridge-Assay gemessenen TRAK
tatsdchlich um sTRAK handelt. Um mit Sicherheit beurteilen zu kdnnen welche Antikorper
durch den Bridge-Assay gemessen werden ist es wichtig die Epitope fiir die Bindung der
funktionell unterschiedlichen TRAK zu kennen und deren Funktionsweise zu verstehen.
Beziiglich der Bindungsstellen der sSTRAK und bTRAK ist sich die Studienlage uneinig. Der
Aufbau des Bridge-Assays basiert auf der Studie von Tahara et al., die einen Verlust der
Aktivitit der stimulierenden TRAK in chimeren TSHR/LH-CGR-Rezeptoren feststellten, in
denen die Aminosdurereste 8-165 durch vergleichbare LH-CGR-Rezeptor Aminosdurereste
ersetzt wurden. In chimeren TSHR/LH-CGR-Rezeptoren, in denen die Aminosdurereste 261
bis 370 ersetzt wurden, konnten Tahara et al. keinen vergleichbaren Verlust der Aktivitdt
feststellen, wéhrend hier die bTRAK ihre Aktivitdt verloren. Daraus schloss die Arbeitsgruppe,
dass die Epitope der sSTRAK im Bereich des N-Terminus des TSHR liegen, wihrend sie die
Epitope der bTRAK im Bereich des C-Terminus verorteten [140]. Won Bae Kim et al. nutzten
ebenfalls mutierte Ovarialzellen des chinesischen Hamsters, in denen die Aminosauren 90-165
durch dquivalente Aminoséduren des LH/CG Rezeptors der Ratte ersetzt wurden (Mc2 Chimerer
Assay) und untersuchten die Aktivitdt der STRAK zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und im
Verlauf der Behandlung. In der von Kim et al. durchgefiihrten Studie zeigte sich bei 19 von 39
Patienten initial keine Aktivitdt im Mc2 chimeren Assay, bei denen es im Verlauf nach acht
Monaten Therapie zu einer positiven Aktivitidt im gleichen Assay kam. Daraus schloss die
Arbeitsgruppe, dass funktionelle STRAK Epitope von der Aminosdureregion 90-165 zu einer
anderen auflerhalb dieses Bereichs liegenden Region gewechselt haben mussten [266]. Grasso
et al. nutzten mutierte Ovarialzellen des chinesischen Hamsters, in denen die Aminosaurereste

acht bis 165 des TSHR durch die Aminoséurereste zehn bis 166 des LH/CGR Rezeptors ersetzt

44



wurden und verglichen die Bindung von bTRAK an diesen chimeren TSHR mit der Bindung
von bTRAK an einen Wild-Typ Rezeptor. Sie konnten bei 47 % der M. Basedow Patienten eine
Aktivitit der bTRAK in den Wild-Typ Zellen messen, nicht aber in den chimeren TSHR-Zellen.
Daraus schlossen sie, dass es sich bei den bTRAK, die nicht an den chimeren TSHR banden,
um eine Untergruppe handelt, die an den N-terminalen Teil der extrazelluliren Doméne des
TSHR bindet. Bei 25,6 % der Patienten konnten sie eine Aktivitit der bTRAK in beiden
Zelllinien messen und in 28 % konnten sie gar keine bTRAK Aktivitdt messen. Ihre Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Patienten mit M. Basedow unterschiedliche bTRAK besitzen, die an
unterschiedliche Epitope binden und evtl. unterschiedliche intrazellulire Mechanismen
auslosen [246]. Ando et al. konnten in einer Studie zeigen, dass bTRAK mit hoher Affinitét
zwei konformative Epitope erkennen, eines davon war nicht vom Epitop der sTRAK zu
unterscheiden. Auch bei Thnen lag die konformative Bindungsstelle fiir sSTRAK in der A
Untereinheit des N-Terminus des TSHR [91]. Sanders et al. gelang es die Kristallstrukturen der
TSHR Ektodomine gebunden an den stimulierenden mAK M22 und gebunden an den
blockierenden mAK K1-70 darzustellen [82, 83]. Die Arbeitsgruppe von Sanders et al. konnte
zeigen, dass die Bindungsstellen der sSTRAK und bTRAK in sehr &hnlichen Regionen der
konkaven Oberfliche der LRR liegen und mit der Bindungsstelle des natiirlichen
Glykoproteinhormons TSH iiberlappen (sieche Abbildung 4.1.) [82, 83]. Die Beobachtungen
von Sanders et al. konnten durch eine neue Studien von Faust et al., die die Struktur des sSTRAK
M22 und des bTRAK K1-70 gebunden an den TSHR mittels kryogener Elektronenmikroskopie

untersuchten, bestétigt werden [109].
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Abb. 4.1. Kristallstruktur des TSH-Rezeptors260 gebunden an den stimulierenden monoklonalen
Antikérper M22 (A) und gebunden an den blockierenden monoklonalen Antikérper K1-70 (B).
(Sanders et al. 2007 und 2011). Der TSH-Rezeptor ist jeweils in blau, die leichten Ketten der
antigenbindenenden Fragmente von M22 bzw. K1-70 sind in hell tiirkis, wéhrend die schweren Ketten
in dunkel tiirkis dargestellt sind. Sowohl! der stimulierende mAK M22 als auch der blockierende mAK K1-
70 binden in liberlappenden Bereichen der konkaven Seite der Leucin-reichen-Region des TSHR [82, 83].

