Aus dem medizinischen Zentrum flUr operative Medizin

Philippsuniversitdt Marbura
Gesch#ftsf. Direktor: Prof. Dr. med. H.D. R&her

Messung von Schilddrisenantikdrpern

INAUGUARL-DISSERTATION
zur

Erlangung des Doktorgrades der gesamten Medizin

Dem Fachbereich Humanmedizin der
Philippsuniversitdt Marburg
vorgeiegt

vVon
Matthias W]st
aus Karlsruhe

Marburg 1986



Angenommen vom Fachbereich Humanmedizin

der Universitit Marburg am 12.2, 1988,
gedruckt mit Genehmigung des Fachbereiches,

Dekan: Prof. Dr. Dr, H.J. Hering
Referent: Prof, Dr, H.D. Rdher
Correferenten: Prof,Dr, Gemsa, Prof.Dr. Hartmann



Fir Katrin



ich bedanke mich herzlich bei

tierrn Prof, Dr, H.D. Roher flir die Uberlassung des Themas

Herrn Prof, DOr., K., Joseph fiir Uberlassung von Seren und klinischen Daten

Herrn Dr. P, Goretzki fiir die hervorragende klinische und experimentelle
Betreuung

Herrn Dr. R. Koob, dessen stindige, immer freundliche und qualifizierte
Hilfe unschiatzbar war

Herrn Dr. Ohmann fiir die statistische Beratung

Frau C, Koller und Herrn M. Schmack fiir Hilfe bel der Zellkultivierung
und dem Ac-Assay -

Herrn T. Kornmiller fir die Zeichnungen mit dem CAD-System

Frau S. Finter fiir die Hilfe bei Ersteilung des Manuskriptes



Gliederung
1.

1.1,

1.2,

1.3.

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.
2.5,
2.6,
2.7,
2.8,
2.9.
2.10.

2.11.

Einfuhrung

Einteitung

Anatomie und Funktion der Schilddriise
Regulation der Schilddrisenfunktion
Pathologie der Schilddriisenerkrankungen
Pathogenese der Schilddriisenkranheiten
Nicht immunologische Pathogenese
tmmunologische Pathogenese

Theorien zur Autoimmunpathogenese
Antikdrperbestimmungen
Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit
Patienten, Material und Methoden
Patienten

Routinelabor-Werte

lg G-Reinigung

Gewebeaufarbeitung und Kultivierung
cAMP~Stimulation

Thymidineinbau

Adenylat-Cyclase-Assay
TSH-Rezeptor-Verdringungs—-Assay
Proteinbestimmung

Bezugsquellen

Auswertung, Statistik und Sonstiges
Ergebnisse

Thyreoglobulin- und mikrosomale Antikérper
TSI {cAMP-Stimulation)
Versuchscharakterisierung

Eichkurven

Wertetabelle
Graphische Ergebnisdarsteliung

Seite

[}

— o
LSRN R e o)

21
22
22
24
24
25
26
28
28
30
3
N
33
34
34
34
34
34

36
36



.
.

o —-
.

.

Wl W W
Wl W W
»

.

. -
. -

s e

W W W W W
oW -

Wi W W W
Lo bh
. .

.
o N PURE LI
M .

.

*

.
.

W w W
[N« )]
B«
e

W kD —
FEY

W W W
~N N NN

F

. e
a

-
-

-
.
-

»

N N N
et wet el el b ek med
NSO N -

.
.

- .
»
. .

-~

BB RN O N

Wb W N —
*

*
.

+

W W
.

L S
B =
. .

w

b +

TGi {(Thymidineinbau])
Versuchscharakterisierung
Eichkurven

Wertetabelle

Graphische Ergebnisdarstellung

TS1 {Adenylatcyclase)
Versuchscharakterisierung
Eichkurve

Wertetabelle

Graphische Ergebnisdarsteliung

TBtI! (TSH-Rezeptor-Antikdrper-Test)
Versuchscharakterislerung
Eichkurve

Wertetabelle

Grapische Ergebnisdarstellung

Verteilung der Antikorer
Antikdrperhiufigkeiten
Antikarperiibersicht

Statistik

Korrelationen der Antikdrper (Hormonwerte)
Korrelation der Antikérper {Behandlungsv.)
Graphische Darsteliungen der Antikérper-
korrelation

Diskussion

Methodikdiskussion

Thyrecglobulin- und mikrosomale Antikérper
lg G-Reinigung

Gewebeaufarbeitung

cAMP-Messung

Thymidineinbau

Adenylatcyciase

TRAK

Diskussion der Ergebnisse

Thyreoglobulin- und mikrosomale Antikérper
Funktionsstimulierende Immunglobuline (TS1)
Wachstumsstimulierende Immunglobuline (TGI)
Rezeptorbindende Immunglobuline {TBI})
Diskussion der statistischen Ergebnisse

Allgemeine Diskussion
Ergebniszusammenfassung und Interpretation

Kiinische Relevanz

Anhang

36
36
36
37
3%

39
39
40
41
41

41
41
42
43
43

44
44
44

48
48
49

50

51

51
51
51
52
53
53
55
55

55
55
57
59
60
61

62
62
63



1. Einfuhrung
1.1. Einleitung

Die endokrinologische Forschung beschiftigte sich in den letzten Jah-
ren verstiarkt mit der Immunpathogenese der Schilddriisenkrankheiten.
Mit den neu entwickelten Nachweismethoden fir Antikérper stieg al-
lerdings auch die Zahl der unterschiedlichen Bezeichnungen. Tabelle

1 gibt einen Uberblick (ergdnzt nach /80/).

Tabelle 1 Nomenklatur der Schil_ddrijsenantikﬁrper

ATMA-Index = antithyroid plasmamembrane index /[42/

FBI = fat cell binding inhibiting immunoglobulin /119/

HTACS = human thyroid adenylate cyclase stimulator

HTS = human thyroid stimulator /36/

1C = immune complexes

LATS = tong acting thyroid stimuiator

LATS-P = long acting thyroid stimulator Protector

LTS = lymphocytic thyroid stimulator /7/

Olg = ophtaimopatic immunoglobulin /4/

TBit = thyroid binding inhibiting immunoglobulin

TDA = thyroid displacing activity /121/

1G! = thyroid growth stimutating immunoglobulin /31/

TSAb = thyroid stimulating antibody

TS = thyroid stimulating immunoglobulin
Nicht immer war ganz klar, was eigentlich gemessen wurde und wel-
che kilinische Relevar;z die Ergebnisse hatten /80/. In den folgenden

Unterkapiteln sollen Funktion und Regulation der Schitddrisenfunktion
beschrieben, ein Abrif der Pathologie gegeben, die Stoffktasse der
tmmunglcbuline wvorgestelit wund bisherige MeBmethoden dargestellit

werden.



t.2. Anatomie und Funktion der Schilddriise

Die Schilddriise besteht aus zwei ovalen Lappen beiderseits der
Trachea, die durch den Isthmus in Hshe des zweiten bis vierten
Trachealknorpelis miteinander verbunden sind. Die Driise wiegt 30 bis
50 g und ist gefdB- und nervenreich. Histologisch charakteristisch
sind die Follikel: kugelige und schiauchférmige Hohlrdume, die mit
einem geschlossenen einschichtigen Epithel beschichtet sind. Diese
Epithelzelten synthetisieren das Kotloid, das in den zentralen Hohi-
raumen gespeichert wird. Die parafollikuliren C-Zellen, die dritte
Zellklasse neben Thyreocyten und Bindegewebszellen, produzieren Cal-
citonin, das als Antagonist des Parathormons den Calciumspiegel des

Blutes senkt.

Zur Synthese der beiden Hormone Tetrajodthyronin (L—Thyroxin, T 4)
und Trijodthyronin {T 3} wird eine tagliche Jodzufuhr von 100 bis
200 pg bendtigt. Der Jodidtransport aus dem Blut in die Zelle erfoigt
aktiv gegen ein Konzentrationsgefille. Intrazeliuldr wird das Jodid
in die Tyrosylseitenreste des Thyreoglobulin eingebaut, Thyreoglobu-
tin ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 6 x IO6 und
macht die Hauptmasse des Kolloids aus. Zur Hormonausschiittung wird
Jod und Thyreoglobulin aus dem FoHikellumen riickrescrbiert, mit el-
ner Protease die biochemisch aktiven Hormone T 3 und T 4 heraus-
geschnitten und an das Blut abgegeben. Die physiologischen Sekre-
tionsraten liegen fiir T & bei 80 ung9/Tag und fir T 3 bei
20-60 pg/Tagqg. Damit wird eine Plasmakonzentration fir T 4 von
4-12 pg/dl und fir T 3 von 90-250 ng/dl aufrecht erhalten. Da T 4
zu 99 % im Blut an thyroxinbindendes Globulin gebunden wird, liegt
die Konzentration des freien T 4 {f T 4) nur bei 0,5-2,2 ng/dl. Die
Stoffwechselwirkungen der Schilddrisenhormone sind nur teilweise ge—
kildrt: Steigerung des Grundumsatzes, in niedriger Konzentration ana-
bote, in hiherer Konzentration katabole Wirkung, Forderung der Glu-
coneogenese und der lipolyse, Beeinflussung der Zelldifferenzierung,

Steigerung der Wirmeproduktion und weiteres /16, 17, 110/,



1.3. Regqulation der Schilddriisenfunktion

Die Schilddrise dient als Relaisstation zwischen Hypophyse/ Hypo-
thalamus und der Kérper-Peripherie. Die Hormonkonzentration wird

Uber einen Feed-back-Mechanismus eingestellt,

r,——lHypothalamus |

) i

; [ TRH |

! I
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Zeichnung 1: Regelkreis der Schilddrisenfunktion nach /16/

TSH (=thyroidea stimulierendes Hormon} wird in den basophilen Zellen
des Hypophysenvorderlappens gebildet. Es besteht aus zwei Unterein-
heiten, beide mit einem Molekulargewicht von 28300, hat einen Kohie-
hydratanteil ven 8 % und ist iiber 8-11 Cysteinreste durch Disulfid—
briicken verkniipft. Die menschliche Hypophyse enthilt etwa 25 mg
TSH /17/.

Der Rezeptor liegt an der Hufleren Seite der Zellmembran. (iber das
G~Protein ist er an die katalytische Einheit an die Innenseite der
Zeltwand gekoppelt. Falls nun TSH an den Rezeptor bindet, wird Uber
GTP das G-Protein aktiviert und die Adenylatzyklase als katalytische
Einheit wandelt ATP in cAMP um.
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Zeichnung 2: Hormon-Rezeptor-Interaktion

cAMP, der "second messenger", reguliert zahlreiche Funktionen der
Zelle, indem er vermutlich an ¥Xernrezeptoren steuernd eingreift,
Proteinkinasen aktiviert oder Transportvorginge an Membranen beein-—
fluBt. Von weiteren méglichen Hormon-Rezeptor-Interaktionen, die in
der folgenden Tabel!le (nach /32/) gezeigt werden, ist bisher nur das

Calcium-System fir die Schilddriise wahrscheintich /33/.



Tabelle 2 Intrazelluldre Regulationsprinzipien
1. intrazellulire Rezeptoren (Cortisol, Aldosteron)
2. Membrangebundene Rezeptoren mit Effektorsystem
2.1 via Adenvytlatcyclase und cAMP
2.2 via Calcium als second messenger{H1,Angiotensin)

Phosphokinasesystem (insulin, EGF)
2.4 hypothetische Faktoren (HGH, P2)

3. Membrangebundene Rezeptoren ohne Effektorsystem

Hcoated pits" (LDL, Transferrin)

in der letzten Zeit hat sich das Konzept: ein Hormon - eine Zelle -
ein intrazellulirer messenger, in eine Vielzahl miteinander verknipf-
ter Requlationsmechanismen zwischen extra- und intrazelluldren S5ig-

nalmolekiilen aufgeldst. Ein Uberblick findet sich bei /33/.

Ein Grofteil der spezifischen Schiiddriisenfunktionen ist von TSH ab-

hingig. Die foigende Tabelle zeigt eine Auswahl neuerer Literatur.

Tabelle 3 TSH-abhingige Zellfunktionen

Thyreoglobulin-Synthese van Heuwerswyn, 1984 /136/
Protein-Phosphorylierung Cooper, 1984 /23/
Jodidaufnahme Marcocci, 1983, 1984 /74,75/
Jodideinbau Maayan, 198% /68/
Jodidefflux Weiss, 1984 /146/
Membrandepolarisierung Bourke, 1981 arvs

T 4 - Freisetzung Maayan, 1981 /68/
Protein-Glycosylierung £ago, 1982 /35/
Morphalogische Verinderungen

der Zelle Nielsen, 1985 /86/
Peroxidase-Aktivitat Magnusson, 1985 /73/

Kern-ADP-Ribosylierung Pisarev, 1983 /97/




mitogene Wirkung Rotella, 1983 /105/
Zellkoppelung der Schild-

driisenzelle van Uijen, 1985 /138/
Caimodulin-Aktivitat Yagqura, 1985 /151/
Proteinkinase-Aktivitat Munari-Silem, 1984 /84/

Der TSH-EinfluB auf das Wachstum der Zetlen ist umstritten /43, 132,
140, 148/. Nur ein Teil der aufgeiisteten Effekte wurde bisher auch

bei Antikorperstimulation der Zellen untersucht.

Die intrazelluldre Autoreguiation der Schilddrisenzelle ist bisher un-
gekl&art. Hypothetisch gefordert wird ein jodiniertes Protein mit
niedrigem Molekulargewicht (Thyreoglobulinvorstufe?), das als Repres-

sor fungieren soll /109, 118/,

1.4. Pathologie der Schilddriisenerkrankungen

Nach der Einteilung der deutschen Gesellschaft fir Endokrinologie
soflen hier die einzelnen Krankheitsbilder kurz beschrieben werden
/61, 1o/

A. Hypothyreose

Bei Aplasie der Schilddriise, Jodfehlverwertung, Entzindungen, HVL-
Insuffizienz kommt es zu einer ungeniigenden Produktion von Schild-
driisenhormon, Die Patienten sind Jeicht ermidbar, antriebsarm,
kalteempfindlich, die Haut wird trocken, teigig und wverfarbt sich

gelblich-braun.



-7 -

B. Hyperthyreose

Aufgrund eines Hypophysenadenoms, immunclogischer Stimulation oder
einer regionalen Autonomie wird der Kérper mit Schilddriisenhormon
iiberschwemmt, die Patienten werden reizbar, euphorisch bis depres-
siv. Weitere Symptome sind Tremor, Warmeintoleranz, Haarausfall,

Gewichtsverlust, Diarchoe, Ruhetachykardie und Myopathien.

C. Struma

Die nicht entziindliche Vergréferung der Schilddriise bel normater
Hormonproduktion ist die hdufigste endokrine Erkrankung. Dabei fuhrt
der Jodmangel zur endemischen Struma. Man unterscheidet diffuse,
knotige und je nach Lokalisation zervikale und mediastinale Strumen,
Erst bei groBer Ausdehnung finden sich Symptome wie Stridor, Recur-

rensparese und obere Einflufstauung.

D. Thyreoditis

Unterschieden werden akute und chronische Formen: Thyreoditis De
Quervain, Hashimoto und Riedel. Die Patienten haben Je nach Form
lokalen Druckschmerz, Schwellung, R&tung, Schluckschmerzen, eine
leicht hyperthyrerote Stoffwechsellage und allgemeines Krankheitsge-
faht.

