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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Das Melanoma Inhibitory Activity Protein

Melanoma Inhibitory Activity (MIA) ist ein Protein das erstmals aus Uberstanden der
malignen Melanom Zelllinie HTZ 19-dM isoliert wurde [1-3]. Es hat eine Masse von
11 Kilodalton [2] und besteht aus 107 Aminosauren als ausgereiftes Protein [3].
Anfangs wurden dem MIA Protein hemmende Eigenschaften auf das Melanom
Wachstum zugeschrieben [2,3]. Allerdings zeigten mehrere nachfolgende Studien
gegenteilige Ergebnisse, wonach MIA zur Progression, Ausbreitung und
Metastasierung des malignen Melanoms beitrage [4-8].

Bereits 1997 wurde eine Studie zum klinischen Nutzen der Serum MIA
Konzentrationsbestimmung veroéffentlicht, in der von 50 Melanom Patientinnen im
American Joint Committee on Cancer (AJCC) Stadium Ill und Stadium IV alle eine
erhéhte MIA Konzentration aufwiesen [9]. Allerdings lagen nur bei 13 % der Stadium |
und 23 % der Stadium Il Patientinnen erhéhte MIA Konzentrationen vor [9].
Dementsprechend wurde MIA als neuer diagnostischer Serum Marker des malignen
Melanoms vorgeschlagen [9]. Auch nachfolgende Studien beschrieben signifikant
hohere MIA Konzentrationen bei Personen mit Lymphknotenmetastasen eines
Melanoms  [10,11], sowie ansteigende MIA  Konzentrationen  durch
Erkrankungsprogress eines metastasierten malignen Melanoms [12]. Auch bei
Personen mit Aderhautmelanom wurde MIA als vielversprechender Marker zur
Erkennung einer Metastasierung beschrieben [13-16]. Zudem kdnne MIA potentiell
auch zur Beurteilung eines Therapieansprechens verwendet werden [9,17-21].
Neben dem MIA Protein, das derzeit laut Melanom Leitlinie nicht standardmafig
bestimmt wird, hat sich als Tumormarker des Melanoms routinemafig die Bestimmung
des Proteins S100B etabliert [22]. Eine potentielle diagnostische Uberlegenheit eines
der beiden Tumormarker gegeniber dem anderen wurde mehrfach und teilweise
kontrovers diskutiert [18,23—-26]. Beispielsweise fanden Juergensen et al. (2001) fur
Melanom Patientinnen eine Sensitivitdt der Serum MIA Konzentrationsbestimmung
von 77,7% (AJCC Stadiumlll) und 84,1% (Stadium IV), wohingegen der
Tumormarker S100B eine Sensitivitdt von 55,5% (Stadiumlll) und 73,9 %
(Stadium V) aufwies [18]. In der genannten Arbeit lag die Spezifitat von MIA bei
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81,7 % und von S100B bei 80,3 % [18]. Garbe et al. (2003) berechneten anhand von
klinisch tumorfreien Melanom Patientinnen im AJCC Stadium Il oder IIl bezuglich
Entdeckung neuer Metastasen eine Sensitivitat von 29 % fir S100B und 22 % fur MIA,
sowie eine Spezifitdt von 97 % fur MIA und 93 % fur S100B [23]. Eine andere Studie
berechneten bei AJCC Stadium | und Il Melanom Patientinnen die Sensitivitat der MIA
Konzentrationsmessung fir das Erkennen eines Rezidivs wahrend der
routineméanigen Nachsorge mit 67,6 % (Stadium I) und 65,6 % (Stadium Il) [27]. Die
Spezifitat bezogen auf Rezidivfreiheit lag in dieser Studie bei 76,9 % (Stadium I) und
66,7 % (Stadium Il) [27]. Manche Studien beschrieben bei fortgeschrittenen
Melanomen auch eine optimierte Sensitivitat durch Kombination der Tumormarker
S100B und MIA [24,28].

In  der aktuellen Melanom Leitlinie wurde jedoch beziglich der MIA
Konzentrationsbestimmung festgehalten, dass bei unzureichender Studienlage nicht
gesagt werden koénne, ob MIA in der Primardiagnostik des Melanoms bis AJCC
Stadium 1I1B dieselbe prognostische Aussagekraft habe wie der Tumormarker S100B
[22]. Auch bei vermuteter oder nachgewiesener lokoregionaler Metastasierung sei laut
Leitlinie die Bedeutung von MIA unklar [22].

Als pathogenetischer Mechanismus des MIA Proteins wurde die Hypothese diskutiert,
wonach MIA an Fibronektin und Laminin der extrazellularen Matrix binde und somit die
Bindungsstellen der Integrine maskiere [29,30]. AuRerdem wurde festgestellt, dass
MIA durch eine direkte Interaktion mit den Integrinen o431 und a5B1 die Integrin
Aktivitat herabsetzt [7]. Diese Mechanismen kdnnten eine metastatische Zellablosung
begunstigen [7,29,30].

