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Zusammenfassung: Die vorliegende Arbeit berichtet iiber die Ergebnisse einer Erprobung eines heterogenen Enzym.-
immunoassays in 5ntik61perbeschicht,eten Rohrchen zur Bestimmung von Triiodthyronin durch eine Gruppe von

11 Laboratorien. Die Testdurchfilhrung entspricht der des seit einiger Zeit eingefiihrten heterologen Thyroxin-Enzymr
immunoassay.

Die Erprobung zeigte, daf '

1. die Spezifitit des Tests sowie dessen Mefibereich von 0,46 bis 9,2 nmol/l den diagnostischen Anforderungen ent-
spricht,

2. die ermittelten Prizisionen in der Serie und von Serie zu Serie in der fiir Radioimmunoassays iiblichen Grofien-
ordnung l‘iégen,. o

3. die Wiederfindung von zugesetzter Reinsubstanz zwischen 90 und 103 % betrigt,
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4. die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit selbst aufgebauten Radioimmunoassays gut und mit kommerziellen RIAs

ausreichend ist,

5. keine Beeintrachtigung der Ts-Bestimmung durch Hyperbilirubindmie und hohe Gallensdurekonzentrationen erfolgt,
jedoch bei starker Himolyse und Lipamie eine Storung auftreten kann.

Der wesentliche Vorteil des T3-Enzymimmunoassays gegeniiber den Radioimmunoassays liegt im Wegfall der fiir den
Umgang mit radioaktiven Substanzen erforderlichen Genehmigungen und Einschrinkungen.

Determination of triiodothyronine in serum with a heterologous enzyme immunoassay: Results of a group survey

Summary: This paper summarises the results of the evaluation of a heterologous enzyme immunoassay in antibody
coated tubes for the determination of triiodothyronine (T3) by a group of 11 laboratories. The assay procedure is
analogous to an established heterologous thyroxine enzyme immunoassay.

The evaluation demonstrated that

1. the specificity of the assay and its analytical range between 0.46 and 9.2 nmol/l meet diagnostic requirements,

2. the intra- and interassay precision was in accordance with that commonly found in radio immunoassays,

3. the recovery of added T3 was between 90 and 103%,

4. the results agreed well with those of self-established radio immunoassays and were comparable with commercial

RIA kits,

5. there was no interference by hyperbilirubinaemia or by high concentrations of bile acids, but interference can

occur in very haemolytic and lipaemic samples.

The great advantage of T3 enzyme immunoassays lies in the absence of restrictions and any authorization needed for

working with radioactive substances.

Einleitung

Enzymimmunoassays haben inzwischen zunehmend
Verbreitung gefunden, weil sie mit den in klinisch-
chemischen Laboratorien iiblichen Geriten durchfihr-
bar sind, die Reagenzien wesentlich linger haltbar sind
und durch den Wegfall radioaktiver Isotope Auflagen
fiir deren Umgang und Beseitigung fehlen. Die Bestim-
mung der Schilddriissenhormone gehort zweifellos zu
den am hiufigsten durchgefiihrten Hormonunter-
suchungen. Sowohl homologe als auch heterologe
Enzymimmunoassays zur Thyroxin (T, )-Bestimmung
sind beschrieben (1,2) und seit einiger Zeit auf dem
Markt. Desweiteren ist ein heterologer Enzymimmuno-
assay zur Bestimmung der Thyroxinbindungskapazitit
(TBI) kommerziell erhiltlich. Diese Tests haben sich in
der Praxis bereits bewihrt (3,4).

In neuerer Zeit kamen heterogene Enzymimmuno-
assays fiir Thyrotropin (TSH) (5) und Triiodthyronin
(T3) (2, 6) hinzu, wovon jetzt ein T3-Enzymimmuno-
assay (T3-ELISA")) in antikérperbeschichteten Rohr-
chen kommerziell zuginglich ist?).

Diese Arbeit berichtet iiber die Ergebnisse einer Erpro-
bung dieses T3-ELISA durch eine Gruppe von Labora-
torien mit verschiedener apparativer Ausstattung und

1) ELISA: enzyme linked immunosorbent assay, hcterogencr
Enzymimmunoassay.
2) Enzymun-Test® T;, Fa. Boehringer Mannheim.

unterschiedlicher Erfahrung im Umgang mit Enzym-
immunoassays.