E. Carcinom

Histelogisch lassen sich follikulire, papilldre und anaplastische For-
men differenzieren. Die Patienten zeigen allgemeine Tumorzeichen und
im Spatstadium eine derbe, hdckrig fixierte Struma, Lymphknotenver-
groBerung, Heiserkeit, Schiuckbeschwerden, Schmerzen, Einflufistauung

und ein Horner-Syndrom.



F. Endokrine Orbitopathie

Der Exophthalmus wird als eigenstindiges Krankheitsbild hdufig in
Kombination mit einer Hyperthyreose Typ Morbus Basedow gesehen. Es
imponiert die Protrusic bulbi, Augenmuskelparesen, Hornhautaffektion
bei Lagophthalmus, Sehfeldeineingung bei Opticusschdden, Chemosis

und positive Graefe-, M8bius-, Stellwag-, Dalrymple-Zeichen.

1.5. Pathogenese der Schilddriisenkrankheiten

1.5.1. Nicht immunologische Pathogenese

Fiir die Entstehung der blanden Struma exisitiert die folgende Mo-
dellvorstellung /64/). Durch einen Proliferationsreiz sprossen neue

Follikel aus.

Tabelle 4 Proliferationsreize flir die Schilddriise

Jodmangel

Jodiiberschuf}

Mikroorganismen

Pubertat

Graviditat

Thyreostatika

Medikamente: PAS, Hydantoin, Sulfonamide, Antidiabetika,
Antirheumatika, Lithium, Aminogluthemid

Gemiisesorten

CaF, Ru, Nitrate

Das zelluldre Bindegewebe wichst mit und bildet vermehrt intersti-
tielte Substanz /127/. Auch wenn nun zu einem gewissen Zeitpunkt
der wachstumsstimulierende Relz verschwunden Ist, besteht schon eine
grofle Zah! autochthoner Zellverbinde, die sich weliter teilen kdnnen:

die autonom wachsende Struma ist entstanden. Das MiBverhiltnis zwi-




schen Gefiafiversorgung und hohem Metabolismus des neu gebiideten
Gewebes fiihrt zu MNekrosen, die bindegewebig organisiert werden. Die~
ses Narbennetz behindert das weitere Wachstum der Struma, der Kropf

wird knotig.

Je nach funktioneller Elgenart soll sich hochproduktives Gewebe ent-
wickien konnen (der "heife Knoten"), normale Zellverbidnde oder min-
derwertiges Driisengewebe, das nicht mehr hormonaktiv ist {der "kalte

Knotenm)},

1.5.2. Immunclogische Pathogenese

Antigene erreichen meist Uber afferente Lymphbahnen die biologischen
Filter Lymphknoten oder Milz und kommen dort in Kontakt mit
Lymphozyten. Diese erkennen das Antigen Uber Zellrezeptoren an der
Oberfldiche und beginnen sich zu teilen, Am Ende der Zellteilung
steht ein Klon antigenreaktiver Zellen, die Antikdrper produzieren
(Plasmazeilen), ats Killerzelle zytotoxische Reaktionen starten kdnnen
oder als Gedichtniszeile die Immunabwehr zu einem spidteren Zeit-
punkt wieder aktivieren /142/. Abbildung 3 fasst die Differenzierung

des Immumsystems noch eimal zusammen /17/.



Zelluldre
Immunreakticnen:
Antigenerkennung
Reaktion vom
verzdgerten Typ
zytotoxische Re-—
2.-4, Kiemen— [Memory-Zelle | aktion
bogentasche Produktion un-—
/ T-Lymphozyten— spez, Faktoren
[Thymus ] __ [Immunkompetenter] ,{Subpopulation (MIF, Lympho—
T-Lymphozyt toxin}
Lymphatische tBlasten 1 Regulation von
Stammzelle B-Lymphozyten

i

Lymphatisches Immunkompetenter| .[Plasmazelle | Humorale
Gewebe B-Lymphozyt S Immunreaktion:

} Memory-Zelle | Synthese von Ig
'Bursa Fabricii- zytotoxische Ak
Aguivalent Komplementreaktion
mit Antigen von
Targetzellen
Bindung an nicht
Ig produzierenden
Zellen

Zeichnung 3: Differenzierung des |Immunsystems

Die von den Plasmazellen gebildeten Immunoglobuline sind eine hete-
rogene Stoffklasse, die {ber eine Immunelektrophorese in flinf ver-

schiedene Untergruppen aufgetrennt werden kodnnen.

Die folgende Abbildung zeigt die hier am meisten interessierenden
Immunoglobuline der Klasse G, die folgende Tabelle listet die wich-

tigsten Eigenschaften auf.



&
COOH COcH
Zeichnung 4: Struktur des immunoglobulin G
Tabelle 5: Eigenschaften des Immunoglobulin G
—
Molekufargewicht 150000
H-Kette 5
Serumkonzentration 12,5 g/l
Halbwertszeit 20-25 Tage
Komplementbindung positiv
Funktion antiviral, antibakteriell
Antitoxinaktivitat
Besonderheit grofte Gruppe der Ig,
Placentapassage

Die lg G bestehen aus zwei schweren (H-)Ketten und zwei leichten
(L-}Ketten, die Uber Disulfidbricken miteinander verknipft sind.
'nnerhalb der wvariablen Abschnitte der H- und L-Kette gibt es soge-
nannte bypervariable Bezirke, wvon denen man annimmt, daB hier der
Antigenkontakt stattfindet /17/. Uber strukturelle Unterschiede der

schweren Kette lassen sich nochmals vier Untergruppen der |gG



unterscheiden: 1gG 1 { 60%), 119G 2 {20-25%), 119G 3 (5-10%) und
1gG 4 (5%),debel ist dieTSi-Aktivitit hauptsichlich auf 1gG 1 und
tgG 4 wverteilt /28/, Erste Untersuchungsbefunde deuten darauf hin,
daf die TSI nur A -Leichtketten enthalten /62/,

Moglichkeiten der Antigen/Antikdrperreaktion sind Zytolyse und Zyto-
toxizitdt, Toxinneutralisatlon, Préazipitation und Aggtutination, Bio-
logische Wirkungen der Antikdrper sind nicht nur die Bindung an
Zellen (blockierende und stimulierende Antikdrper, Wachstumsfsrde-

rung = Enhancement), sondern auch die Zerstérung von Targetzellen.

Sowoh| fiir zwei Krankheitsformen der Schilddriise (M. Basedow und
Autoimmunthyreoiditis} ais auch fUr die Myasthenia gravis, hyper-
gonadotrope Amenorrhoe, Typ B der Insulinresistenz, Asthma bron-
chiale, hyperchrome und pernizidse Andmie lieB sich eine Autoimmun-

pathogenese nachweisen /32/.

1.5.2.1. Theorien zur Autoimmunpathogenese

Die Ansichten befinden sich im FluB und Anderungen der bestehenden
Konzepte sind jederzelt moiglich. Die TS1 machen wvermutfich eine
ganze Familie heterogener Antikérper aus /f127/. Die Tabelle zeigt

eine Ubersicht iiber die wichtigsten Theorien,

Tabelle 6 Theorien zur Autoimmunpathogenese

—_— ey

A. genetische Ursachen (HLA-System)
Friedmann und Fialkow 1978

B. Suppressor-T-Zell-Defekt-Theorie
Alison 1971, Kidd 1980

€. V- und H-Gen-Theorie
Adams 1978

D. virale Pathogenese
Friedmann und Fialkow 1978

E. bakterieile Pathogenese
Weiss 1983

F. Netzwerktheorie
Jerne 1972




A. Genetische Ursachen (HLA-System)

Die "human leukocyte antigens" (= Histokompatibilitédtsantigene}, zu-
erst auf Lymphozyten des peripheren Blutes entdeckt, ltegen nahe
beeinander auf dem kurzen Arm des 6. Chromosoms. Klasse 1 codiert
fur HLA-A, -B und -C-Histokompatibilitdt, Klasse 2 fur -5B, -DR, -DC
und Klasse 3 flUr einige Komplementproteine, Die Abbildung zeigt die
Lage der Gene auf dem Chromosom /77, 137/.

ERYTHROZYTEN~
GLYKOSYLASE COMPLEMENT
CENTROMER S8 DR DC B C A

) R RN XN R\ ¥+

Zeichnung 5: DNA-Stirangausschnitt von Chromosom 6

Bei M, Basedow wird ein Zusammenhang zwischen HLA-DR3 und HLA-BS8
beschrieben. Als Mechanismus zwischen HLA-Expression und Morbiditit
wird diskutiert: 1. genetisch programmierter Rezeptordefekt, 2. un-
erlaubte Kreuztolereanz, 3. Komplementdefekt, 4. Hormecndefekt, 5.
Enzymdefekt und 6, Immunantwortgendefekt. Mdglicherweise liegt hier
eine Verbindung zur Suppressor-T-Zell-Defekt-Theorie /60/. Argumente
fliir eine genetische Determinierung des M.Basedow liefert das gehiufte
Auftreten der Krankheit in einigen Familien. Rund 50 % wvon monozy-—
goten Zwillingen entwickeln einen gemeinsamen M.Basedow wihrend
dies nur 5 % der heterozygoten tun. AuBerdem ist das weibliche Ge-

schlecht prddestiniert.



B. Suppressor-T-Zell-Defekt-Theorie

Die klinische Beobachtung von vergréBlerter Milz, Lymphknoten, Lym-
phozytose im stromenden Btut, aber auch die Iymphozytdre Durch-
setzung der Schilddrise Im histologischen Schnitt haben schon vor
dreifliig Jahren das Interesse auf die Lymphozyten gelenkt /38, 88/.
Zeichnung 6 gibt einen Ausschnitt aus Zeichnung 3 an, an der sich

die Krankheitsentstehung abspielen kdnnte.

MAKROPHAGE
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N
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Zeichnung 6: Immunsystem und Schitddrise
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[Genetische Ursache 1[Umwe|teinffﬁsse J weitere Faktoren

(tmmunsystem /56/7)

J t i

L Defekt der spezifischen T-Lymphozytenfunktion

J

antigen sensibilisierte T-helper-Lymphozyten produzieren kein

MIF (migration Inhibiting factor) mehr

'

]:Ein “"forbidden class" organspezifischer T-helper-Lymphozyten Ubertebt

'

E Kontakt mit B-lLLymphozyten (4Rt diese 1g G produzieren

|

L Beginn des Autoimmunprozesses

Zeichnung 7: Suppressor-T-Zell-Defekt

Normalerweise werden diese '"verbotenen" T-Lymphozyten scfert wieder
eliminiert, Ist das Kontrollsystem der Lymphozyten aber gestdrt, so
konnen abnorme T-Lymphozyten mit ihrem komplementdren Antigen an
der der Schilddriise reaqgieren. Im Fall der Hashimoto-Thyreoiditis ist
dies eine ganze Serie von Antikérpern, welche die Driise zerstort,
beim M. Basedow wird die Driise zu maximaler Hormonproduktion an-

geregt,
C. V- und H-Gen-Theorie

Genetisch wvariable : Regionen lassen 'forbidden clones" wvon Lympho-
zyten entstehen, die im postnatalen Leben in selbstreaktive Zellen
durch somatische Mutation Ubergehen, Dabei sollen die V-Gene mit
den Histokompatibilitdtsantigenen in Verbindung stehen, Damit liele
sich das [neinanderwirken von angeborenen und erworbenen Faktoren

erkliren /f121/.



D. Virale Pathogenese

Die Induktion einer Schiiddriisenerkrankung durch virale Infektion
des Organismus wird als gering angesehen. Denkbar wire der folgen-

de Mechanismus {nach /137/).

[Virusinfektion des Organismus}
i
|tnduktion der HLA-Expression]

L]
" "Autoantigen-Prisentation ]

[ T-Zell-tnduktion ]
i
[Aktivierung der Effektorzelle ]

Zeichnung B8: Virale Pathogenese 1

Eine weitere M&glichkeit wdre der folgende Weg:

r Lokaie Schidiqung der Schilddriise durch Viren —]

[ Transformation eines Zelibestandteiles ]

L Kontakt von Schilddriisenantigen mit Lymphozyten ]
|
{ Stimulation der Anftikorperbildung ]
{
Reaktion zwischen Antikorper und Schilddrisenbestandteil
setzt neuen Zellschaden

L Fortsetzung des Kreislaufes ]

Zeichnung 9: Virale Pathogenese 2

Ein Beweis fiir dieses Konzept steht noch aus /127/.

E. Bakterielle Pathogenese

Von der klinischen Beoabachtung ausgehend, dafi sich manchmal
Yersinia enterocolitica-infektionen zusammen mit Hyperthyreosen fin-
den, lieBen sich experimentell Bindungsstellen flir TSH an der Ober-
flache dieser Bakterien nachweisen. Bisher handelt es sich dabei nur

um eine Einzelbeobachtung /145/.



F. Netzwerkthecrie

Antikorper, die gegen Epitope eines anderen Antikdrpers gerichtet
sind, inaktivieren sie, indem sie Immunkomplexe bilden. Durch Anti-
genprisentation kommt es zur weiteren Antikdrpersynthese. Falls nun

die antiidiotypischen Antikérper aufgrund genetischer Ursachen nicht
zur Inaktivierung ausreichen, wird das Gleichgewicht gestért und es

kommt zur Autoaggression /116/.

1.5.2.2. Antikérperbestimmungen

A. Historischer Abrif

Die erste Beschreibung schilddriisenstimulierender Antikdrper stammt
von Adams und Purves 1956. Sie entwickelten einen in-vivo-Nachweis
fir TSH, in dem Radiojod aus der zuvor markierten Schilddrise frei-
gesetzt wurde. Nach Injektion von TSH sahen sie bei den M&usen eine
maximale Jodfreisetzung nach drei Stunden, wadhrend das Serum von
hyperthyresoten Patienten eigenartigerweise eine anhaltende Freiset-
zung bis zu 16 Stunden nach [njektion brachte., 1958 wurde die Ver-
suchsanordnung von McKenzie vereinfacht, 1960 die abnorme Stimula-
tion den LATS zugeschrieben, 1964 wurde die EATS-Aktivitdt von Kriss
in der Serum lg G-Fraktion lokalisiert. Da sich der LATS nicht wie
zu erwarten, in den Seren aller Basedow-Patienten nachweisen lief},
wurde an dieser Fragestellung intensiv weitergearbeitet und 1967
konnte Adams die niedrige Frequenz an positiven Antikérpernachwei-

cen erkldren: LATS-negative Seren, gemischt mit LATS-positiven Seren

zeigen keine Antwort, da sie sich kompetitiv an der Bindungsstelle
behindern. Diese neu entdeckten Immunoglobuline stimulierten die
menschliche Schilddriuse, konnten aber nicht an MA&Euseschilddriisen

binden. Es folgten weitere Antikdrperassays: 1972 Kendall-Taylor mit

der Adenylatcyclasestimulierung, dann 1973 Onaya und 1976 Orgiazzi.



Dée Bindungsstetle der !mmunoglobuline an dem TSH-Rezeptor wurde
1974 zum ersten Mal von Mantley, Smith und Hall und 1975 von Mehdi
und Nussey beschrieben. {iber 200 Arbeiten etablierten die Methoden,

aber brachten teilweise kontroverse Ergebnisse /26, 90, 121, 137/.