Neben dem malignen Melanom wurden erhdéhte MIA Konzentrationen teilweise auch
im Serum von Patientinnen mit fortgeschrittenen gastrointestinalen Karzinomen
gemessen [31]. AuRerdem besteht eine Expression in Chondrozyten [32,33], und das
Protein konnte bei rheumatoider Arthritis [34] sowie bei physikalischer Belastung im

Rahmen eines Marathonlaufs [35] erh6ht nachgewiesen werden.
1.2 Préaanalytische Einflusse auf die labormedizinische Diagnostik

Die praanalytische Phase tragt entscheidend zur Qualitat in der Labordiagnostik bei
[36]. Sie umfasst die Probenahme sowie den Probenumgang und die Bearbeitung des

Materials bis zur eigentlichen Analytik [36]. Dabei ist die praanalytische Phase
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gegeniber der analytischen und postanalytischen Phase besonders haufig von
Fehlern betroffen [37].

Praanalytische Variablen kénnen grob eingeteilt werden in physiologische Faktoren
(z.B. Alter, Geschlecht, zirkadianer Rhythmus, Menstruationszyklus,
Schwangerschaft), die Probennahme betreffende Faktoren (z.B. Stauungszeit,
Korperposition, Probengefal3) und Einfluss- oder Interferenzfaktoren (z.B.
zirkulierende  Antikérper, Hamolyse, Hyperlipidamie) [36]. Unter den
Interferenzfaktoren sind insbesondere hamolytische Proben eine haufige Problematik
mit der medizinische Laboratorien konfrontiert werden [38]. So kann es durch in vitro
Hamolyse bei einer Vielzahl von Analyten (z.B. Kalium, Laktatdehydrogenase,
Aspartat-Aminotransferase) zu Stérungen kommen [39,40].

Eine besondere praanalytische Bedeutung hat auch die Stabilitit des zu
untersuchenden Analyten im jeweiligen Probenmaterial unter verschiedenen
Temperaturbedingungen [40]. Diese Probenstabilitat ist heutzutage fur viele Analyten
bereits bekannt [40]. Fur das in der vorliegenden Arbeit thematisierte MIA Protein
mangelt es jedoch bisher an wissenschaftlichen Untersuchungen zur Stabilitéat des

Proteins unter den labordiagnostisch relevanten Temperaturbedingungen.
1.3 Methoden zur Bestimmung von Referenzbereichen

Die Angabe von Referenzbereichen stellt einen entscheidenden Baustein fur die
klinische Interpretation der in medizinischen Laboratorien durchgefihrten
Untersuchungen dar [41,42]. Dabei sollen Referenzbereiche bei der Interpretation von
Laborergebnissen helfen, indem sie Vergleichsdaten liefern [43]. Leider mangelt es
zur Bestimmung der MIA Serum Konzentration mittels Quantikine ELISA Human MIA
Immunoassay (R&D Systems Inc., USA) an solchen Referenzbereichen.

Haufig basiert der Referenzbereich auf den zentralen 95 % der Verteilung der
Referenzwerte einer Gruppe von Referenzproben [44,45]. Von Referenzbereichen
abzugrenzen sind Leitlinien basierte Entscheidungsgrenzen oder Handlungsgrenzen,
wie sie zum Beispiel haufig fiur die Bewertung der Glukose, HbAlc oder Cholesterin
Konzentration verwendet werden [46,47]. Sie stellen Grenzen dar, ab denen
therapeutische Interventionen notwendig werden [46]. Die Methoden zur Bestimmung
von Referenzbereichen lassen sich in den direkten Ansatz und den indirekten Ansatz

unterteilen [41]. Beim direkten Ansatz werden Individuen einer Referenzpopulation



Einleitung

anhand bestimmter Kriterien, die vor oder nach der Probensammlung angewandt
werden, selektiert und aus dem von lhnen gewonnenen Material der gewlnschte
Analyt bestimmt [41]. Insbesondere weil direkte prospektive Referenzbereich
Bestimmungen finanziell sehr aufwandig sind stellen fur die meisten Laboratorien
indirekte Ansétze eine vielversprechende Alternative dar [48-50]. Bei indirekten
Anséatzen werden die Referenzbereiche anhand von bereits in der klinischen Routine
erhobenen Messergebnissen berechnet [41]. Hierfir wurde im Rahmen einer
Arbeitsgruppe der Deutschen Gesellschaft fir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin e. V. das Programm Reference Limit Estimator (RLE)
entwickelt, welches statistische Verfahren auf sehr grol3e Labor Datensatze anwendet,
um retrospektiv laborinterne Referenzbereiche zu bestimmen [49,51,52]. Die
Funktionalitdt dieser indirekten Methode, kombiniert mit zusétzlichen direkten
Ausschlusskriterien, konnte bereits beispielhaft fur Elektrolyt [50] und Kreatinin [48]
Bestimmungen dargestellt werden, und diese Methode soll in der vorliegenden Arbeit