Material und Methoden

Prinzip der T3-Bestimmung

Der von Kleinhammer et al. (2, 7) beschriebene Test beruht auf
der von Catt & Tregear (8) eingefiihrten Technik in antikorper-
beschichteten Rohrchen. Das bei Radioimmunoassays zur Ty-
Bestimmung iibliche 1251 als Markierungsmittel ist hier durch
das Indikatorenzym Meerrettich-Peroxidase (EC 1.11.1.7)
ersetzt.

Der Test wird in der gleichen Weise wie der bereits seit einiger
Zeit eingefiihrte T4-ELISA durchgefiihrt und umfait folgende
Teilschritte:

1. Trennung des Triiodthyronins von den Trigerproteinen im
Serum durch Inkubation mit 8-Anilino-1-naphthalinsulfon-
sdure in Barbituratpuffer. Im ersten Inkubationsschritt kon-
kurrieren Serum-Ty und Peroxidase-markiertes T3 um die vor-
gegebene, an die Rohrchenwand gebundene Menge an Anti-
korpern.

2. Abtrennung von ungebundenem T3 und T3-Peroxidase-
Konjugat durch Absaugen des Inkubationsgemisches mit an-
schliefendem Waschschritt.

3. Im zweiten Inkubationsschritt (Indikatorreaktion) entsteht
nach Zusatz von Substrat (H,0) und Chromogen (ABTS)?)
ein Farbstoff, dessen Konzentration der an der R6hrchenwand
gebundenen Enzymaktivitit entspricht.

4. Photometrische Messung nach 45—60 Minuten bei 405 nm.

Tabelle 1 enthilt die Konzentratnonen der rekonstituierten Test-
reagenz:en

32,2 -Azmo-dl-]3-ethyl-benzthlazolm-sulfonsaure(G)]-dlam~
moniumsalz.

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 19,1981 / No. 9
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Tab. 1. Konzentrationen der gebrauchsfertigen Ldsungen.

1. Bindungsreaktion

Natriumbarbituratpuffer 120  mmol/l
Natriumphosphatpuffer, pH 8,6 17,6 mmol/l
Rinderserumalbumin 2,0 g/l

8-Anilino-1-naphthalinsulfonsiure

> 1,27 mmol/l
Ts-Peroxidase-Konjugat

etwa 12 U/I
2. Standards
Triiodthyronin in Humanserum 0-9,22 nmol/l

3. Indikatorreaktion

Natriumphosphat/-citratpuffer, pHS 100  mmol/l
Natriumperborat 1,47 mmol/l
ABTS?) 9,1 mmol/l

Die einzelnen Teilnehmer werden im folgenden durch die Kenn-
buchstaben A bis K bezeichnet. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht
iber die von den Erprobern verwendeten Dosier- und Mefgerite.
Die klinischen Untersuchungsproben (Humanseren) stammten

aus den Routinelaboratorien der jeweiligen Erprober. Fiir die
Ermittlung der Prizision von Serie zu Serie wurde vom Her-
steller ein Kontrollserum bereitgestellt.

Abweichend vom Erprobungsprotokoll fiihrte ein Teilnehmer ein
Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von Natriumazid

durch (9).

Die bis Dezember 1979 abgeschlossenen Versuche wurden mit

einer einheitlichen Produktionscharge des T3-ELISA durchge-

filhrt, die noch nicht fir den allgemeinen Verkauf bestimmt war.

Der Test ist nach Auskunft des Herstellers identisch mit dem
inzwischen im Handel befindlichen Test. Neben selbst aufge-
bauten Radiéimmunoassays (10, 11, 12) wurden Assays der
folgenden Hersteller verwendet: Abott, Amersham Buchler,

Behring-Werke, Byk-Mallinckrodt, Coming und Henning.

Tab. 2. Fiir den Test verwendete Instrumentierungen.