B. Methoden der Antikorperbestimmung

Die drei folgenden Tabellen zeigen bisher in der Forschung wverwandte
Methoden. Besondere Beachtung verdient die Unterscheidung ven di-
rekten Methoden, welche den gesteigerten Zellenmetabolismus messen
und indirekten, die mit der Verdrdngung des TSH von dem Rezeptor

arbeiten,

Tahelle 7: Antikdrpernachweise fir Thyreoglobulin, mikrosomale Anti-
korper u.a. /96/

Thyreoglobulin-Antikérper Prazipitation
Passive Hdmagglutination
Immunfliuoreszenz an fixierten
Schilddrisenschnitten
Radioimmunocassay

ELISA=enzyme linked immunsorbent
assay

Mikrosomale Antikérper Kemplementfixation
immunfluoreszenz auf fixierten
Schilddrisenschnitten

Zytotoxische Wirkung auf Schild-
drisenzellkulturen

Passive Hdamagglutination
Radioimmunoassay

EL ISA

Zweites Kolloidantigen Immunfluoreszenz auf fixierten
Schilddrisenschnitten




Zelloberflidchenantigene Immunfiuoreszenz auf lebenden
Schilddrisenzellen

Gemischte Hiamabsorption

Tabelle 8: Antikdrpernachweise filir TSH-Rezeptor und TSH-Rezeptor
bezogene Antikorper (ergidnzt nach /80/, dort weitere Literaturanga-
ben)

1. Direkte Nachweismethoden

Freissetzung von 128J-markierten Schilddrisenkomponenten in
Mduseblut in vivo

125, Freisetzung aus M&useschilddriisen in vitro /130/

T 4 - Freisetzung aus Mduseschilddrisen in vitro
Kolleidtrpfchenformation in menschlichen Schilddriisen-
scheiben {slices)

cAMP-Anstieg in menschlichen Schiiddriisenzellen
cAMP-Anstieg bei der Rattenzelline FRTL 5

Stimulation der Adenylatcyclase in menschlichen Schild-
driisenzellmembranen

T 3 - Freisetzung aus menschlichen Schilddriisengewebe-
schnitten

T 3 - Freisetzung aus Schweine-5childdriisengewebeschnitten
Cytochemische Verdnderungen bei Meerschweinchen-5child-

driisensegmenten

Cytochemischer Bicassay (Feulgen), DNA-Zytophotometrie bei
Meerschweinchen-Schilddriisensegmenten /134/

Metaphase-lndex-Assay bei der Rattenzellinie FRTL 5 /34/

3H-—Thymidineinbau bei Schilddrisenfellikeln, qualitativ
(autoradiographisch) /31/ oder quantitativ nachgewiesen/112/

NADPH-Generation als Wachstumsindikator bei Schweineschild-
drisen

in vivo Untersuchung der 125J)-Freisetzung nach Infu-




sion von Serum hyperthyreoter Patienten

Jodaufnahme bei der Rattenzellinie FRTL /74/

T 3, T 4-Sekretion durch humane Schifddriisensegmente in
eine Dialysekammer /3, 123/

Transplantationsassay auf Nacktmduse

2. Indirekte Nachweismethoden

Inhibition der Bindung von ‘ZSJ—TSH an Membranen oder Rezep-

torpréaparationen von menschlichen Schilddriisen, Meerschweinchen-
fettzellen, Schweineschiliddriisen

8indung von radiojodiniertem Ig G an menschliche 5childdrisen
mikrosomen /82/

Inhibition der Bindung von LATS an menschliche Schilddriisen-
membran

Immunpridzipitation von 355-markierten Schilddriisenzeliprotein
durch Autoimmunserum /100/

Kreuzreaktivitdt mit TSH-Assays, radioimmunologisch, cytoche-
misch, immunochemilumminometrisch /144/

ELISA von TSH-bindenden !g G-Antikérpern /81, 98/
Monoklonale Antikdrper gegen den TSH-Rezeptor /132/

Immunprizipitation /30/

Tabelle 9: Schilddriisenhormon- oder Jodothyroninantikorper {nach

7107/, dort weitere Literatur)

Papier- oder Agaroseelektrophorese
immunejektrophorese
Sdulenchromatographie

Radicimmunoassay

Einen methodischen Vergleich der einzelnen Assaymethoden zeigt die

folgende Gegeniiberstellung (erweitert nach /50/).



Tabelle 10 Methodischer Vergleich der Testverfahren

Scheiben Kultur Membran Tier-
versuch
Spezifitat + + + +
Sensitivitat + + - -
Reproduzierb. - + + -
Aufwand - + - +

Allgemein sind Assays mit direkt'er Stimulation erheblich zeit- und
materialaufwendiger und fir die klinische Routine bisher nicht

brauchbar.

1.6. Aufgabenstellung der vorliegenden Arbeit

Nachdem bisher nur wenig vergleichende Zahlen innerhalb der einzel-
nen Patientengruppen vorliegen und vor allem nur sehr wenige Auto-
ren mehrere Assaymethoden vergleichen, ergibt sich die Aufgaben-
stellung der vorliegenden Arbeit. Das Serum von Patienten mit allen
thyroidalen Erkrankungen wird in vier verschiedenen Versuchsanord-
nungen getestet und die Ergebnisse untereinander und mit der Klinik

verglichen,



2. Patienten, Material und Methoden

2.1, Patienten

Der groRte Teil der untersuchten Serumproben stammte wvon Patienten
der Nuklearmedizinischen Poliklinik (leiter; Prof. Dr. K. Joseph) und
ein weiterer Tell aus der Chirurgischen Poliklinik (Leiter: Prof. Dr.
H.D. Rb6her) der Philipps Universitdt Marburg. Als Kontrollen dienten
Seren wvon Patienten, die wegen nicht thyroidaler Erkrankungen in
der Chirurgie stationidr lagen. Auswahlkriterien fir Aufnahme der
Patienten in die Studie waren: bekannte Anamnese, miglichst kom-
plette Untersuchungsergebnisse zum Zeitpunkt der Blutabnahme und
aktuelle Medikation., Auflerdem soliten mindestens 2 mi Serum wvon je-
dem Patienten vorhanden seln. Zum Schluf der Sammelperiode wurden
bevorzugt Patienten aufgenommen, deren Krankheitsgruppen bisher
unterreprasentiert waren, Die Diagnosestellung erfolgte nach den all-
gemein iblichen Kriterien. Nicht einfach ist die Abgrenzung immunoc-
gener Hyperthyreosen von der autonomen Schilddriisenfunktion. Dabei

haben wir soweit als mdglich nach dem folgenden Schema differenziert
/12, 19, 47, 67, 142/,

Tabeile 11: Differenzierung Morbus Basedow - Autonome Schilddrii-

senfunktion

Hyperthyreose Hyperthyreose

Typ M. Basedow Typ autonome Schilddriisen-
funktion

weiche, eher teicht ein- oder mehrknotige grofle

vergriBerte Schilddrise Struma,

diffuser 99mTc-uptake szintigraphisch: warme und
kalte Bezirke

sonographisch: echoarm sonographisch: isodens




deutlich hyperthyreote geringere hyperthyreote
Symptomatik Stoffwechsellage
akute Krankheitsentstehung langsame Entwicklung,

langes Strumaleiden

weitere autoimmune Mani-
festationen (Ophtalmopathie,
pritibiales Myx&dem,
thyroidale Akropathie,
Dermopathie)

Alter: junger als 50 Jahre dlter als 50 Jahre
HLA-B 8, -DR-3 positiv
positiver Antikdrpernachweis
positive Familienanamnese

vorausgegange Jodkontami-
nation

Im Zweifelsfall, falts nicht alle Daten bekannt waren (etwa bei Uber-
weisungen) wurden die Patienten der Gruppe autonome Schilddrisen-
funktion zugeordnet, Tabelle 16 im Anhang zeigt eine (bersicht Uber
alte klinischen Daten der untersuchten Patienten. Die Schaubilder 10
und 11 zeigen die Verteilung der Patienten auf die Diagnosegruppen

und die Altersverteilung.

Thyreciditis Carcinom Autonome
n=7 n=1 ggégunktion

M.Basedow
n=19

Struma
n=15

Zeichnung 10: Diagnosenverteilung
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und der Pellet in 2 ml PBS resuspendiert. Die Ammoniumsulfatfdllung
wird wiederholt, der Bodensatz in 2 ml Phosphatpuffer {PBS) geldst
und iiber Nacht gegen PBS im Kiihlraum bei 0°C dialysiert. 100
Dialysat werden in PBS 1:20 verdinnt und die Extinktion der Ldsung
bei 280 nm gemessen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten (13,5 bei
1%-iger Losung} wird die Ausgangskonzentration berechnet und die Ig
G-Losung auf eine Konzentration von 3 mg/mt verdiinnt. Die Proben
werden gqut gemischt, auf Aliquots von 250 ul verteilt und wieder bei
~-20°C eingefroren. Zur Versuchsreihe wird die bendtigte Menge an
Aliquots 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. Fir den Versuch
werden 50 pl pro well eingesetzt, was einer Endkonzentration von

1 mg/ml in der Kulturfiiissigkeit entspricht.

2.4. Gewebeaufarbeitung und Xultivierung

Schilddriisengewebe wurde uns aus dem chirurgischen 0P, Zentrum fir
Operative Medizin | und dem Tierversuchslabor der Abteilung fir
Theoretische Chirurgie (Leiter Prof. Dr. Lorenz} zur Verfiigung ge-
stellt. Das Gewebe wird auf Eis transportiert und innerhalb 30 Mi-
nuten aufgearbeitet (Vorschrift bei /94, 102/). Unter der sterilen
Werkbank wird zundchst anhidngendes Fett- und Bindegewebe entfernt
und dann das Parenchym zwischen zwel Skalpellklingen zerschnitten.
Die etwa 1 mm® groBen Gewebsstiicke werden zweima! in HBSS {mit
Zusatz von 1,25 mg Amphotericin B/50 m! und 2 x 106U Penicillin/50
mi HBSS) gewaschen. Das Dispase-Collagenase-Gemisch (100 mg Dispase
und 12,5 mg Collagenase/50 ml| HBSS) wird zugegeben und die Ldsung
fur 15 Minuten in ein 37°C warmes Schilttelbad gestellt, Wegen der
starken Verunreinigung mit Erythrocyten wird diese Lbsung abgekippt
und frische Enzymldsung zugegeben. Nach 45 Minuten wird die nun
trilbe Enzymldsung abgenommen und 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert.
Das Enzymgemisch kommt wieder zurilick auf die Gewebsstilicke, der
Zelipellet wird zweimal in D-Valin-Medium gewaschen (5 g MEM-
DULBECCO, 5,4 g HAMS F 12, 3,6 g NaHCO3, 50 mi FKS, auf 1000 ml
mit Aqua bidest. aufgefiillt, ph auf 7,4 eingestellt und sterilfii-
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A
C -

Pat .
7ah1 <O > W5 8 Lliz\ii/\ébki_o/\-’@/

Alter <10 11-2021-30 31-40 41-5051-80 61~70 >70

Zeichnung 11: Altersverteilung

«2. Routinelabor-Werte

N

Die Bestimmung von T 3, T 4, fT 4, TSH, TgAk, MAk erfolgte im Zen-

P - L A o S L S Ry [P Iy R A T [ oo - " o
Fu Tul naaloiogie, RIEIMIsGrne NuKlearmediZin. ua irel una ge-—

-

samt-T4 wurde mit einem Radioimmunocassay der Firma Travenol-Gen-
entech, Cambridge (Gammacocat TM) bestimmt, T 3 ebenfalls mit einem

RIA dar Firma Travencol
miA ger Firma iravenoe

zuur TEH_Mescsunao ain RIA Aar Rahrinaowasrlka
veno!, zut P on-vIes ein HKIA ger genr! V <e

sung ngwerke,
Marburg {(RlIA-gnost h-TSH) verwandt. Thyreoglobulin und mikrosomale
Antikdrper wurden in einem kombinierten gquantitativen Enzymimmuno-

assay der Firma Elisa (Melisa TgAb/TMAb) nachgewiesen,

2.3. 1g G Reinigung

Das entnommene Citratblut wird sofort zentrifugiert und das Serum
bel -20°C eingefroren., Die lg G-Fraktion wird nach der von Rapoport
/101/ angegebenen Prizipitationsmethode isoliert. Zu 2 ml Serum wird
langsam 1 ml! 100% gesdttigte Ammoniumsulfatidsung zugegeben. Die
Proben werden fir 30 Minuten kiUh! geste!lt und anschliefend 30 Mi-

nuten lang bei 3000g =zentrifugiert, Der Uberstand wird dekantiert
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und der Pellet in 2 mi PBS resuspendiert, Die Ammoniumsulfatfédlliung
wird wiederholt, der Bodensatz in 2 ml Phosphatpuffer (PBS) geldst
und {ber Nacht gegen PBS Im Kihlraum bei 0°C dialysiert. 100 pt
Dialysat werden in PBS 1:20 verdiinnt und die Extinktion der L3sung
bei 280 nm gemessen. Mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten (13,5 bei
1%-iger Ldsung) wird die Ausgangskonzentration berechnet und die Ig
G-Ldsung auf eine Konzentration von 3 mag/m! verdinnt. Die Proben
werden gut gemischt, auf Aliquots von 250 pl verteilt und wieder bei
-20°C eingefroren. Zur Versuchsreihe wird die bendtigte Menge an
Aliquots 1 Stunde bei Raumtemperatur aufgetaut. Fir den Versuch
werden 50 pl pro well eingesetzt, was einer Endkonzentration wvon

1 mg/ml In der Kulturfilissigkeit entspricht.

2.4. Gewebeaufarbeitung und Kultivierung

Schilddriisengewebe wurde uns aus dem chirurgischen 0P, Zentrum fiir
Operative Medizin | und dem Tierversuchslaber der Abteilung fir
Theoretische Chirurgie {(t_eiter Prof. Dr. Lorenz) zur Verfligung ge-
stellt. Das Gewebe wird auf Eis transportiert und innerhaib 30 Mi-
nuten aufgearbeitet {Vorschrift bei /94, 102/). Unter der sterilen
Werkbank wird zunichst anhidngendes Fett- und Bindegewebe entfernt
und dann das Parenchym zwischen zwei Skalpellklingen zerschrnitten,
Die etwa 1 mm® groflen Gewebsstiicke werden zweimal in HBSS {mit
Zusatz von 1,25 mg Amphotericin B/50 ml und 2 x 106U Penicillin/50
m! HBSS) gewaschen. Das Dispase-Collagenase-Gemisch (100 mg Dispase
und 12,5 mg Collagenase/50 m! HBSS) wird zugegeben und die Ldsung
fir 15 Minuten in ein 37°C warmes Schiittelbad gestellt. Wegen der
starken Verunreinigung mit Erythrocyten wird diese Ldsung abgekippt
und frische Enzymldsung zugegeben., Nach 45 Minuten wird die nun
tribe Enzymldsung abgenommen und 5 Minuten bei 500 g zentrifugiert,
Das Enzymgemisch kommt wieder zuriick auf die Gewebsstiicke, der
Zelipellet wird zweimal in D-Valin-Medium gewaschen (5 g MEM-
DULBECCO, 5,4 g HAMS F 12, 3,6 g NaHCO 50 mi FKS, auf 1000 ml

3’
mit Aqua bidest. aufgefiilit, ph auf 7,4 eingesteilt und sterilfil-



triert), um noch vorhandenes Enzym zu inaktivieren., Dieser Vorgang
wird nach 90 und 135 Minuten wiederholt. Die zentrifugierten Pellets
werden zu einem Pool zusammengegeben. Die Zellen werden in 20 ml
Medium aufgeschwemmt, gemischt und ein Tropfen entnommen, in dem
die Zellzaht in einer Neubauer-Zihlkammer bestimmt wird. Oie Kultur-
platten werden mit einer Poly-Lysin-L8sung (2 mg/ml in Aqua
bidest,) gespllt und die Zellen je nach Versuchsanordnung mit 10.000
oder 50.000/well ausgesit. Die Platten werden in einen 37°C warmen
Brutschrank mit 5% C02:95% Raumltuft-Mischung gebracht und je nach

Versuchsanordnung weiter behandelt,

2.5. cAMP-Stimulation

Nach 120 Stunden Inkubation wird das Medium abgesaugt und 150 pl
PBS mit Zusatz von 1BMX (= 3-isobutyi-1-methyl-xanthin, 0,5 mmol/l)
zusammen mit 50 pl der zu untersuchenden Ig G-L&sung in Kultur-
platten mit 50.000 Zellen/well eingefiitit (lg G Stammkonzentration 3
mg/ml}. Nach 90 Minuten wird die Testldsung abgesaugt und die Zel-
len mit 250 upt Ethanol (96%) iberschichtet und 12 Stunden bei §°C
kaltgestellt. Die gesamte Menge Ethanol wird abgenommen und 5 Mi-
nuten bei 12.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird nochmals zen-
trifugiert und dieser Uberstand im Exsikkator getrocknet., Zur cAMP-

Bestimmung wird der Riickstand in 50 ul TRIS-HCI-Puffer gelbst.