auch fur das MIA Protein Anwendung finden.
1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Das maligne Melanom ist ein von Melanozyten ausgehender bdsartiger Tumor mit
hoher Metastasierungstendenz und folglich relativ schlechter Prognose, insbesondere
im Stadium der Fernmetastasierung [53]. Gerade deswegen sind verlassliche
diagnostische Marker zur Erkennung einer Krankheitsprogression entscheidend [54].
Das Protein MIA steht als solch ein diagnostischer Serummarker in der
Diskussion [9,54].

Problematischerweise mangelt es in der Literatur an fundierten Untersuchungen zu
praanalytischen Einflussfaktoren der MIA Konzentrationsbestimmung im Serum. Die
Praanalytik ist jedoch entscheidend fiir eine qualitatsorientierte Labordiagnostik und
somit auch fir eine optimale klinische Krankenversorgung [55]. Insbesondere die
Stabilitat des MIA Proteins im kurzzeitigen und langfristigen Verlauf unter
verschiedenen Temperaturbedingungen oder nach wiederholten Einfrier-Auftau
Zyklen ist unzureichend bekannt. Diese Wissensliicke sollte, auch in Anbetracht der
gangigen Praxis des postalischen Probenversands, geschlossen werden.

Des Weiteren sind Interferenzen durch Hamolyse, l|kterie und Lipdmie bekannte

praanalytische Probleme der medizinischen Labordiagnostik [39,56,57]. Bislang sind
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jedoch  die Einflisse  solcher  StorgroBen  auf die  Serum  MIA
Konzentrationsbestimmung mittels Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay
unzureichend geklart. Dieses Wissen ist allerdings entscheidend flr die Interpretation
der Serum MIA Konzentration, schlie8lich koénnten verfalschte Ergebnisse zu
unndtigen diagnostischen oder therapeutischen Konsequenzen fihren.

Neben diesen zu klarenden praanalytischen Faktoren muss das verwendete MIA
Bestimmungsverfahren auch hinsichtlich der analytischen Leistungsmerkmale der
Préazision und Richtigkeit fir den Einsatz in der klinischen Diagnostik geeignet sein.
Diesbezuglich wurden bisher zum Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay nur
herstellerseitige Ergebnisse in der Packungsbeilage des Tests publiziert [58], weshalb
im Rahmen der vorliegenden Arbeit umfangreichere Erhebungen dieser analytischen
KenngrolRen erfolgen sollten.

Um die Serum MIA Konzentration letztlich klinisch sinnvoll zu interpretieren, ist die
Angabe von Referenzbereichen entscheidend [41,42]. Es mangelt jedoch bisher in der
Literatur an Untersuchungen zu Referenzbereichen der MIA Serum Konzentration
unter Verwendung des Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay.
Zusammenfassend lag das Ziel der vorliegenden Arbeit in der Klarung wichtiger
praanalytischer und analytischer Faktoren der Serum MIA Konzentrationsbestimmung
mittels Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay. Des Weiteren sollten indirekt
anhand eines groRen Datensatzes laborinterne Referenzbereiche der MIA Serum
Konzentration statistisch berechnet werden, und ein Vergleich zur Wertelage eines
zweiten MIA ELISA (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) erfolgen.

10
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MIA ELISA

Die quantitative Bestimmung der Serum MIA Konzentration erfolgte mittels Quantikine
ELISA Human MIA Immunoassay — nachfolgend R&D MIA ELISA genannt. Bei
diesem Test kommt das Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) Verfahren zum
Einsatz. Dabei ist ein fur humanes MIA spezifischer monoklonaler Antikérper in den
Wells der ELISA Platte vorbeschichtet. Hieran bindet das in der Probe enthaltene MIA
Protein. Nach einem Waschschritt wird ein fir humanes MIA spezifischer,
Meerrettichperoxidase-markierter polyklonaler Antikbrper hinzugegeben, der an das in
den Wells gebundene MIA Protein bindet. Nach einem weiteren Waschschritt wird eine
Substrat Losung aus Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin hinzugefigt, die
durch das Enzym mit einem Farbumschlag reagiert, der proportional zur MIA
Konzentration gemessen werden kann.