Letztlich ldsst sich zusammenfassen, dass die Epitope der verschiedenen TRAK am TSHR
weiterhin Gegenstand der Forschung sind. Die exakte Struktur des TSHR zu kennen und die
Funktionsweise wie die Antikorper den Rezeptor aktivieren oder blockieren zu verstehen sind
essentielle Bausteine, um den Pathomechanismus des M. Basedow zu verstehen. Die Theorie,
dass sTRAK an den N-Terminus des TSHR binden und bTRAK an den C-Terminus des TSHR
scheint liberholt zu sein und spricht gegen die Behauptung, dass die mittels Bridge-Assay
gemessenen TRAK ausschlielich stimulierende Eigenschaften besitzen. Vielmehr scheinen
sTRAK und bTRAK an dhnliche Epitope zu binden und die Aktivitit der jeweiligen TRAK von
deren struktureller Orientierung in Bezug zur Doppellipidmembran abzuhdngen [109].

Die hier vorliegenden Ergebnisse sprechen in Zusammenschau mit den oben genannten Studien
eher dafiir, dass der Bridge-Assay nicht ausschlieBlich sSTRAK misst, sondern zu Teilen auch
bTRAK. Um zu kldren, ob die TRAK, die mittels Bridge-Assay gemessen werden alle
stimulierende Aktivitdt besitzen oder ob auch Antikérper mit blockierender Aktivitdt
mitgemessen werden, sollten weitere Studien durchgefiihrt werden.
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4.5 Schlussfolgerung

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass der neue automatisierte Bridge-Assay mit hoher
Sensitivitdt Patienten mit M. Basedow detektiert und sie mit einer hohen Spezifitit von
Patienten mit anderen Schilddriisenerkrankungen unterscheidet. Als Grenzwert fiir Positivitdt

sollte eine Konzentration von > 0,55 U/l verwendet werden.

Bisher konnten nur durch Bioassays gezielt stimulierende TRAK gemessen werden. Diese
manuellen Bioassays, die die Erhohung von cAMP in der Zelle messen, haben eine sehr hohe
Sensitivitdt und Spezifitit, bendtigten allerdings einen hohen Arbeitsaufwand von mehreren
Stunden [239, 243, 267]. Ein grofler Vorteil des neuen vollautomatisierten Bridge-Assays ist
seine kurze Durchfithrungszeit von ca. einer Stunde, ohne die Notwendigkeit mehrere Proben
zu sammeln und zusammen zu bearbeiten, wie es flir die Bioassays empfohlen wurde. Damit
braucht der Bridge-Assay nur ein Viertel der Zeit des von Araki et al. entwickelten Bioassays
[243]. Durch den geringen zeitlichen Aufwand kann der automatisierte Bridge-Assay gut in den
Arbeitsalltag eines Routinelabors integriert werden. Der Bridge-Assay konnte sich unabhingig
davon, ob er nur stimulierende TRAK misst, dank seiner hohen Sensitivitdt und Spezifitdt und
der schnellen Durchfiihrbarkeit mit geringem Arbeitsaufwand, in Zukunft als Routineassay fiir

die Diagnose eines M. Basedows durchsetzen.
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6 Anhang

Bildrechte fur reproduzierte Abbildungen

Abb. 1.2:
Reproduced with permission from Frank et. al., Copyright Georg Thieme Verlag KG. Laut
Thieme-connect.com, 7.6.2022 ist die Reproduktion der Bilder im Rahmen einer

nichtkommerziellen Dissertation ohne zusitzliche Genehmigung durch den Verlag erlaubt.

Abb. 3.1-3.6:
Eine schriftliche Genehmigung des Georg Thieme Verlags KG vom 28.5.2022 zur

Reproduktion im Rahmen dieser Dissertation liegt vor.

Abb. 4.1. A und B:

Diese Abbildung wurde mithilfe des Programms PyMOL angefertigt. Die Strukturen der
TSHR/M22 und TSHR/K1-70 Komplexe wurden der RCSB Proteindatenbank (PDB,
https://www.rcsb.org) entnommen: PDB-ID: 3G04 (TSHR/M22) und PDB-ID: 2XWT
(TSHR/K1-70).
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