Die cAMP-Bestimmung erfolgt nach der von Tovey /131/ beschriebenen
Methode in einem kompetitiven Proteinbindungsassay. Reagentien: 1.
Das Bindungsprotein wird aus Rindfleisch isoliert, indem 100 g
Fleisch mit TRIS-EDTA-Puffer wversetzt, 30 Sekunden im Blender homo-
genisiert und 30 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert werden. Der [ber-
stand wird mit 100%-iger Ammoniumsulfatisung gefalit, 15 Minuten
bei 1,200 g zentrifugiert, nochmals mit Ammoniumsulfat gefillt und 2
Tage bei 0°C gegen TRIS-EDTA-Puffer dialysiert. Das Dialysat wird
durch kurze Zentrifugation bei 1,200 g gekldrt, Volumen und Protein-

kenzentration bestimmt und mit einerr  Konzentration von 8 ma/ml bei
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-20° C aufbewahrt, Fiir die einzelne Bestimmung wird eine Portion in
10 ml TRIS-EDTA-Puffer geltst und jeweils 100 pl pro Bestimmung pi-
petiert. 2. Der cAMP-Standard wird als 333 nmolare-L&sung herge-
steiit, wvon der erst kurz wvor Versuchsbeginn eine VerdlUnnungsreihe
mit 16, 8, &4, 2, 1, 0,5 pmol/50 pl angefertigt wird. 3. Fir die 3u-
cAMP-L6sung wird 20 ul des Stammkonzentrates {70 pCi) auf 5 mi
Assaypuffer verdinnt, wobel die zur Bestimmung eingesetzten 50 p!
ca. 10.000 cpm liefern, 4. Die Aktivkohlesuspension wird aus 520 mg
NORIT GSX zusammen mit 20 m! Assaypuffer und 2% BSA gemischt. 100

pi werden zur Bestimmung eingesetzt.

Versuchsablauf: Auf Eis wird 50 pl der Probe (bzw. 50 pl Puffer fur
den Blank, bzw. 50 pl cAMP-Standard der einzelnen Verdinnungen fir
die Versuchseichung} zusammen mit 50 pl 3H-<:AMP und 100 ul Bin-
dungsprotein {= 120 ug) 2 Stunden inkubiert. Danach wird das nicht
gebundene cAMP mit 100 pl Aktivkohle in 2 Minuten bei 12.000 g her-
unterzentrifugiert und vom Uberstand 200 ul ohne Aufwirbein in ein
Szintillationsglidschen pipetiert, mit 5 ml Szintillationsfliissigkeit ver-
mischt und die Radioaktivitdt tiber 5 Minuten in einem Betacounter

gemessen, Der Gehalt der unbekannten Proben berechnet sich nach

der Formel

A = Leerwert {(cpm)

it

Probe (cpm)

o}
i

Blank {cpm)

Der Quotient x wird an der Qrdinate und der cAMP-Gehalt an der
Abszisse abgetragen. Uber die Eichkurve wird auf den jeweiligen

CAMP-Gehatt der Probe extrapoliert,
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2.6. Thymidineinbau
Die Bestimmung erfolgt in Anlehnung an Schatz /112/.

Nach 48 Stunden Inkubation wird das N3hrmedium bei Platten mit
10.000 Zetlen/well ersetzt durch 150 pl PBS mit einer Konzentration
von 1 pCi 3H~Thymidin (2 x 106dpm) und 50 pl 1g G-LBsung
{1 mg/mi). 24 Stunden spiter wird der Uberstand abgesaugt, die
Kulturen einmal mit 200 pl eiskalter PBS gewaschen und 200 pl TCA
fir 30 Minuten zugegeben. Danach wird das Pr&zipitat in 200 pl
0,2-molare NaOH geldst, mit 5 ml Sziniflationsfliissigkeit gemischt und
die Aktivitat iUber 5 Minuten ausgezihit. Dazu parallei wird im ge-
tosten Pellet der EiweiBgehalt als MaB fir die Zellmenge bestimmt
(Kap. 2.9).

2.7. Adenylat-Cyclase-Assay

Der Test wird nach der Methode von Salomen /108/ durchgefiihrt.
Innerhalb einer Stunde nach Gewebsentnahme wird die Schilddrise
ausgewogen und auf Eis zerkleinert., Pro Gramm Gewebe werden 4 ml

TRIS-EDTA-Puffer zugefiigt und dreimal 5 Sekunden in einem Ultra-

Thorax homogenisiert. Das Gemisch wird filtriert und 10 Minuten bei

500 g zentrifugiert, Der [(lberstand wird nochmals 20 Minuten bei
8.000 g zentrifugiert. Dann wird der Bodensatz in einer geringen
Menge Puffer geldst, bis eine homogene Suspension entsteht; die Pro-
teinkonzentration wird gemessen und die Membransuspension in

1 mi-Portionen hei -20°C eingefraren.
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Fiur den Ac-Assay werden folgende Reagentien benétigt: 1. Cyclase-
puffer: 62,5 mM TRIS-HC!-Puffer, 0,25% BSA, 5 mM MgCIz, 2,5 mM
iIBMX, 2. ATP-Regenerationssystem: 3 mg/ml Kreatinkinase, 0,1 N
Kreatinphosphat, 3. Stop-L8sung: 10 mM ATP, 2% SbS, 50mM TRIS-

HCL-Puffer, 1 mM 3H-cAMP-Gemisch (3 pCi/mi) aus markiertem und

nicht markiertem cAMP und 4. 32P—-Standar‘d-L'dsung, 0,667 mM ATP-

Losung {t pCi/10pt).

30 pl Membranlissung (= 30 pg) und 30 pl lg G-Losung werden eine
Stunde zur Aquilibrierung vorinkubiert. Dann wird 40 ul Puffer zu-
gefiigt, zusammen mit 10 pl Regenerationssystem und 10 yl 32P-ATP.
Nach 30 Minuten Reaktionszeit bei 30°C wird 100 pl Stopldsung pipe-
tiert und 3 Minuten bei 100°C inkubiert, Zusammen mit 800 u! H20
lsuft das Gemisch iiber eine DOWEX-Chromatographiesdule (5x80 mm),
die anschliefend zweimal mit 1 ml H20 gespiilt wird. Im ndchsten
Schritt wird die DOWEX-Sdule iiber eine mit 8 ml Imidazol-Losuna
(0,1 n) vorbehandeite Aluminiumoxidsdule (5x45 mm) gestellt und man
1At 3 mi H20 tiber beide Siulen laufen. 4 m! Imidazol-Losung werden
nun iUber die Aluminiumsiule gegeben und die heraustropfende Flus-
sigkeit mit 12 ml Szintillationsflissigkeit vermischt. Die Emmision des
32P—ATP und 3H-—cAMP wird Uber 5 Minuten im Counter gemessen. [as
markierte cAMP dient dabei als Marker fiir die cAMP-Wiederfindungs-
rate der einzelnen Sidulen und geht als Bewertungsfaktor bei der fol-
genden Formel zur Berechnung des tatsichlich gebildeten cAMP mit

ein

3- A. C. D {
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Dabei bedeuten:

A= Mitteiwert (cpm) des 3H-—c:AMP-—Standar'ds

B= Mittelwert {cpm) des 32P-—/ﬂ\TP—Standar'ds

C= ATP-Konzentration {molar}

D= Assayvolumen {Liter)

E= Membranmenge (mg)

F= Inkubationszeit {Minuten)

G= Mittelwert (cpm) der 3H—cAMF’—KontrolIe ochne Membran
H= Mittelwert {(cpm) der 32P-—ATP—Kontr‘oIle ohne Membran
1= Mittelwert (cpm) der 3H—Pr‘obe

3= Mittelwert (cpm) der 32P—Probe

K= gebildete Menge cAMP/30 Minuten/mg Membran

2.8. TSH-Rezeptor-Verdringungs-Assay

Die Methode basiert auf der Beschreibung von Smith und Hall /120/.

Alle Reagentien inklusive Seren zur Eichung sind in einem kommer-
zietlen Kit erhditlich. Eine Suspension von solubilisierten Rezeptoren
aus menschlichen Schilddriisenmembranen wird mit radiomarkiertem,
hochgereinigten TSH und der tg G-Ldsung inkublert und nach 15 Mi-
nuten bei 2,500 g zentrifugiert, Die Menge der gebundenen Antikdrper
wird Uber die reduzierte Menge des bindenden radioaktiven TSH be-
rechnet und nach Abzug der Background-Aktivitdt (= unspezifische
Bindung) als Prozentzahl von gebundenem TSH in der Probe und ge-

bundenem TSH im Leerwert angegeben.




A= cpm-Probe

B= cpm-Background

C= cpm-radioaktives TSH total

X= von 1g G verdringtes radioaktives TSH (in %) des gesamten

zugegebenen TSH

(ber die mitgelieferten Serum-Standards wvon Basedow-Patienten wird

{iber eine Eichkurve die Einheit U TRAK/! abgelesen.

2.9. Proteinbestimmung

Der Eiweifigehalt wird nach dem wvon Bradford /15/ beschriebenen Ver-
fahren mit vorgefertigten Reagentien bestimmt. Nach Bindung wvon
Protein dndert sich das Absorptionsmaximum des Indikators
Coomassie Blue g-250 von 450 nm nach 595 nm. {ber Proteinstandards

wird der Gehalt der unbekannten Probe ermittelt.

2.10. Bezugsquellen

A. Gerdte, Verbrauchsmaterial

Cleanbench von INTER MED, M.D.H.GmbH, Riisselsheim

Brutschrank ven HERAEUS, Hanau

Dialyseschliuche (§ 7 mm} von SERVAPOR

Beta~Counter, Tri-Carb von PACKARD

Gamma-Counter, Gamma 4000 von BECKMANN, Minchen

Kulturschalen, 24 well von INTER MED, NUNC, Wiesbaden
96 well von FALCON

Sterilisationsfilter, 0,22 pm von MILLIPORE, Eschborn
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B. Medien

MEM DULBECCO mit D-Valin, L-Glutamin von Bi1OCHROM, Berlin
HAM's F 12 wvon BIOCHROM, Berlin
FKS (= fotale Kidlberserum) von GIBCO BRL, Karisruhe

C. Chemikalien, Enzyme und Sconstiges

Ceollagenase/Dispase aus |. ionophagus/B. polymyxa von BOEHRINGER,
Mannheim

Bio-Rad Protein Assay von BIO-RAD, Minchen

TRAK ° von HENNING, Beriin

Thyreostimulin {TSH) von ORGANON, Oberschieissheim

PBS, Rezept: B8 g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g KH2P0
1.000 m! Aqua bidest.

HBSS, Rezept: B8 g NaCl, 0,4 g KC!|, 0,048 g NazHPOa, 0,35 g NaHCO
0,06 g KH2P04 und 1 g Glucose auf 1.000 m| Aqua bidest,

1,5 g NaHPO, auf

4 4

3}

Amphotericin B aus Streptomyces isr. von SIGMA, S5t. Louis
Penicitlin/Streptomycin von BIOCHROM, Berlin

Poly-Lysin-Hydrobromid, MG 30,600 - 70.000 von SIGMA, St.. Louis
Isobutylmethytxanthin (IBMX), Kristallin von SIGMA, St, Louis
TRIS-EDTA-Puffer, Rezept: 6,057 g TRIS, 80 m! 100 mM EDTA auf 1,000
ml Aqua bidest., Reagentien von SIGMA, St. Louis

Norit GSX von SERVA, Heidelberg

85A wvon SIGMA, St. Louis

SzintillationsflUssigkeit, Quickszintl 212 wvon ZINSSER ANALYTIK,

Frankfurt

dH-Thymidin (40-60 Ci/mmol = 1.480 - 2.220 GBa/mmol) von AMERSHAM
BUCHLER, Braunschweig
SH.CAMP (10 - 50 Ci/mmol = 370 - 1.850 GBq/mmol} von AMERSHAM

BUCHLER, Braunschweig
cAMP als Dinatriumsalz von BOEHRINGER, Mannheim

Kreatinkinase voen SIGMA, St. Louls
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326_ATP (20 - 30 Ci/mmol = 740 - 1.110 GBg/mmol) von - AMERSHAM

BUCHLER, Braunschweig

2.11. Auswertung, Statistik und Sonstiges

Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen wurden auf einem Sharp
PC 1247/CE 125 und die Statistik auf einem 18M AT, Programm ABSTAT
von ANDERSON-BELL berechnet. Die mehrdimensionalen Graphiken sowie
die Eichkurven wurden auf einem IBM AT mit Software COMPUDRAFT
der Firma DEDATA, Kartsruhe gezeichnet und der Text auf einer
OLIVETTI ETS 2010/HS geschrieben.
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3. Ergebnisse

3.1,

Thyreoglobulin- und mikrosomale Antikérper

Die Ergebnisse finden sich in Tabelie 17 im Anhang.

3.2. TSt {(cAMP-Stimulation)

Gezeigt werden die Ergebnisse der dritten Versuchsreihe,

nachdem in

den ersten beiden Versuchsreihen die Zellen nicht auf die Stimulation

reagierten bzw.
g 3

die cAMP-Messungen nach Stimulation durch unspe-

zifische Background-Erhshung miBlang,

3.2.1. Versuchscharakteri sierung

Die Zellen dieses Versuches stammen von einem 37-j8hrigen Patienten,

der wegen einer Struma 1|

Intraassayvarianz

Interassayvarianz

Modus

Sireuung der Ergebnisse min.
max,

Zah! der Kontrolien

Mittelwert der Kontrollen(=100%)

(= 18%)

Normgrenzen grenzwertig (+ 2 sD}

Varianz der Kontrollen

hoch positiv (+ 5 SD)
Eichung basal
1 muU TSH
10 mU TSH
Proteinbestimmung bei

Proteinmenge (+ sD)

operiert wurde,

18,5 + 18,1 %

entfallt

Dreifachbestimmung

0 pg cAMP/90 Min./50.000 Zellen
3,38 pg cAMP/90 Min./50.000 Zetlen
n =1

1,1 pg cAMP/90 Min./50.000 Zellen
0,2 pg cAMP/S0 Min./S0,000 Zellen
136 %

19¢ %

82 %

100 %

227 %

n = 10

176 pg/ml + 62,5 pg/mi
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3.2.2. Eichkurven

Stimulation [¥] basal
2h0 o

/I/
136 - X+2 SD

1 10 TSH [mU]

Zeichnung 12: Eichkurve: cAMP-Stimulation

coscx[ ]
8 s
1
| L | t
1 16 caMP [pg ]

Zeichnung 13: Eichkurve: cAMP-R!A



3.2.3. Wertetabelle

Die einzelnen Werte finden sich in Tabelle 17 im Anhang.