Photometer

Labor Pipettiersystem

A Digital Dilutor, PMC Automatic Riele
Hamilton

B manuell Eppendorf Digital 6115
(Eppendorf Pipétten) Mikrokiivette

C manuell Eppendorf Digital 6115
(Eppendorf Pipetten) Absaugkiivette
Dispensor (Labora)

D Dispensor Vitatron DPC 100*
(Labora, Hamilton,
General Diagnostic)

E manuell Eppendorf 1001 M
(Eppendorf Pipetten) Absaugkiivette

F Pipettor (Oxford) Zeiss PM 2
Seripettor (Labora)

G manuell Eppendorf 1101 M
(fippendorf Pipetten) Absaugkiivette

H Dilutor Eppendorf Digital 6115
(H&milton) Absaugkiivette

I Dilutor Eppendorf 1101 M
(Eppendorf) Absaugkiivette

J Dilutor Eppendorf Digital 6115
(Micromedic)

K manuell Eppendorf 1101 M
(Eppendorf Pipettcn) Absaugkiivette

Anmerkung: Die Auflistung der MeBesgebnisse ist nicht identisch

mit der alphabetischen Reihenfolge der Teilnehmer.
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Statistische Methoden

1. Vorzeichentest nach Dixon & Mood (13).
2. Bivariate Regressionsanalyse (14).

Ergebnisse
Mefibereich und Bezugskurve

Abbildung 1 zeigt eine typische Bezugskurve ohne Koor-
dinatentransformation. Eingetragen sind die Mittelwerte
der Standards aus 10-facher Bestimmung.

Die untere Nachweisgrenze wurde berechnet aus der
Summe der mittleren Absorption des Tj-freien Standards
und seiner 3-fachen Standardabweichung (15). Dieser un-
terste, von Null signifikant zu unterscheidende Wert liegt
danach bei 0,46 nmol/l.

Prizision

Die Prizision in der Serie wurde mit nativen Human-
sammelseren im mittleren (1,5—3 nmol/l) und hohen
(> 4 nmol/l) Konzentrationsbereich in verschiedenen
Mef3serien bestimmt.

Tabelle 3 zeigt die ermittelten Prizisionen in der Serie
fiir T3 im mittleren Konzentrationsbereich. Bei Dreifach-
analysen betrigt der Variationskoeffizient (VK) minimal
3,3 und maximal 11,9%. Bei Doppelanalysen schwanken
die VK von 4,1 bis 12,1%.

Ausreichend Probenmaterial mit hohen T3-Konzentra-
tionen zur Prézisionsbestimmung stand nur drei Erpro-
bern zur Verfiigung. Die dabei ermittelten VK fiir Drei-
fachanalysen (Tab. 4) reichten von 2,9 bis 5,4%, bei
Doppelbestimmungen von 3,6 bis 6,6 %. Die Erprobung

Abb. 1. Beispiel einer Bezugskurve. Eingetragen sind die Mittel-

werte der Standards aus 10-facher Bestimmung.
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Tab. 3. Prizision in der Seric. Humanseren mit T im Bercich
von 1,5~2,9 nmol/l.

Tab. . Prizision von Tag zu Tag. Wiederfindung mit Kontroll-
seren (1,57 + 0,23 nmol/l T3).