3.2.4. Graphische Versuchsdarsteilung

CAMP-Stimulation [ %] basal

300 2
(]
o
o =]
136 g - - X+2 SO
: 8 /§
: B 3 ° :
o 2 o °
8 e 8 °
o o °
o
o A 8

—9- ©

M.Basedow Autonomie Struma Thyreciditis Carcinom Kontrollen

Zeichnung 14: Versuchsergebnisse nach Krankheitsgruppen geordnet
3.3. TGl (Thymidineinbau)

Gezeigt werden die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe, nachdem
sich die Zellen im ersten Versuch beim Spililen mit PBS vom Boden
geldst haben.

3.3.1. Versuchscharakterisierung

Die Zellen dieses Versuches stammen von einer 41-jdhrigen Patientin,

die wegen einer groflen multinodésen Struma operiert wurde,
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Intraassayvarianz

Interassayvarianz

Modus

Streuung der Ergebnisse min.

max,

Zahl der Kontro!len

Mittelwert der Kontrollen(=100%)

Varianz der Kontrollen (= 48%)

Normgrenzen grenzwertig (i-_ 2 SD)
hoch positiv (+ 5 SD)

Eichung

Proteinbestimmung bei

Proteinmenge (i SD)

33 + 18,9 %

entfdallt

Vierfachbestimmung

58 cpm/24 Stunden/10.000 Ze!len
3.929 cpm/24 Stunden/10.000 Ze!len
n = 27

189 cpm/24 Stunden/10.000 Zellen
91 cmp/24 Stunden/10.000 Zellen
196 %

340 %

siehe Eichkurve

n = 96

74 pg/ml + 23,8 pg/ml

Zeichnung 15: Stimulation des

B 3.3.2. Eichkurven
Thymidineinbau [%] basal
250
200
100
i | | |
Q 0.01 0.1 1 10

TSH [mlu/m1]

3H—Thymidir\einbaus mit TSH
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Thymidineinbau [%] basal
250

200+

100

| | |
10 100 500 1000 EGF [ng/mi

=

Zeichnung 16: Stimulation des 3H—Thymidineir\ubaus mit EGF

Thymidineinbau [%] basal

200
100 &
I ] | [ [
5 4 3 2 1 Ig6 [log mg/mi]
Zeichnung 17: Stimulation des 5H—Thymidineinbaus mit unter-

schiedlichen lg G-Konzentrationen



- 39 -

3.3.3. VWertetabelle
Die einzelnen Werte finden sich in Tabelle 17 im Anhang.

3.3.4. Graphische Ergebnisdarstellung

Stimulation des Thymidineinbaus [ %] basal

1300 o = &
‘ o -] ‘ |
! 5
G )
] o

196

o0 @ |OmO W

8
-] |
s i
° \
e o : | o
/E /i/ 4 | . ‘ o
o |
, s |

M.Basedow AUtonomile Struma Thyreoiditis Carcinom Kontrollen

Zeichnung 18: Versuchsergebnisse nach Krankheitsgruppen geordnet

3.4. TS!1 (Adenvylatcyclase)

3.4.1. Versuchscharakterisierung

Die Membranen zu diesem Versuch stammen wvon einem 35-jdhrigen
Patienten, der wegen eines autonomen Adenoms strumektomiert wurde.
Weitere Membranaufarbeitungen wvon einfachen Strumen =zeigten nur

eine maxima!l drei- bis vierfache Stimulation des Basalwertes.
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Intraassayvarianz 12,4 + 10,7 %
Interassayvarianz 20,0 + 19,2 %
Modus Doppelbestimmung

Streuung der

Ergebnisse min.

13,48 pmol/30 Min./mg Membran

max. 592,0 pmol/30 Min./mg Membran
Zah! der Kontrollen n =16
Mittelwert der Kontro!len{=100%) 34,5 pmol/30 Min./mg Membran
Varianz der Kontrollen (= 11%) 3,8 pmol/30 Min./mg Membran

Normgrenzen

grenzwertig (1 2 s0) 122 %
hoch positiv (+ 5 SD} 155 %

Eichung 0,5 mU TSH 394 %
1 mU TSH 655 %
3 mU TSH 1.252 %
30 mU TSH 1.715 %

3.4.2. Eichkurve

Stimulation [%] basal

1800

S00 -

122

Y

2

X+2

! | i | oh

Zeichnung 19:

a

Eichkurve

i
30 TSH [mU]

SB
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3.4.3. Wertetabelle

Die einzelnen Werte finden sich in Tabelle 17 im Anhang.

3.4.4. Graphische Ergebnisdarstellung

Stimulation cder Adenylatcyclase [%] basal

300

122

xmc o o -] b

8
8 . .
° ° X+2 sbh
4 v
H 8 ¢
¢

M.Basedow Autonaomie Struma Thyreoiditis Carcinom Kontrollen

Zeichnung 20 Versuchsergebnisse nach Krankheitsgruppen gecrdnet

3.5. TB!! (TSH-Rezeptor-Antikérper—Test)

3.5.1. Versuchscharakterisierung

Die Testdurchfiihrung richtete sich nach der Arbeitsanleitung. Verar-
beitet wurden zwei Testkits, fUr die letzten 20 Bestimmungen (Kon-

trollgruppe) handelt es sich nur um eine Einfachbestimmung.
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Intraassayvarianz

Interassayvarianz

Modus

Streuung der Ergebnisse min.
max.

Zahl der Kontroltlen

7,0 + 6,4 %

8,1 + 3,5 %
Doppeibestimmung
0 % Inhibition
80,1 % Inhibition

n = 20

Mittelwert der Kontrollen 7,5 %
Varianz der Kontrollen 3,9 %
Normgrenzen grenzwertig (+ 2 SD) 15,3 %
hoch positiv (+ 5 SD) 19,5 %
Eichung MRC-Standard B 65/122
5 U TRAK/! 0%
15 U TRAK/I 15 9%
45 U TRAK/I 41 %
135 U TRAK/I 63 %
405 U TRAK/I 73 %
3.5.2. Eichkurve
Tracerinhibition [ %]
100
50
15 / X+2 5D
L ! |
5 15 45 135 405 [U TRAK/1]

Zeichnung 21: Eichkurve
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3.5.3. VWertetabelle

Die einzelnen Werte finden sich in Tabelle 17 im Anhang.

- 3.5.4. Graphische Ergebnisdarstellung ) .

TSH-Rezeptorverdrdngung [ %]

30
[
° °
°
°
8 o [«]
: 2 o
15i ! / 5 X+2 SD
; § ) 8 o g
[=3 [+
c [

&
& ©

M. Basedow Autonomie Struma Thyreoiditis Carcinom Koentrollen

Zeichnung 22: Versuchsergebnisse nach Krankheitsgruppen geordnet
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3.6. \Verteilung der Antikdrper

3.6.1. Antikorperhiufigkeiten

Tabelle 12 zeigt die Antikorperhdufigkeiten

Tg MAK cAMP | Thy TRAK Ac
BASEDOW n=19 47% 63% 15% 36% 63% 52%
AUTONOMIE n=39 | 23% 35% % 37% 23% 15%
STRUMA n=15 13% 6% | 6% .| 66% 33% 13%
THYREODITIS n=7| 71% 0% 0% 42% 28% 14%
CARCINOM n=1 - - 0% 0% 0% 0%
KONTROLLEN n=27 - - 0% 3% 0% 0%

Dabei war die Kombination bei M.Basedow cAMP positiv/TRAK negativ
in 3/19 Fidllen (= 15%), CcAMP negativ/TRAK positiv in 12/19 Fillen
(= 63%), Ac positiv/TRAK negativ bei 2/19 Patienten {= 10%} und Ac
negativ/TRAK positiv bei 4/19 Patienten (= 21%) gegeben, wihrend
cAMP positiv/TRAK positiv bei 2/62 Fatlen (= 3%) und Ac positiv/TRAK
positiv sich bei den anderen Patientengruppen nur bel 3/62 (= 4%)
nachweisen lieR. Die Antikdrperprofile zeigten sich bei Morbus Base-
dow in 16/19 Fallen (= 84%) in Ubereinstimmung mit der Klinik (Aus-
nahme Pat. 1.2, 1,15 und 1.19) wdhrend man bei der Gruppe der
autonomen Schilddrisenfunktionen von der Antikdrperverteilung bei

5/39 Patienten (= 12%) einen Morbus Basedow vermutel hitte.

3.6.2. Antikorperiibersicht

Bei Vergleich der einzelnen Patientengruppen lassen sich einige be-

sonders hdufige Antikdrperkonstellationen ausmachen,
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A. Morbus Basedow

Die Antikdrperverteilung bei Morbus Basedow ist sehr hetercogen

es lassen sich fast alle Kombinationen nachweisen.

3d=stark erhoeht
2=grenzwertig
i=nicht erhoeht

Zeichnung 23: Antik&rperprofile bei Morbus Basedow

und
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B. Autonome Schilddriisenfunktion

stark erhoeht

=grenzwertig
1=nicht erhoeht

3
2

bei autonomer Schilddrisenfunktion

Zeichnung 24: Antik8rperprofile
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C. Struma

Zeichnung 25: Antikdrperprofile bei blander Struma

D. Thyreoiditis

kY
(A

>
3=stark erhoeht IS
2=grenzwertig
i=nicht erhoeht 4 ~

Zeichnung 26: Antikdrperprofile bei Thyreoditis



3.7. Statistik

3.7.1. Korrelationen der Antikirper (Hormonwerte)

Die Tabelle 15 zeigt die Korrelationsmatrix, wie sie mit dem ein-

fachen Rangreihenkorrelationskoeffizienten berechnet wurde {n = 70).
Tabelle 15
TgAk 1.00%1 *4 Korrelationskoeffizient r =
*2 *2 Signifikanzniveau p<;
MAK 0.52 1.00
0.0001
TSI -0.14 }|-0.08 11.00
(cAMP) | ns ns
TGI -0.02 |-0.12 {0.00 1.00
(Thy) ins ns ns
TBII 0.38 0.32 -0.01 10.06 1.00
(TRAK)}{10.001 {0.001 lns ns
TSI 0.21 0.38 0.02 0.03 0.70 1.00
(Ac) Q.01 0.001 |ns ns ¢.0001
Alter 10.18 -0.13 [0.05 -0.01 |-0.12 [-0.02 [1.00
ns ns ns ns ns ns
TSt 0.02 0.10 -0.23 10.08 0.0% 0.00 0.13 1.00
ns ns 0.01 ns ns ns ns
fT4 ~-0.03 joc.04 -0,14 [~0.01 |-0.12 [|-0.12 |-0.26 |-0.09 |1.00
ns ns ns ns ns ns 0.01 ns
T4 -0.08 ]0.06 -0.05 [0.15 -0.06 §{-0.17 |-0.35 |-0.02 |0.41 1.00
ns ns ns ns ns ns 0.001 [ns Q.001
T3 0.17 0.28 -0.13 |-0.15 {G.00 0.15 ~-0.16 {-0.17 10.464 0.Q08 1.0
ns 0.01 ns ns ns ns ns ns ¢.0001}ns
TGI T8I1 TSI
TgAk MAK CAMP (Thy) i (TRAK)} | {Ac) |Alter |TSH fT4 T4 T3

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten in den einzelnen Krank-
heitsunteraruppen ergab keine Unterschiede 2u den hier gezeigten
Zahlen. Lediglich die Korrelation TSI/TBil bei M. Basedow lag mit r
= 0,82 bei p< 0,0001 noch hoher.
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3.7.2. Korrelationen der Antikérper {Behandlungsverfahren)

Die Abhidngigkeit der sechs Antikdrper von der bereits durchgefilhrten

Behandlung (Tab. 16) wurde mit dem Chi-Quadrat-Test Uberprift und

ergab feolgende positive Ergebnisse:

Tabelle 14: Chi-Quadrat-Test

Abhidngigkeit zwischen Chi—-guadrat Signifikanzniveau
Mak /Strumektomie 7,3 1%
TgAk/unbehandelt 4,6 5%
TBI1/unbehandelt 4,3 5%
T811/Jodidprophylaxe 3,8 5%

3.7.3. Graphische Darstellung der Antikdrperkorrelationen

A. TSI und TBII

Tracerinhibition [¥%]

100
50 - ° o
° . o
1501 ° 1f o":& ; °
;] _© X . ® ® |
50 100 300

Adenylatcyclasestimulation [ %]

Zeichnung 27: TSl und TBI}

basal
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B. TGl und Strumagrifle - .

Stimulation des Thymidineinbaus [ %] basal

1300 a s SR
» B

]

Q> G} oo
[«]

196 / /?( v : //Y+2 SD

Kontrollen Struma I Struma II Struma III

Zeichnung 28: TG1 und Strumagriflie

Von 26 Patienten mit Struma | zeigten 5 (= 19%), von 17 Patienten
mit Struma 1} B8 (= 47%) und beide Patienten mit Struma 111 eine
TGI-Aktivitat.
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4. Diskussion

4.1. Methodikdiskussion

4.1.1. Thyreogliobulin- und mikrosomale Antikdrper

Der wverwendete ELISA zeichnet sich aus durch einfache und stan-

dardisierte Handhabung, sowie hoher Sensitivitidt und Spezifitit.

4.1.2. Ig G-Reinigung

Fir die Routinetestung an einer gréfleren Fallzah! erscheint die Am-
moniumsulfatprizipitation ausreichend. Genauere Verfahren, wie die
Hochdruckfllssigkeitchromatographie (HPLC) sind nach Rapoport /101/
zu kostspielig und arbeitsaufwendig, ohne dafl sich der Aufwand in
einer hdheren Prizision niederschlagen wiirde. Der Reinheitsgrad der
erhaltenen Fraktion ist sehr unterschiedlich, die Literaturangaben
schwanken zwischen 50 % /122/ und 70 % /80/. Im Serum enthaltenes
TSH wird nicht vollstdndig eliminiert, bei den Patienten 2.11 und 4.7
wurden 15 % der urspriinglichen Serummenge wiedergefunden; beide
Patienten zeigten aber keine Ac-Stimulation und nur grenzwertige
TRAK-Werte. Eine Interferenz mit Serum-TSH ist daher unwahrschein-
lich.

Eine Verunreinigung mit weiteren Wachstumsfaktoren des Serums ist

aber trotzdem noch méglich,

Ungekldrt ist der variable, aber signifikante Effekt wvon normalem

Immunoglobulin /80/.
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Der 1g~ Spiegel im peripheren Blut muB dabel nicht unbedingt der
Absolutkonzentration in der Schilddriise entsprechen, da peripher

vermutlich nur der "overflow" der Schilddriise gemessen wird /115/.

Die |Ig G-Fraktion wurde maximal neun Monate beji -20°C gelagert,
nach /122/ behalten die Immunglobuline auch noch nach vier lJahren

ihre biologische Aktivitit,

4.1.3. Gewebeaufarbeitung

Die Gewebeaufarbeitung mit Dispase/Collagenase bringt optimale Er-
gebnisse. Sowohl Zellausbeute (3 x 10° Zellen/g Frischgewebe) als
auch Viabilitdt ( grdBer als 90 % in der Trypanblaufidrbung) sind
befriedigend. Schwierigkeiten gibt es vor allem bei {dnger bestehen-
den Zellkulturen, Thyreozyten von Fibroblasten zu unterscheiden. Die
Differenzierung der Zellen ist zumindest flr die ersten zehn Tage der
Primadrkultur erhalten, was sich am TSH-abhdngigen Jodeinbau nach-

weisen lieB {nicht gezeigte Daten).

Bisher ist unklar, inwieweit Faktoren der Zellkultur Epiph&nomene
produzieren kdnnen, Moglichkeiten bestehen in Jodmangel Tn der Kul-
tur, unspezifischen Faktoren des fttalen Kilberserums, EGF (= epi-
dermal growth factor)-Kontamination u.a.. Auch ist bisher noch nicht
untersucht, wie sich die Vorbehandlung der Patienten (z.B. Plum-
merung) auf die Zeltkulturen auswirkt. Denkbar erscheint auch, daR
das Trauma der enzymatischen Zerkleinerung zu einer Downregulation

oder Degradation der Rezeptoren fiihrt.



4.1.4, cAMP-Messung

Obwohl| diese Methode von vielen Arbeitsgruppen angewendet wird, ist
sie storanfdlligq wund schlecht reproduzierbar. Es ist nicht nur
schwierig, die Zellen in Microtiterplatten mit exakt gleicher Zellzaht
auszusden, auch sind die Zellen je nach vorheriger Inkubationsdauer
unterschiedlich reaktionsbereit. Bei Extraktion und Messung des ge-
bildeten cAMP ergeben sich Schwierigkeiten mit [nterferenz von mit-
extrahiertem Zellprotein, das paralle! zu dem Bindungsprotein Radio-
aktivitdt bindet und somit das Ergebnis verfilscht. Obwoh! die maxi-
mal erzielten Mengen cAMP durchaus.im Rahmen friherer Untersuch-
ungen liegen /102/, erscheint die Zahl unserer antikérperpositiven
Basedow-Patienten wvor allem im Vergleich zum Ac-Assay zu gering.
Daher soll im weiteren auf die TSt-Werte des Ac-Assay Bezug genom-

men werden.,

4.1.5. Thymidineinbau

Die Stimulation des Thymidineinbaus wurde mit Patienten-Immunglobu-
linen bisher dreimal untersucht, Die folgende Tabelle zeigt einige der
methodischen Probleme, warum sich die Thymidininkorporation nicht
unbedingt mit DNA-Zunahme und damit der Zellprotliferation gleich-

setzen 138t /nach 76/,

Tabelle 15

Schwierigkeiten mit

1. Thymidinchemie: radiochemische Verunreinigung, Schwankung

der spezifischen Aktivitdt, Strahlungseffekte der Tritium-
zerfalls (DNA—Kettenabbruch, Wachstumsverzigerung, Zell-
tod)

2. Thymidinmetabolismus: Beeinflussung des Transports durch

die Zellmembranen, der Phosphorylierung und der Polymeri~

sierung, bei Thymidinzerfall wird nur Tritium eingebaut




3. Zellmetabolismus: Antreffen der Zellen in unterschiedlichen
Zyklusphasen (S-Phase ist relevant!), Ablauf von Repera-
turprozessen an der DNA, DNA-Umsatz in Mitochondrien und
Centriolen

4. Experimentelle Faktoren: Einfliisse der Versuchsanordnung,
Vorbehandiung der Zellen, Aufarbeiilung, Medien, Ig G-Kon-

zentration, in vitro Artefacte 7

Soweit mdéglich, wurden die Assaybedinungen nach Literaturangaben
optimiert, Eine Eichung mit TSH lieB sich in 12 Vorversuchen nur
dreimal durchfiihren. TSH und EGF zeigten im Thymidineinbau eine
deutlich geringere Potenz als die lg G-Praparationen. Die Zahl der
positiven Ergebnisse liegt eindeutig hdher als in den in Tabelle 18d
(Anhang) vorgesteliten Pubtikationen. Mdgliche Ursache kdnnte die
verminderte Kreuzreaktivitit der Immunglobuline mit Schweinezellen
oder FRTL 5-Zellen sein (Angaben zur Speziesspezifitit bei /153/).
Dies erscheint ein generelles Problem bei der Testung von Antikorpern
auf Zelikulturen, Wahrend sich bei der autologen Inkubation eine
hochspezifische Reaktion ausl!dsen 13Rt, ist dies bei einer homologen
Versuchsanordnung nur noch selten /47/ oder gar nicht mehr der Fall
/152/. Bei dem vergleichbaren Stimulationsprotokoli von Schatz /112/
wurde die f{iinffache Menge an gespeicherter Radioaktivitit in den
Zellen erzielt. Miglicherweise wird aber durch alleinige TCA-Behand-
lung nicht nur die sdurefalibare DNA, sondern der gesamte intrazel-
luldre Pool an radiocaktivem Thymidin gemessen. Fiir in vitro Experi-
mente an lanafristig unter Wachstumsstimutation gehaltenen Zellkultu-
ren wurde eine Desensibilisierung durch intrazellulire Verianderung
vorgeschlagen /126/, die durch (nicht gezeigte) Daten unserer Ar-

beitsgruppe bestdtigt werden kann.
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4.1.6. Adenylatcyclase

Die Testung der Adenylatcyclase an der isolierten Membran gehirt zu
den lange etablierten Methoden. Verwiesen sei hier auf frihere Ver-
Sffentlichungen /46/, Durch die niedrige Sensitivitdt des Assays bei
"normalen" Schilddriisenmembranen haben wir eine Membranaufarbei-
tung eines autonomen Adenoms gewdh't, Falls die autonome Schild-
drise tatséchlich eine verdnderte Zahl wvon Rezeptorem oder einen
abnormalen Rezeptor aufweisen solite /59/, wdren bei unserer Ver-
suchsbedingung zu viele Patienten mit falsch positiven Werten be-

stimmt; allerdings ist dies nicht unwidersprochen geblieben /21/.

4.1.7. TRAK

Vor- und Nachteile dieser Methcocde sind in der Vergangenheit schon
ausfliihr!lich abgehandelt worden {(Literaturibersicht in Tabelle 18e im
Anhang). Seit zwel Jahren gibt es dieses Assay mit vorgefertigten
Reagentien zu kaufen. Die Bereichsgrenze haben wir im Unterschied
zu anderen Arbeitsgruppen etwas hdher auf 15,2 % Tracerinhibition
(Mittelwert der Kontrollen plus doppelte Standardabweichung) gelegt;
das entspricht nach Literaturangaben einer Sensitivitdt und Spezifitit
von B7 % /54/. Die hohe Streuung innerhalb der Kontrollgruppe

rechtfertigt diese Entscheidung.

4.,2. Diskussion der Ergebnisse

4.2.1. Thyreoglobulin- und mikrosomale Antikérper

Kleine Mengen Thyreoglcbulin, die der intrathyroidalen Proteolyse
entkommen, sind auch bei gesunden Personen zu finden. Erhdhte
Spiegel werden bei einer Reihe wvon physiologischen und pathologi-

schen Bedingungen gefunden. Da Thyreoglobulin veorwiegend extra-



zelluldr im Follikellumen gespeichert wird, konnte man den Thyreo-
aglobulinspiege! als Maf fur die follikuldre Destruktion nehmen. Da
Thyreoglobulin auch im Blut von Gesunden nachgewiesen werden
kann, ist anzunehmen, dafl Thyreoglobulin selbst noch keine antigene
Wirkung besitzt und es erst durch weitere Faktoren, wie Alteration
der Molekllstruktur von Thyreoglobulin oder auch des !mmunsystems,
zur Antikérperbildung kommt. Bei Carcinom-Patienten wurde Thyreo-

globulin mit einer verdnderten Amminosiduresequenz beschrieben /93/.

Das mikrosomale Antigen der Schilddriise wurde mit Immunfliucreszenz
im apikalen Cyvtoplasma der Follikelzelle lokalisiert. Es ist wahr-
scheinlich, dafB dieses Antigen inherenter Tell des glatten endoplas-
matischen Reticumlums ist, Die Mikrosomen bestehen aus einem Lipo-
protein und Membranen, die neu synthetisiertes Thyreoglobulin vom
Golgiapparat zum Kolloid befdordern. Ob die Mikrosomen seibst als
Antigene wirken, ist nicht sicher. Die Injektion wvon mikrosomalem
Antigen kann beim Versuchstier zur Austdsung einer Thyreoiditis flh-
ren. Mikrosomale Antikdrper sind somit am ehesten als Ausdruck der
zelluldren Vulnerabilitit zu interpretieren {(Literatur zu diesem Ab-

schnitt bel /96/).

Auschnitt aus Tabelle 18: Literaturibersicht (im Anhang)

| Basedow | Autonomie Thyreo— | Struma |Sonstiges|

| | iditis |

= n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=]| n= pos.=|

I

gesamt MAK | 210 | 45% | 515] 54% | 146][76% [514 [7% B
TgAk | 247 34%| 547| 39%|164 |50% [580 [20%

eigene Zahlen MAK | 1 63% 34 35% 6 0% 15 6% 11 0% |

TgAk | 1 | 46% | 34 | 23% 7 |71% | 15 |13% 1] 0% |

Erstaunlich ist die geringe Diskrimination der Antikdrper zwischen
Morbus Basedow und thyroidaler Autonomie in den Literaturangaben.
Unsere Zahlen liegen fiir die Autonomie etwas niedriger. Ansonsten
stimmen die Ergebnisse mit den Mittelwerten der Literaturiibersicht

iiberein; lediglich das Auftreten der MAk erscheint zu gering. Keine



unserer Patientinnen befand sich in der hechakuten Kr‘ankhleitsphase;
auflerdem konnte retrospektiv nicht mit Sicherheit in Erfahrung ge-
bracht werden, ob wirklich eine Thyreoiditis Hashimaoto oder eine

andere nicht "autoimmune'" Form voriag.

4.2.2. Funktionsstimulierende Antikdrper {151)

Auschnitt aus Tabelle 18b, 18c: Literaturiibersicht (im Anhang)

Zellen | Basedow |Autonomie | Thyreo- | Struma [Sonstiges
iditis
{ n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=| n= pos.=
TSI gesamt 940 78% | 33 | 3% 70 | 15%] 66 | 6%
CAMP-Stim. human 19 15% 39 % 6 0%| 15 6% 1 0%
eigene Zahlen|
Ac-Stim, [ human 19 52% | 39 | 15% 7 | 14%] 15 [13% | 1 0%

eigene Zahlen|

Fir die Literaturibersicht gilt folgende Einschriankung;

len zitierten Arbeiten finden

angabens,

werden.

Auch

sich exakte Zahlenwerte und Prozent-

Nicht

teilweise mufiten die Ergebnisse aus Zeichnungen entnommen

nicht immer wurden die Diagnosekriterien angegeben. Bei

wurde jeweils das unbehandelte Kollektiv gewdhit;
dafl die Zahli

sicht hoher ist,
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iditis—

sind wohl

haben.

etwas niedrigere Werte bei

und Strumapaltienten

niedrig,

durch den

groflen
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da wahrend der Rem
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der antikodrperpositiven Patienten
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Antell

der behandelten

so erkldrt

ist die Selektion der Patienten sehr unterschiedlich und

M.Basedow

sich,

in der Literaturiiber-

da wir alle M.Basedow-Patienten wegen der geringen
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daf der Assay eine zu niedrige Spe-

in al-

Thyreo-
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zifitat hat oder in diesem Kollektiv einige falsch klassifizierten Pa-
tienten enthalten sind, die in Wirklichkeit an M.Basedow leiden.
Denkbar wé&re auch, daR sich ein Patient noch im pridklinischen

Stadium wvor Manifestation seiner Krankheit befindet.

Die verwickelten Zusammenhidnge zwischen TS! und TBlIl wurde durch
die Einfiihrung der moncklonalen Antikdrper etwas erhellt /132/. Man
konnte eindeutig den Unterschied zwischen bindenden und stimulieren-
den oder nur bindenden bzw. nur stimulierenden Antikidrpern erken-
nen. Ein stimulierender Antikdrper kann also wohl in der Lage sein,
TSH wvon seiner Rezeptorbindung zu verdréngen, aber das Gegenteii
ist nicht unbedingt gegeben. Dies war das Ergebnis einer Rethe von
Versuchen, in der individuelle lg G-Proben nicht unbedingt ibre Po-
tenz im Stimulationsversuch behietten /37, 69/. Fir die Reaktion der
TBIl an der Zelle wurde zum einen die Gangliosidkomponente des
Rezeptors /139/, verschiedene Klassen von Bindungsstellen /66/ sowie
ein Membranglycoprotein mit hoher TSH-Affinitdt in Rezeptorndhe wvor-
geschlagen, Die biochemische Reaktionskette ist nicht bekannt. Auch
die Abhingigkeit dieses Prozesses von TSH ist ungekldrt. Am wahr-
scheinlichsten erscheint ein permissiver Effekt des TSH /64/, der bei

lodmangel ein Schilddriisenwachstum hervorruft,

Eine weitere interessante Frage wirft die Abnahme der TSl-Aktivitat
nach Therapie auf /79, 147/. Zumindestens fir die Operationen der
M.Basedow-Patienten gilt, daB bei der Resektion auch gleichzeitig ein
Grof3teil der aktiven Lymphozyten entfernt wird /18, 58/. Fur die
Wirkung der Thyreostatika wurde ein immunsuppresiver Effekt wver-
mutet, zumindestens erscheint es einleuchtend, daf durch Normalisie-
rung der Stoffwechsetlage auch der Metabolismus der Lymphozyten
wieder gedrosselt wird. Eine dritte M&glichkeit wdre die Annahme,
dafl es nach Blockierung der Schilddrisenhormonproduktion zu einem
geringen Anstieg von TSH kommt, welches den defekten antigenen Re-

zeptor besetzt und damit Uber die Antigenkarenz die Antikdrperpro-

duktion sinkt.



Festzuhalten ist, daf sich bei M.Basedow {berzufillig hidufig TSt
nachweisen lassen, bei anderen S5childdriisenkrankheiten aber mit den
vorgestellten Methoden sich auch eine geringe lnzidenz findet.

4.2.3. Wachstumsstimulierende Antikdrper (TGt)

Auschnitt aus Tabelle 18d: Literaturiibersicht (im Anhang)

|Zellen | Basedow Autonomie | Thyreo— | Struma |Sonstiges
iditis
n= pos.= | n= pos.= | n= paos.=| n= pos.=| A= pos.=
gesamt 60 60% 5 40% 80 11%
eigene Zahlen|human 19 36% 37 37% 6 {66% 15 42%| 1 0%

| ! I ! R B I |1

Infotge der niedrigen Fallzahlen wird ein Vergleich hier schwieriger,
Die Ergebnisse bei M.Basedow wiirden am ehesten die Zahlen wvon
Chiovato /19/ stiitzen. Die Werte bei Struma-Patienten sind deutlich
honer ausgefalien als erwartet, beli der Thyreoiditis finden sich
dhnliche Werte, fiir die Autonomie gibt es keine vergleichbare Daten,
Die grofiten Unterschiede werden durch die unterschiedlichen Substrate
(Rattenzellinie, Schweinezel!len) begriindet sein. Verbliiiffend ist nicht
nur die grofle Zahl antikérperpositiver Patienten bei einfacher Stru-

ma, sondern auch bei der autonomen Schilddriisenfunktion.