Labor 3-fach N=20 2-fach N=20 Labor X s VK N
3 . VK % s VK (nmoli/l) (nmol/l) (%) (3-fach)
(nmolft) (nmol/l) (%) (nmol/l) (nmol/l) (%) A 1,58 018 11,7 14
A 261 o1l 42 260 020 78 B e Yy 192 2
B 2,86 0,17 5.8 2,86 0,18 6,4 D 170 O,ll 61 10
C 1,80 0,06 3,3 1,79 0,08 4,1 E 1’52 0’14 9’0 5
2,37 0,09 3,9 235 0,11 4,2 F 1,89 0,08 3’7 5
D 2,04 0,12 57 203 0,11 3§ I'ss 014 24 3
F 2,41 0,14 58 241 0,17 7,3 H 1’51 0’11 7’5 7
G 2,73 0,32 11,9 2,72 0,31 11,2 1 1’70 0"14 8,3 4
H* 1,54 0,14 9,5 1,51 0,18 12,1 ’ oY '
J 1,64 0,15 9,3 8
I 1,90 0,17 9,2 1,90 0,12 6,3 X 181 011 56 5
J* 1,69 0,06 3,9 : ’ ’
* N = 10.
Tab. 4. Prézision in der Serie. Humanseren mit T3 > 4,0 rimol/l. Tab. 6. Wiederfindung von L-Trijodthyronin.
Labor 3-fach N=20 2-fach N=20 T3, zugesetzt Ts, gefunden Wicderfindung
3 s VK X s VK zu T;-freiem Serum
(nmolfl) (nmol/l) (%)  (amol/l) (amolf) (%)  (amol/) _ (nmol/l) .
0,76 0,69 . 90,7
A 4,29 0,23 5,4 4,33 0,29 6,6 1,53 1,58 103
B 6,64 0,18 2,9 6,64 0,23 3,6 3,07 2,98 97
E 5,09 0,15 3,1 5,18 0,29 5,7 6,14 6,22 101
7,68 152 97,9
zeigte, dal Anwender mit lingerer Erfahrung in der Methodenvergleich

Durchfiihrung von Enzymimmunoassays bessere Prizi-
sionen erzielten und bei Erprobern ohne entsprechende
Praxis ein deutlicher Lerneffekt wihrend der Erprobung
zu beobachten war.

Die Prizision von Tag zu Tag wurde mit einer einheit-
lichen Kontrollprobe an mindestens 5 Tagen in Drei-
fachanalysen bestimmt (Tab. 5). Die Mittelwerte reich-
ten von 1,51 bis 1,89 nmol/l, die Variationskoeffizienten
von 3,7 bis 11,7%. Die Streuung der von den einzelnén
Laboratorien gefundenen Werte des Kontrollserums
betrug 7,35% bei einem gefundenen Mittelwert von

x = 1,65 nmol/l und einer Standardabweichung von
0,12 nmol/l.

Richtigkeit

Wegen des Fehlens einer anerkannten Referenzmethode
kann die Richtigkeit der T;-Bestimmungsmethoden nur
bedingt angegeben werden.

Ein Teilnehmer fithrte Zusatz-Versuche zu'Tj-freiem
Serum an 4 verschiedenen Tagen durch und fand dabei
90—-103% der Einwaage wieder (Tab. 6).

Die gemessenen Ts-Konzentrationen von verschiedenen
Verdiinnungsstufen eines Patientenserums mit extrem
hohen T3-Werten zwischen 25 und 28 nmol/l lagen alle
auf einer Geraden mit einem linearen Korrelationskoef-
fizienten von 0,992. Verdiinnt wurde mit einem Serum
mit 0,9 nmol/l. K

Der T3-Enzymimmunoassay wurde von 3 Erprobern mit
selbst aufgebauten Radioimmunoassays (10, 11, 12) ver-
glichen. 7 Erprober verwendeten 6 verschiedene, kom-
merziell erhiltliche Radioimmunoassays.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung sind in
Tabelle 7 zusammengefafit. Die Abbildung 2 zeigt repri-
sentativ den Vergleich des T3-Enzymimmunoassays mit
einem selbst entwickelten Radioimmunoassay.

Tab. 7. Methodenvergleich T3-ELISA (Boehringer Mannheim)
mit Radioimmunoassays (y = RIA; x = ELISA).

La- Radioimmuno-

Wert- Steigung und Vor-
bor assay paare Achsenabschnitt der zeichen-
bivariaten test der
Regressionsgeraden Paar-
diffe-
renzen
n a b p Signi-
(nmol/ fikanz
]
A  eigene Methode 72 0,067 0,989 =0.05 NS
B  Byk-Mallinckrodt 80 0,472 1,158 <0,01
B Henning 83 0,178 0,975 <001
C  Corning 45 0,080 0,918 0 NS
D eigene Methode 78 0,104 0,978 >0,05 NS
E Corning 67 0,356 1,041 <0,01
F  Amersham-Buchler 67 -0,224 1,339 .>0,05 NS
G Corning 38 0,255 0,986 <0,01
H eigene Methode 87 -0,036 1,012 >0,05 NS
I Behring 112 0,054 0,846 <0,01
I Byk-Mallinckrodt 112 0,110 1,154, <0,01

J. Clin. Chem. Clin. Biochem. / Vol. 19, 1981 / No. 9
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Abb. 2. Methodenvergleich Radioimmunoassay (eigene Methode,
Teilnehmer H) mit dem Enzymimmunoassay n = 87,
CELISA = 2,43 nmol/l, crya = 2,42 nmol/l, p > 0,05.

Interferenzen

Himolyse

Von einer Blutprobe wurde Serum gewonnen, der andere
Teil himolysiert und in verschiedenen Konzentrationen
dem Serum zugesetzt. Abbildung 3 zeigt eine Verminde-
rung der gemessenen T3-Konzentrationen bei starker
Hémolyse.

Hyperbilirubinimie

Ein Teilnehmer fand bei Patientenseren mit Bilirubin-
konzentrationen von 25 bis 800 umol/l keinen Unter-
schied zwischen den enzymimmunologisch und den

mit einem eigenen Radioimmunoassay ermittelten T;-
Werten (16):

Gallensiuren

Zu normalen Patientenseren wurden Chenodesoxylitho-
cholsiure und Ursocholsiure?®) in Konzentrationen bis

K]
S
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E
=
"
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Abb. 3. Abhingigkeit der mit dem Enzymimmunoassay gemes-
sencn T3-Konzentrationen von zugesetztem Hémo-
glo’bin«.

4) Fiir dié Uberlassung der Gallensduren danken wir der Fa.
Diamait AG, Werk Pharmazell, D-8201 Raubling.
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zu 300 umol/l zugesetzt. Die gemessenen T3-Konzen-
trationen waren 1,8 nmol/l im Nativserum, nach Zugabe
von Gallensiuren lagen die T3-Konzentrationen im Be-
reich zwischen 1,5 und 1,7 nmol/l.

Hyperlipidimie

Ein Erprober fand bei lipimischen Seren mit einem Tri-
glyceridgehalt bis zu 70 mmol/l keinen signifikanten
Unterschied der T3-Konzentrationen im Vergleich zum
RIA. Drei andere Erprober fanden bei lipimischen Seren
zum Teil voneinander abweichende Ergebnisse zwischen
verschiedenen RIA’s und dem T3-ELISA. Die Zahl der
untersuchten Proben reichte jedoch fiir eine statistisch
gesicherte Aussage nicht aus.

Arzneimittel

Bei 39 hdufig verwendeten Pharmaka konnte nach An-
gaben des Herstellers mit doppelt toxischen Dosen in
vitro keine Beeinflussung der Ergebnisse festgestellt
werden.

Einfluf} der Konzentration von Thyroxin-
bindendem Globulin (TBG)

Zwei Teilnehmer verglichen in Schwangerenseren die
enzymimmunologisch mit den radioimmunologisch be-
stimmten T3-Werten. Ein Vergleich mit 25 Schwangeren-
seren (TBG zwischen 7,8 und 40 mg/1) ergab keinen
signifikanten Unterschied zwischen ELISA und einem
eigenen RIA (Doppelantikorpertechnik, Thiomersal zur

. Verdringung des T; von den Bindungsproteinen im

Serum). Die Verteilung der gefundenen Werte zeigt
Abbildung 4. .

sk
~6r
=
o
153
E 4+
- ° °
. ° o ° H
o @ -
2 - o. (-] ° %Q. %o
% 28 %% o
%o.".l o s
1 ] 1 i
0 10 20 30 40
186 [mg/1)

Abb. 4. Abhingigkeit der T3-Konzentration von der Konzentra-
tion von Thyroxin-bindendem Globulin (TBG).
Gefiillte Kreise: radioimmunologisch gemicssene Ts-
Wertc.

Offenc Kreisc: enzymimmunologisch gemessene T;-
Wertc.
Teilnehmer H, n = 4S.
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Beim Vergleich mit 2 kommerziellen RIA’s fanden sich
bei 15 Schwangerenseren (TBG zwischen 25,4 und 60,2
mg/l) in einem Assay keine unterschiedlichen Werte. Der
zweite Radioimmunoassay brachte jedoch durchgehend
wesentlich niedrigere T3-Werte als der Enzymimmuno-
assay. Dieser Radioimmunoassay liefert offenbar bei
hohen TBG-Konzentrationen zu niedrige Werte, da

beim Vergleich von Seren mit normalen TBG-Konzen-
trationen keine Unterschiede auftraten.