Eine Tendenz wvon hohen TGl1-Werten zu gridfieren Strumen konnte in

Zeichnung 28 qgezeigt werden.

Neueste Untersuchungen haben einen monoklonalen Antikdrper mit
TGI-Aktivitdt entdeckt; der Effekt der TGl auf den modifizierten
Metaphase-lndex-Assay kann durch Anti-lg G wvollkommen blockiert

werden {Drexnhage 1986, Kongrefreferat).



Erste Hinweise auf einen immunologischen Defekt bei euthyreoten

Strumapatienten findet sich bei /135/.

tn dem etwa hundertfach sensitiverem cytochemischen Bioassay /150/
wurden bei Struma-Patienten ebenfalls bis 80 % TG! gefunden, Ob die
TGl wirklich auch fiir die Pathogenese des M.Basedow, der Autonomie,
Thyreoiditis und vor allem der Struma verantwortlich gemacht werden
kénnen, missen weitere Untersuchungen, Methoden und gréBere Fall-
zahien bringen. Interessant wire eine prospektive Differenzierung in
Abhinigkeit von der Jodversorgung und der soncgraphischen 5Schild-
drisenvolumenmessung. Die Existenz der TGl kdnnte die Rezidive trotz

Jod oder T 4-Medikation /BY/ erkliren.

Ob die TG! auBer der Schilddriise auch Augenmuskelgewebe zum
Wachstum stimulieren kdnnen, ist unklar /63/. In einer weiteren Ar-
beitsphase wollen wir mit den hier getesteten Immunglobulinpripara-

tionen versuchen, die Kollagensynthese in Fibroblasten zu stimulieren

/106/,

4.2.4, Rezeptorbindende Immunglobuline (TB!1)

Auschnitt aus Tabelle 15 Literaturiibersicht {im Anhang)

|Membran| Basedow |Autonomie | Thyreo— | Struma |Sonstiges
| | iditis
| n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=| n= pos.=
|
gesamt 1927 67% 1226 5% 269 |14% {439 7%
|
eigene Zahlen|TRAK © 19 63% | 39 | 23% | 7 [28% | 15 [33% | 1 0%
|

I | | 1 | l | | | | |

Trotz unterschiedlichster Versuchsbedingungen zeigt sich bei dem Ver-
gleich wvon fast 2,000 Patienten eine niedrigere Spezifitdt unseres
Assays. Die Unterschiede werden mit den gleichen Argumenten wie in

Kapitel 4.2.2 begriindet.
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Die Zahl der positiven Ergebnisse ist bei der autonomen Schilddri-
senfunktion mit 23% versus 5% in der Literatur und bei der Struma
mit 33% gegeniiber 7% deutlich hoher . Inwieweit die Re-
zeptorpriparationen unterschiedlich ausfallen, oder ob die in Kap.
4.1.7. und 4.2.2. angefuhrten Grinde verantwortlich sind, bleibt

offen.

4.2.5. Diskussion der statistischen Ergebnisse

Ein Vergleich mit Literaturangaben zeigt, dafl die TSH-Rezeptor-Anti-
kérper nicht mit Thyreoglobulin /39, 111/, dagegen aber leicht mit
mikrosomalen Antikdérpern (r = 0.45 bei p< 0.001 /111/ und r =
0.46 bei p< 0.01 /39/) korrelieren, Die Meinungen (ber das Verh&lt-
nis zwischen TBIl und TS! sind geteilt: Pro Korrelation {r = 0.90 bei
p<0.01 /2/, r.= 0.58 bei p< 0.0001 /12/, r = 0.69 bei p<0.001
/24/, r = 0.93 /50/) und contra Korrelation /45, 65, 69, 140/. Weder
fir TB!l und TGl /134/, noch TSI und TG! /132/ konnte bisher eine
Korrelation gesehen werden. Damit stimmen die wvorliegenden Zahlen
tiberein: Schwache Korrelation zwischen TBIl und TgAk sowie TBII
und MAk, Die schwache Korrelation wird sich Uber das simultane
Auftreten der jeweiligen Antigene bei den verschiedenen
Schilddrisenerkrankungen erklédren, Ebenso 4Bt sich die Korrelation
zwischen TgAk und MAKk erkldren, Die deutliche Korrelation zwischen
TS1 und TBIl!l unterstlitzt die These, dafl die TS5!| {iber die Rezeptor-
bindungsstelle des TSH agieren., Die TG! lieflen sich in (bereinstim-
mung mit den Literaturwerten mit keinem anderen Antikdrper korrelie-
ren; dies !egt die Vermutung nahe, daB die TG! nicht an der TSH-

Rezeptor-Bindungsstelle angreifen.

Korrelation zwischen Antikdrpern und Behandlungsverfahren wurden
bisher nicht untersucht. Unsere Zahlen zeigen eine statistische Ab-
hdngigkeit zwischen mikrosomalen AntikGrpern und operierten Patien—

ten. Wenn man die mikrosomalen Antikdrper als Marker fir die Zell-



vulnerabilitit ansieht, lieBe sich die Beziehung zu dem chirurgischen
Eingriff verstehen. Alle weiteren leicht positiven Ergebnisse sind als
zufdllig zu werten, da ein behandeites Kollektiv in einer Schilddri-

senambulanz eher antikdrperpositiv ist als ein unbehandeltes.

4.3, Allgemeine Diskussion

4.3.t. Ergebniszusammenfassung und Interpretation

In den Kapiteln 4.2.1. bis 4.2,5, konnte gezeigt werden:

1. hohe Inzidenz wvon TgAk bei M.Basedow und Thyreoiditis.

Folgerung: Assoziation mit follikuldrer Destruktion.

2. hohe Inzidenz wvon MAk bei M.Basedow, autonomer Schilddri-
senfunktion (und Thyreciditis). Folgerung: Kombination mit

einem Zellschaden.

3. hohe Inzidenz von TS! bei M.Basedow. Folgerung: TSI sind

verantwortlich fir die Pathogenese des M.,Basedow,

4, mdflige Inzidenz von TG! bei M.Basedow, hohe Inzidenz bei
autonomer Schilddriisenfunktion, Thyreoiditis und vor aliem bei
Struma-Patienten. Folgerung: TGl kdnnten eine Rolle bei diesen

Krankheiten spielen,

5. hohe Korrelation zwischen TBIl und TSI. Folgerung: TSI

agieren {(iber die TSH-Rezeptor-Bindungsstelle.

6. keine Korrelation zwischen TBIl und TGI. Folgerung: TGH

agieren nicht Uber die TSH-Rezeptor-Bindungssielie,
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4.3.2. Klinische Relevanz

TgAk wund mikrosomale Antikdrper werden bei Verdacht auf Autoim-
munthyreopathien schon h&ufig bestimmt. Die Bestimmung weiterer
Antikdrper (ANA, AMA...) bringen keinen Feortschritt in der Diagnose,
Den gezeigten Daten entsprechend lassen sich bei der Thyreoiditis
positive Werte fir MAk und TGAk erwarten, bei M,Basedow eher nur
erhdhte MAk, Allerdings zeigt die Literaturiibersicht, daR die Dis~
krimination 2zu anderen thyroidalen Erkrankungen nicht besonders

hoch ist.

Ein Fortschritt kdnnte die Bestimmung der TBI! mit dem TRAk
bringen, da alle weiteren hier wvorgestellten Methoden noch nicht
"Rlinikreif" sind. In ausgewdhiten F&llen konnte der TBI1-Wert bei
der Differenzierung zwischen M.Basedow und autonomer Schilddriisen-
funktion dienen. Aber auch als score fir die Krankheitsaktivitdt, far
die friihzeitige Erkennung ven Rezidiv und Remission, der Klassifi-
kation einer unklaren Ophtalmopathie und fir das Erkennen der Neu-
geborenenhypothyreose liee er sich verwenden. Von einer kritiklosen
Anwendung solite vorldufig noch abgeraten werden, da der Assay zu
teuer flir den routinemdBigen Gebrauch ist und noch zu wenige ex-
perimentelle Daten zur |nterpretation vorliegen. Fir die Forschung
aber bietet er sich an und man wird vor allem auf Follow-up-Studien
mit verschiedenen Therapieformen und -zyklen gespannt sein /51/.
Gerade der M,Basedow als "multisysten; disease" hat sich bisher jeder

Prognose auf Exazerbation und Remission entzogen.

Die Bestimmung der TS! wird sich nur bei ganz extremen Fragestel-
lungen iohnen, wo zwischen stimulierenden und blockierenden Anti-

k&rpern unterschieden werden mufB,



Die TG{-Bestimmung ist noch nicht sinnvoll fiir die Klinik, obwohi
der Nachweis einer “immunologischen" Struma klinische Auswirkungen
hitte: Vermutlich widre es sinnvoller, einen Patienten schon bald zu
operieren, da sich mit Thyroxin das Strumawachstum nicht supprimie-~

ren 1aRt.

Die groBe Zahl der Methoden und die Geschwindigkeit, mit der jeder
Assay durch einen leicht verbesserten ersetzt wird, illustriert die
Komplexitdt der Antikérper, lhre Bestimmung hat mit den beschriebe-
nen Einschrinkungen einen sinnvolien Platz bei Diagnose, Therapie

und Prognose der Schilddriisenerkrankungen.



Anhang Seite 1

Zusammenfassung

Untersucht wurden 84 ig G-Pridparationen von 81 Patienten mit unter-
schiedlichen Schilddrisenkrankheiten {(M.,Basedow (n=19), autonome
Schilddrisenfunktion (n=39}, Struma {n=15), Thyreociditis (n=7) und
Carcinom {n=1), sowie 27 Ig G-Fraktionen einer Kontroligruppe auf

die Inzidenz von Autcantikérpern gegen dle Schilddriise.

Hoch positive Werte wurden erzielt 1. fir Thyreoglobulinantiksrper
(TbAk) bei M.Basedow (47%) und Thyreoiditis (71%), 2. fir mikroso-
male Antikdrper (MAk) bei M.Basedow (63%) und autonome Schilddrij-
senfunktion {(35%), 3. Fir TSH-Rezeptor-Antikdrper (TBil) bei
M.Basedow (63%), 4. fir stimulierende Antikdrper (TSi}, gemessen an
der intrazelluldren cAMP-Akkumulation und der Adenylatcyclase an
der isolierten Membran, bei M.Basedow (52%), 5. fiir wachstumsstimu—
lierende Antikdrper (TGl), gemessen am Thymidineinbau in die Zellen
bei M.Basedow (36%), Autonomie (37%), Struma (66%) und Thyreoiditis
(42%).

Die Assaysysteme werden charakterisiert und die Ergebnisse mit Kli-
nik der Patienten und Literaturangaben verglichen; statistische Kor-
relationen werden berechnet und die Ergebnisse graphisch veran-

schaulicht,

Daraus folgt: 1. Fast jeder Patient besitzt ein eigenes, typisches
Antikdrperprofil 2, TgAk und vor aliem MAk sind bei der Thyreoidits

Hashimoto und M. Basedow stark erhht 3. TSl sind an der Pathoge-

nese des M., Basedow beteiligt, 4, TGl kénnten eine Rolle bei
Initiation des M.Basedow, der Autoromie, Thyreoiditis und vor ailem
der Struma spielen, 5. TSt agieren wahrscheinlich Uber die TSH-

Rezeptor-Bindungsstelle, die TGl jedoch nicht, 6, die Bestimmung



Anhang Seite 2

dieser zusdtzlichen Antikdrper ist zwar noch nicht sinnvoll fir die
kiinische Routine, kdnnte aber bei bestimmten Fragestellungen eine
wertvolle Ergdnzung bei Diagnose und Therapie von Schilddrisener-

krankungen haben,



Tabellen 17:

Anhang Seite 7

VERSUCHSERGEBNISSE

Die FuBnoten gelten fiir alle folgenden Zeilen und Spalten
%1 Angabe in IU/mil
*2 Bewertungsfaktor O nicht bestimmt

1 nicht erhoht

2 grenzwertig oder leicht erhdht

3 = stark erhdht
*3 Angabe in pg cAMP/90 Min./50000 Zellen
*4 Prozentangabe, auf den Mittelwert der Kontrollen bezogen
*5 Angabe in cpm/24 Stunden/10000 Zellen

*6 Bindungsinhibition des markierten TSH in Prozent

"