Ausfithrliche Erorterungen zur Problematik des Einflus-
ses von TBG auf die T5-Bestimmung finden sich bei
Horn (17).

Diskussion
Spezifitit

Die Eigenschaften des verwendeten Antikorpers sind nach
Angaben des Reagenzienherstellers in Tabelle 8 wieder-
gegeben. Eine Beeinflussung der im Patientenserum
gemessenen Ts-Konzentrationen durch Iod-Thyronine
oder Iod-Tyrosine ist vernachlissigbar. Abb. 5 zeigt die
Kreuzreaktion mit L-Thyroxin.

Nachweisgrenze und Mefibereich

Der Mef8bereich von 0,46—9,2 nmol/l entspricht den
diagnostischen Anforderungen. Eine Ausweitung unter
den experimentell ermittelten Grenzbereich ist nicht
notwendig, da die Bedeutung der T5-Bestimmung in
erster Linie in der Erkennung von Patienten mit T;-
Hyperthyreose liegt und T;-Konzentrationen keine
wesentlichen Informationen beim Nachweis oder Aus-

Tab. 8. Eigenschaften des T3-Antikorpers nach Angaben des

Herstellers.

Tierspezies: Schaf

Bindungskapazitit: 284 fmol bzw. 250 pg T3/
Réhrchen

Effektive Bindungskonstante: 4,5 - 10° 1/mol

Spezifitit: .

Kreuzreaktion erforderliche  Richtwerte
in% Konzentra- im Serum

tionen bzw. therapeut.
(nmol/l) Konzentration
um 2,7 nmol/l  (nmol/l)
T, vorzu-
tdauschen

L-Triiod- 100 2,7 1,1- 25 .

thyronin

D-Triiod- 3,6 69 nicht bekannt

thyronin

L-Thyroxin 0,02 1737 51 -148

D-Thyroxin 0,13 174 nicht bekannt

3,5-Diiod-L- nicht mefibar  » 2300 20-

tyrosin

3-Monoiod- nicht meibar  » 300 40

L-tyrosin .

Reverse-T3 nicht meffbar » 150 03- 24

L-Tetraiod- 0,15 1470 1.0- 3,8

thyroacetat

1,00
080

T4,

o
o
=

L L L L
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Abb. 5. Kreuzreaktion zwischen Triiodthyronin und Thyroxin.

schluf einer Hypothyreose liefern (18). Erniedrigte,
jedoch noch iiber der unteren Nachweisgrenze liegende
T;-Konzentrationen bei klinisch euthyreoten Patienten
konnen bei dekompensierter Lebercirrhose (19),
schweren Allgemeinerkrankungen, bei Fasten und
Proteinmangelernihrung (20) sowie physiologisch bei
Neugeborenen und im hoheren Lebensalter auftreten.

Prizision

Die ermittelten Prizisionen in der Seri¢ (Tab. 3 und 4)
und von Serie zu Serie (Tab. 5) liegen in der fiir Radio-
immunoassays iiblichen Gréfenordnung. In zwei 1977
(21) bzw. 1978 (22) veroffentlichten Ubersichten iiber
kommerzielle Radioimmunoassays werden insgesamt 54
Tests zur Bestimmung von T aufgefiihrt. Die Extrem-
werte fiir die Prizision in der Serie werden von 1,8 bis
10,9% angegeben, fiir die Prizision von Tag zu Tag mit
2,9 bis 15%.

Die. Erprobung zeigte, dafl eine Verbesserung der Prizi-
sion einerseits durch zunehmende Erfahrung im Umgang
mit Enzymimmunoassays und andererseits durch Ver-
wendung von qualitativ hochwertigen Pipettierhilfen
bzw. durch Mechanisierung erreicht werden kann.
Auflerdem sollte nach Absaugen der Inkubationsldsung
die Zugabe von Indikatorreagenz umgehend erfolgen,
damit die gebundene Enzymaktivitit nicht durch
Trocknen geschidigt wird.

Das von einem Erprober durchgefiihrte Abstoppen der
Farbreaktion mit Natriumazid war ohne Einfluf auf die
Prizision. Der Vorteil liegt in der Moglichkeit, die photo-
metrische Messung nach dem Abstoppen unterbrechen
zu konnen, nachteilig ist jedoch der zusitzliche Pipettier-
schritt. Nach allgemeiner Ubereinstimmung sollten Stan-
dard- und Patientenproben auf jeden Fall in Doppel-
bestimmungen untersucht werden.

Richtigkeit

Die Uberpriifung der Richtigkeit einer neu eingefiihrten
Methode durch Vergleich mit einer bestehenden Methode
ist nur dann aussagekriftig, wenn die Vergleichsmethode
auch tatsichlich ,,wahre Werte* liefert. Da es jedoch fiir
die Bestimmung von Schilddriisénhormonen bisher keine
anerkannte Referenzmethode gibt, ist eing Aussage iiber
die Richtigkeit durch Methodenvergléich derzeit nur
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bedingt moglich. Wiederfindungsversuche erlauben eine
Abschitzung der Richtigkeit durch Angabe der Abwei-
chung vom erwarteten Wert. Die mit dem T3-ELISA
gefundenen Ergebnisse entsprechen den fiir immuno-
logische Tests iiblichen Werten. Die Ergebnisse von Ver-
diinnungsversuchen zeigen, dal der T5-ELISA-Test in
sich richtig ist. Von den Testherstellern ist zu fordern,
daf} die einmal gewihlte Standardisierung gleichbleibt,
um so die Kontinuitdt der Mefiwerte zu gewihrleisten.

Vergleichbarkeit

Die T3-Bestimmung wird bis heute radioimmunologisch
durchgefiihrt. Anhand von Patientenseren und einem
Kontrollserum sollte untersucht werden, inwieweit mit
dem neuen Enzymimmunoassay fiir T; vergleichbare Er-
gebnisse gegeniiber den iiblichen Radioimmunoassays zu
erzielen sind. Beiden Verfahren, dem Enzymimmuno-
assay, wie dem Radioimmunoassay, liegt das gleiche
analytische Prinzip zugrunde.

Die Problematik der immunologischen Bestimmung von
Triiodthyronin im Serum ergibt sich aus der hohen
Bindung an Plasmaproteine und der im Vergleich zu T,
ca. 60-fach niedrigeren Konzentrationen. Die Ergebnisse
von Ringversuchen (23, 24) zeigen besonders deutlich
diese Schwierigkeiten.

Zusitzlich wird der Methodenvergleich dutch die un-
gleichmifige Verteilung der Analytkonzentrationen
iiber den Mefibereich erschwert. Die Mehrzahl der Pro-
ben enthielt T3-Konzentrationen zwischen 1,0 und 2,5
nmol/l, bei einem Mefbereich von 0,46 bis 9,2 nmol/l.
Zwei der 11 Teilnehmer hatten eine relativ gleichmifige
Verteilung der T3-Konzentrationen in den klinischen
Proben zur Verfiigung. Sie fanden auch die beste Uber-
einstimmung der enzymimmunologisch gemessenen
T3-Konzentrationen mit ihren eigenen RIA-Methoden.
Ein Beispiel davon zeigt die Abbildung 2.

Nahezu durchgehend hohere T3-Werte im Vergleich zum
Enzymi.rnmunbassay wurden nur bei einem der 6 kom-
merziellen Radioimmunoassays gemessen. Die Mefwerte
dieses Assays lagen auch im Vergleich zu zwei anderen
Radioimmunoassays signifikant hoher.

Alle iibrigen untersuchten Radioimmunoassays zeigten
eine Ubereinstimmung mit den Mefiwerten des T-
Enzymimmunoassays im Bereich der fiir solche immuno-
logischén Tests bekannten Toleranzen.