fl

BASEDOW | #7 Angabe in pmol cAMP/30 Min./mg Membran
| B | | I |
Pat. TgAk MAK CAMP | Thymidin TRAK | Ac |
1.1 %1 1187 | *1 288 [*3 1.05 |*5 100 [*6 49 |*7 43.4
*4 96 |*4 58 | *4 126 |
*2 3 |2 1 [#2 1 |*2 1 }#2 3 |*2 2
1.2 15 169 0.69 257 27.8 39.6
] 63 | 136 | | 115 |
14 1 1 1 3 1
1.3 469 | 2892 0.56 137 22.8 75.5
| l | 51 | 73 | | 219 |
2 3 1 1 3 3
1.4 270 2945 1.29 391 80,1 258.0
118 207 | | 748 |
1 3 1 2 3 3
1.5 229 1080 0.25 a0 0 32.4
| | 23 48 | 94 |
3 3 1 1 1 1
1.6 211 2419 0 168 42,8 58,9
| l | 0 89 | l 171 |
1 3 1 1 3 3
1.7 2800 3000 0 156 21,7 97.2
| f 0 i 83 | | 282
3 3 1 1 3 3
1.8 1939 3000 3.37 43 0 25.5
! I 307 | 23 | | 74 |
3 3 3 1 | 1 1
1.9 256 2465 0.56 470 '} 9.2 34.8
I | 51 | 249 | | 101 |
1 3 1 2 1 1
1.90 837 837 0.33 1169 15.6 27.6
| | 30 | 619 | | 80
3 3 1 3 2 1
1.1 4997 3000 0.20 355 22.6 35.1
| | | 19 | 188 | { 102 |
3 3 1 1 3 1
1.12 801 247 2.10 73 g.4 48,3
f | i 191 | 39 | | 140 |
| 3 | 1 | 3 | 1| 1 | 2 |
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i 1.13 113 | 105 1.93 | 466 | 10.0 |} 42.0 |
| | 176 | 247 | | 122 |
1 1 2 2 z
1.14 8602 3000 0.77 2322 69.1 145.5
! i 70 | 1229 | | 422 |
3 3 1 3 3 3
1,15 0 124 6.49 300 5.0 28.6
| 45 159 | | 83 |
1 1 1 1 1 1|
1.16 g2 365 0.82 383 18.2 44.8 |
75 203 | I 130 |
1 2 1 2 2 2
1,17 171 2753 1.07 215 19.9 36.5
| g8 | 114 106 |
1 3 1 1 3 1
1.18 224 187 1.42 2921 19.8 43.1
} 102 1546 | | 125 |
1 1 1 3 3 2
1,19 229 131 0.94 137 B.2 26.5
| 86 73 | | 77 |
| 1 1 1 1 1 1 |
1
AUTONOMIE | | ] | {
b 2.1 2213 2582 0.02 102 6.5 52.0
| i 2 102 151 |
| 3 3 1 1 1 2
| 2.2 8061 2272 0.03 149 | 16.5 40.7
| 3 | 79 | | 118 |
! 3 3 1 1 2 1
T 2.3 101 52 0.82 189 8.5 38.9
| | 75 | 100 | | 113 |
1 1 1 11 1| 1
2.4 58 161 0.81 122 | 6.9 | 56.5
| i 74 65 | ! 164 |
1 1 1 1 1| 3
2.5 11 ) 0.80 73 10.2 | 40.0
| | 73 | 39 | | 116 |
1 1 1 1 1 | 1
2.6 102 1210 0.58 224 0] 36.2
| i 53 | 119 | 105 |
l 1 3 1 1 1 1|
2.7 2800 1799 ) 35 i) 20.7 |
| | 0| 24 | | 118 |
| 3 3 1 1 1 1
[ 2.8 5052 3000 1.27 73 22.5 22.0
| 116 39 | | 64 |
3 3 1 1 3 | 1l
2.9 160 205 0.97 861 2.8 | 34.5
I I 89 | 456 | | 100 |
1 1 1 3 I 11
2.10 209 2350 0.19 2354 4.1 ] 28.2
| | 18 | 1246 | | 82 |
| 1| 3 1 | 3 | 1| 1
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2.11 | 846 | 2833 | o | 750 16.8 | 32.4 |
| I I 0 | 397 | 94 |
3 3 1 3 2 | 1|
2.12 B4 3000 0.09 357 3.5 ] 32,0 |
9 189 | 93 |
1 3 1 1 1 1)
2.13 228 274 0.70 204 7.6 33.1 |
64 108 | 96 |
1 1 1 1 1 1
2.14 175 338 0.58 731 5.5 32,0
| | 53 | as7 | 93 |
1 1 1 3 1 1
2.15 313 238 0.3%5 238 7.6 26.9
| | | 32 | 126 | 78 |
1 1 1 1 1 1
2.16 73 49 0.34 147 10.7 41.7
| 31 78 | i 121
1 1 1 1 1 1
2.17 35 32 0.25 60 14.7 25.8
| 23 } 32 | 75 |
1 1 1 1 1 1
2.18 329 698 0.08 71 8.7 41.0
} 8 | 38 | ! 119 |
1 2 | 1 1 1 1|
2.19 124 293 | 3.61 243 4.4 23.1 |
| | 329 129 | | 67 |
1 1 3 1 1 1
2.20 62 124 1,95 145 5.1 36.5
| | 178 77§ | 106 |
1 1 2 1 1 1
2.21 101 249 0.49 824 4.8 31.7
] | 86 | 436 | | g2 |
1 1 1 3 1 1
2.22 419 209 1.02 442 13.3
] | 93 234 |
| 2 1 1 3 1 0
2.23 | 0 1209 1.00 241 12,7 38,9
[ | | 91 | 128 | | 113 |
1 2 1 1 1 1
2.24 254 209 1.47 621 7.7 34,8
| | | 134 | 329 | 109
1 1 1 3 1 1
2.25 23 9 0.71 2436 17.3 24.8
| | 65 | 1289 | | 72 |
1 1 1| 3 2 1
2.26 27 44 1.43 | 429 11,0 37.2
| | | 130 | 227 | | 108 |
1 1 1 2 1 1
2.27 143 918 1.07 2515 13.7 45.8
! | | 98 | 1331 | | 133 |
1 3 1 3 1 2 |
2.28 1.06 217 16.7 50.3 |
| i ] a7 | 115 | I 146 |
| 0 | 0| 1] 1] 2 | 2 |
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| 2.29 | 209 | 211 | 1.06 2322 14.0 | 35.8 |
i | | | a7 1229 | | 104 |
! 1 1 1 3 1] 1
1 2.30 50 | 95 1.23 2693 15.0 | 31.7 T
| | I 12 1425 | | g2 |
| 1| 1 1 3 2 | 1
T 2.31 €9 | 24 1.26 6.8 ) 35.8 |
J f ! I 115 I ! 104 |
| i | 1 1 0 1 1
172.32 506 | 542 0.18 16.7 39.6 |
| I I 17 I 115 |
| 2 | 2 1 0 | 2 1
T 2.33 434 | 343 0.08 1510 | 14.6 43.8 |
| | 8 799 | ] 127 |
I 2 1 1 3 1 2 |
1 2.34 102 101 1.19 287 17.8 40.7 |
[ | i | 109 152 | | 118 |
| 1 1 1 1 2 | 14
T 2.35 0 76 1.14 149 9,1 | 54.8 |
I | I | 104 79 | | 159 |
[ 2.36 1.00 128 11.6 34.5
| I | I 91 68 | I 100 |
| 0 0 1 1 1 1
1 2.37 1,49 268 14.5 33.8
| | ! | 109 142 | g8 |
0 0 1 1 1 1
2.38 1.19 111 18.8 40,3
| | | 109 59 | | 117 |
0 0 1 1 2 1
2.39 2.58 551 12.9 26.5
| | | | 235 292 | | 77 |
| | 0 0 3 2 1 1
STRUMA | % { |
T3.4 1 58 52 0.56 425 | 18.2 33.8
| | | 51 225 | | 98 |
| | 1 1 1 2 2 1
7327 31 47 0.73 56 12.7 37.9
i { | 67 30 | | 110
| . . 1 1 1 1] 1|
[ 33 65 g8 0 107 0] 32.7
I I I | 0 57 | | 95 |
| 1 1 1 1 1 1
T 3.4 1272 586 0 500 12.8 30.7
| I } 0 265 | | 63 |
3 2 1 2 1 11
3.5 3720 262 0,51 260 48.8 25.8
| ] i | 47 138 | | 75 |
3 1 1 1 3 i
3.6 32 56 0.22 1357 5.7 44.8
| | I I 20 718 | I 130 |
I | 1] 1| 1 3 | 1| 2 |
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| 3.7 80 122 0.29 | 58 | 3.4 | 32.7 |
| 27 | 31 | | 95 |
1 1 1 1 1 1
3.8 84 193 0 555 3.7 24.8
i 0 | 294 | { 72 |
1 1 1 2 1 1
3.9 0 9 0.09 697 14.7 27 .6
] g | 369 | | 80 |
1 1 1 3 1 1
3.10 99 85 1.19 470 17.3 31,0
| 109 249 | 90
1 1 1 2 2 | 1
3.1 45 49 1.27 1474 15.4 34.8
! 116 | 780 | 101 |
1 1 1 3 2 1
3.12 66 57 1.17 663 16.7 19.6
107 | 351 | | 57 |
1 1 1 3 1 1
3.13 90 g1 1.56 289 19.5 19.6
142 | 153 | | 57 |
1 1 2 1 2 1
3.14 162 68 1.04 1360 16.4 36.9
| 95 720 | 107 |
1 1 1 3 1 1
3.15 85 a3 0.95 3527 6.9 51,7
| 87 | 2078 | | 150 |
| 1 1 1 3 1 2
THYREODITIS ! i | |
|
| 4.1 48 58 0.69 52 | 0 36.9
| 63 | 28 | | 107 |
1 1 1 1 1 1
4,2 46 50 1120 0 27.6
i ! 593 | 80 |
1 1 Q0 3 1 1]
4.3 956 194 1.19 810 10.8 34.8 |
| 109 | 429 | ] 101 |
3 1 1 3 | 1 1|
4.4 515 85 1,11 107 | 17.4 40.3 |
| 101 | 57 | | 117 |
2 1 1 1 2 1
4.5 3000 1.02 126 23.3 48.9 |
I 93 | 67 | | 142 |
3 0 1 1 3 2
4.6 1081 129 0.15 10.6 31.7
l 14 | I I 92 |
3 1 1] 0 1 1
4.7 1708 55 0.09 | 1336 11.9 25.8
I 9 | 723 | ! 75
} 3 1 1 3 | 1 ] 1}
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| | | |

CARCINOM f { g }
I 5.1 | ; [ 1.01 137 10.4 | 34.5 |
| | | ] 92 73 I 100 |
| | 1 f 1 1 1] 14
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Tabellen 18: LI TERATURUBERSICHT
A. Thyreoglobulin-(%*2) und mikrosomale{*1) Antik&rper
ALTOR/Jahr Basedow Autonomie Thyreo- | Struma [Sonstiges
iditis
| n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=| n= pos.=
Hornung 1870 91%1| 15% 16 50% 299 3%
/537 91%2| 58% | 16 | 67% 299 {20% | ] i
Pinchera 1977 | Carcinom|
795/ 51 21% | 22 6% | 18 |83% | 66 | 7% | 44 | 2%
Akert 1977 80 60% | 22 | 23% | 51 |82% |109 | 8% 2 [100%
1/ B0 20% | 22 | 13% | 51 |66% 1109 | 6% 2 0%
Mc Gregor 1980 14 92%
178/ | ]
Benker 1983 460 | 57% { {
/10/ 460 | 32%
Dali 1984 62 |67%
725/ 62 |32% | | {
Tajiri 1984 Blutspender 1354(3,7%
7129/ 1354]5,8%
Schneidinger 1985 25 80% 17 20% 33 [84% 55 {13%
/1177 25 20% | 17 | 20% | 33 [45% ] 55 | 2% |
Rusby 1985 51 |23% i
/55/ 51 |10% 1
gesamt 210 | 45% | 515] 54% ] 146]76% |514 | 7%
247 | 34% | 547 39% [164 |50% [580 |20% |
eigene Zahlan 19 63% | 34 | 35% 6 | 0% | 15 | 6% 1] 0%
| 19 a6% | 34 | 23% | 7 [71% )} 15 (13% | 1| 0% |
B, cAMP-Stimulation
AUTOR/Jahr Zellen | Basedow |Autonomie | Thyreo- | Struma |Sonstiges
iditis
n= pos.= n= posS.= n= pPos.=| nN= Pos.={ N= pos.=
Hings 1981 human 25 80%
1527
Stockle 1981 [human 41 100% 18 0%
/1247
Vitti 1983 FRTL 5 | 84 a0% 5 1 o% 7 J42% | 11 [ 0% | 6 0%
/1387 Carcinom
Bidey 1983 human 28 [100% 7 42%| 11 [36% | 14 (64%
/117 | ! } | ] | JExophtalmus)
valente 1983 |FRTL 5 | 20 [100% | 14 20%] | I | I
/1327 | ;
Marcocci 1983[FRTL § [ 19 57% | !
/74 L I R
Madec 1983 human 67 95% | 10 | 10% | 7 0% | 12 | 0% | | 1
! !
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Creagh 1983 |Schwein| 44 | 83% |12} 0% | | | |
1247 | I
Davies 1983 |human 45 1% { I
f2T/
Madec 1984 human 29 96%
/727
Rapoport 1984 human 61 93% 18 22% 12 0%
/1017
wenzel 1684 human 69 80%
147/
van der Gaag |[human 12 91% 20 0%
1985 /134/ i ] i | | | I
C. Adenylatcyclase-Stimulation
AUTOR/Jahr  |Zellen | Basedow Autonomie | Thyreo~ | Struma (Sonstiges]
iditis |
n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=| n= pos.=
Orgiazzi 1876} human 15 60%
791/
Macchia 1981 |human 49 71%
/697
Karlsson 1981 |human 50 82%
/577
8liddal 1982 [human 52 13%
ri12/
Bech 1882 human 22 72%
5/
Macchia 1983 |human S7 88% 15 0%
710/
Hensen 1983 human 42 57%
/507 |
Bliddal 1884 [human I a6 | 32%
/137 |Diabetes m,
Gardas 1984 |human 92 32% I §
732/ |
Hegedis 1984 |human 17 82% i
143/ | | L
TSI gesamt 1940 | 78% 33 | 3% 70 15%] 66 6% | |
| | i |
CEMP St im. human 19 15% | 29 | 7% 6 0% 15 | 6% 1 1 | 0%
cigene Zahlen | | | |
Ac-Stim. human 15 52% 39 15% | 7 4% 15 T13% 1 ] 0%
| | | |

eigeng Zahlen|




D. Thymidineinbau
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AUTOR/Jahr  |Zellen | Basedow |Autonomie | Thyreo— | Struma |Sonstiges

] | | iditis | ]

n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= ?os.z n= pos.=|

Chiovato 1983|Ratte 10 30% 14 { 21%
/19/
Schatz 1983 Schwein| 22 68% 59 7%
/112/ | |
Valente 1983 |FRTL 5 | 28 64% 5 {40% 7 | 28%]
/132,133/ | [ ! | ! r
gesamt | { 60 60% i 5 140% | 80 T1%] i i

i I | |
eigene Zahlen|human | 19 | 36% | 37 | 37% 6 [66% | 75 | 42%] 1 | 0%

I I i ! ! I | | | J l
E. TSH-Rezeptor—Antikirper—Assay
ALITOR/ Jahr Membran| Basedow |Autonomie | Thyreo— | Struma |Sonstiges

iditis |
n= pos.= | n= pos.= | n= pos.=| n= pos.=| n= pos.=

Smith 1974 human 25 88% | 13 | 7% 6 |16%
120/ Carcinom
Gossage 19874 human 6 83% |
/48/
Mukhtar 1975 |human 56 |100% 43 [13% | 25 | 0%
/83/ |
Clague 1976 |human 33 51% !
720/ |
Fenzi 1978 human 15 53% 8 |25% BRE 9%
/39/ ] | | {Carcinom
Strakosch human 15 93% | Diabetes m. 1 [100%
1978 /125/ | M. Addison 1 |100%
Endo 1978 human 27 60% 20 [10% ]
736/ | |
Wigar 1978 human 26 76% i7 24% 13 {38% } ! ]
/1417
Kuzuya 1979 human 16 63%
/657
Ozawa 19879 human 17 68% 14 0%
/927 ] | ! |
Docter 1980 | human 24 ] 63% | [ |
/297
Finke 1981 human 69 72%
/417
Macchia 1981 |human 49 43% 16 |25%
169/ | i | | | |
wall 1982 {human | 15 86% 15 [33% 1 ] I

/1437 |
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Becker 1983/ |TRAK © | 37 | 70% | 32 | 0% | 19 | 5% | | | | |
1984 /6,7/ f
Schleusener |human 42 1 71%
1983 /116/
Creagh 1883 [TRAK ¢ | 60 ]100% 137 0% [ 131 0%
s24/ |
Reinwein 1983|TRAK ° [751 61% |
7103/
Schicha 1983 |TRAK ° | 54 76% | 33 | 7% 85 | 9%
/113/ | |
Nordmeyer TRAK ° | 22 95% | 10 | O% 17 {17% b |
1683 785/
Hirmann 1983 |[TRAK ° 33 87% 35 9% 113 {18% 67 {16%
547 Carcinom
Nitz 1883 TRAK © | BO 87% { 25 | 0% 10 [10% R
/877
Schatz 1983 JTRAK ° | 93 33% | 30 | 0% 107 | 3% |
/1117 i
Schifferdecker TRAK® | 15 93% | 14 | 0%
1983 /1147
Becker 1983 TRAK @ 37 70% 41 0%
/6, 7, B/ |
Ginsberg 1983 |human | 6 [100%
745/ |
Hensen 1984 |TRAK ° | 42 71%
751/
Southgate human 107 74% 10 0% 12 0%
1584 /123/ i |
Bliddal 1984 |[human 46 [21% |
/137 Diabetes m.
Gardas 1984 human 92 62% | 1
742/
Hagediis 1984 |human 17 B8%
743/ |
Schneidinger [TRAK © | 25 72% | 20 | 5% 33 [15% [ 55 [4%
1985 7117/ | | |
Shinozawa Meer— 21 [100% 23 {13% |Lupus eryth. 6|50%
1936 7119/  |schwein]| | | | | | IRheumat.Arth10|30% |
| | Diabetes m. 2 |100%]
gesamt 1927 | 67% 262 | 5% |269 [14% 4309 [7% | [ [
~ I | | I | l
eijzene Zahlen|TRAK ¢© 19 ] 63% 39 23% | 7 28% | 15 133% [ 1 | 0%
I I | I

I | | I I l
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