Interferenzen

Da Natriumazid die Farbentwicklung in allen mit Per-
oxidase markierten Enzymimmunbestimmungen bei
Benutzung von ABTS als Protonendonator inhibiert,
diirfen Natriumazid-haltige Kontrollseren aus diesem
Grund nicht verwendet werden.
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Im Gegensatz zum T4-ELISA wird die T;-Bestimmung
iiberraschend durch starke Himolyse deutlich gestort.
Der Grund fiir diese Stérung ist bisher unbekannt. Bei

leichter Hamolyse kann dieser Effekt vernachlissigt
werden.

Eine St6rung durch Hyperbilirubinimie ist aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse nicht anzunehmen. Es existieren
Hinweise (25), daB bei ikterischen Erkrankungen falsche
Ergebnisse erzielt werden, die nicht auf die hohen Bili-
rubinkonzentrationen selbst zuriickzufiihren sind. Des-
halb wurde auch der Einflu von Gallensiuren, die bei
obstruktiven Lebererkrankungen erhoht sind und még-
licherweise aufgrund ihrer Detergentien-Eigenschaft
eine Stérung der Antigen-Antikrper-Reaktion oder der
Enzym-Reaktion verursachen, iiberpriift. Die Zugabe
von hohen Konzentrationen an Ursocholsiure und
Chenodesoxylithocholsiure fiihrte jedoch zu keiner
deutlichen Beeintrichtigung der T5-Bestimmung.

Lipdmische Seren sollten nicht zur T3-Bestimmung ver-
wendet werden, da der Einfluf der Hyperlipidiamie bis-
her noch nicht eindeutig geklirt ist. Ebenso wie der
Radioimmunoassay kann selbstverstindlich auch der
Enzymimmunoassay durch Antikérper gegen Schild-
driisenhormone gestort werden (26).

Praktik abilitiat

Genauso wie beim identisch aufgebauten T,-ELISA sind
nach Angaben des Herstellers alle Reagenzien bei geschlos-
sener Packung und Lagerung im Kiihlschrank (2—8 °C)
etwa 1 Jahr haltbar. Die Haltbarkeit ist somit wesentlich
linger als diejenige von !25I-markierten Radioimmuno-
assays. Mit den Reagenzien einer Packung sind etwa

3 Ansitze im Zeitraum bis zu 4 Wochen maglich. Die In-
kubationslésung muf taglich frisch angesetzt und darf
nicht eingefroren werden.

Aufler einem Kiihischrank wird an apparativer Ausstat-
tung ein leistungsfihiges Photometer, am besten mit
Absaugkiivette und Drucker benétigt. Ebenso ist die
Verwendung eines prizisen Pipettiersystems hilfreich.
Damit kann bei entsprechender Ubung in sehr kurzen
Zeitabstinden (z. B. 10 s) pipettiert und gemessen
werden. Bei Photometern, deren Bedienung mehrere
Handgriffe erfordert, kann man entweder die Pipettier-
intervalle verlingern oder die Enzymreaktion mit
Natriumazid abstoppen und ohne Zeitdruck messen.
Des weiteren ist eine vollmechanisierte Durchfiihrung
des T5-ELISA méglich, die die Prizision steigern kann.

Die Auswertung der nichtlinearen Bezugskurve kann
entweder manuell oder rechnerunterstiitzt erfolgen.
Verschiedene mathematische Verfahren zur Kurven-
anpassung (27, 28) wurden verwendet und haben sich
als leistungsfihig erwiesen. Unterschiedliche Ergebnisse
sind dabei im wesentlichen nicht zu erwarten.
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Der Zeitaufwand bei manueller Technik ist dem Ty4-
ELISA vergleichbar und betrdgt von der Serumgewin-
nung bis zum Ergebnis weniger als 6 Stunden. Damit
liegt man in der Gréf3enordnung von vollmechanisierten
T3-RIA-Automaten und unter den iiblichen manuellen
Radioimmunoassays.

Bei gleicher Leistungsfihigkeit zeigt der T3-ELISA
gegeniiber dem RIA den klaren Vorteil, daB} nicht mit
radioaktivem Material gearbeitet werden muf3. Damit
entfallen alle fiir den Umgang mit radioaktiven Sub-
stanzen erforderlichen Genehmigungen und Einschrin-
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