Die Durchfiuhrung des Tests erfolgte nach Packungsbeilage des Herstellers. Aus
Praktikabilitatsgrinden wurde jedoch fir die Herstellung des Waschpuffers teilweise
21 ml Wash Buffer Concentrate in 500 ml vollentsalztem Wasser gemischt, und die
Waschschritte erfolgten mit 300 pl des Waschpuffers. Fur die Absorptionsmessungen
kamen Sunrise Absorptions-Mikroplatten-Reader (Tecan Group Ltd., Schweiz) zum
Einsatz. Zur Erstellung der Standardkurve erfolgten Messungen im Duplikat. Pro
Ansatz wurden drei ansteigend konzentrierte MIA Kontrollen (Quantikine ELISA Kit
Controls, Control Set 788 (R&D Systems Inc., USA)) als Messung im Duplikat
mitgeflihrt. Gefrorene Proben wurden vor Durchfihrung des Tests zunachst

30-60 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut.
2.2 Untersuchung der Probenstabilitat
2.2.1 Probenvorbereitung

Fur die Untersuchung der Probenstabilitdt wurden 24 gepoolte Serum Proben erstellt.
Dabei wurde Restmaterial aus der Routinediagnostik des Instituts fur Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Regensburg anonymisiert
verwendet. Visuell hdmolytische Proben wurden ausgeschlossen. Fir jede Probe

wurden 4-7 Seren gepoolt. Anschliel3end wurden Aliquots zu je 100 ul in 0,5 ml Mikro-

11
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Schraubrohren (Sarstedt AG & Co KG, Deutschland) angelegt und bis zum
Versuchsbeginn bei -80 °C gelagert. Lediglich die Aliquots fur die Ausgangsmessung

zum Zeitpunkt null betrugen 200 pl, da hier eine Doppelmessung erfolgte.
2.2.2 Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen

Zu Beginn wurden alle Aliquots aus Abschnitt 2.2.1 gleichzeitig aus der -80 °C
Lagerung in Raumtemperatur warme Lagerungsboxen uberfihrt. 1 Stunde nach
Entnahme aus dem -80 °C Gefrierschrank wurden die Aliquots als aufgetaut
angesehen (Zeitpunkt null) und es erfolgte eine Verteilung auf die unterschiedlichen
Lagerungsbedingungen: Raumtemperatur (30 Minuten, 1 Stunde, 2 Stunden,
4 Stunden, 8 Stunden, 1 Tag, 2 Tage), Kihischrank (4-6 °C) (1 Tag, 3 Tage, 7 Tage,
14 Tage), -20 C (1 Tag, 2 Tage, 3 Tage, 7 Tage, 14 Tage), sowie Lagerung mit
wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen (siehe Abschnitt 2.2.3). Abschliel3end wurden die
Aliquots bis zur endgultigen Einfachmessung der MIA Konzentration bei -80 °C
zwischengelagert. Die Ausgangskonzentration aller Proben wurde ohne

Zwischenlagerung zum Zeitpunkt null als Doppelmessung bestimmt.
2.2.3 Lagerung mit wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen

Um die Probenstabilitéat nach wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen zu beurteilen wurden
Aliquots aus Abschnitt 2.2.1 initial bis zum Versuchsbeginn bei -80 °C gelagert. Es
folgte ein Auftauvorgang fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Daraufhin wurden die
Aliquots zweimal im Wechsel fir 2 Stunden bei -20 °C gefroren und anschlie3end
30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut. Nach dem letzten Auftauvorgang wurden
die Aliquots bei -80 °C fur 3 Tage bis zur endgultigen Einfachmessung der MIA

Konzentration gelagert.
2.3 Untersuchung der Interferenzanfalligkeit

Zur Testung der Interferenzanfalligkeit des R&D MIA ELISA durch hamolytische,
ikterische oder lipamische Proben wurden je 4 gepoolte Serumproben mit selbst
hergestellten Hamolysat, direkten Bilirubin Standard oder Lipofundin MCT 20 %
(B. Braun Melsungen AG, Deutschland) in unterschiedlichen Konzentrationen versetzt
und anschlieBend die MIA Konzentration bestimmt, um Messabweichungen zu

erkennen (Spike-Versuch).

12
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Als Probenmaterial wurde Serum Restmaterial anonymisiert aus der
Routinediagnostik des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des
Universitatsklinikums Regensburg gesammelt und insgesamt 12 gepoolte Proben aus
je 2-3 Seren hergestellt. Alle Seren waren visuell nicht hamolytisch, ikterisch oder
lipamisch. Die Seren stammten von Personen im Alter 218 Jahre, und Proben mit
Extragradient (bei vorhandener Eiweil3elektrophorese) oder monoklonalem Protein
(bei vorhandener Immunfixation) wurden ausgeschlossen. Die Proben wurden

aliquotiert und bis zur Weiterverwendung bei -20 °C gelagert.
2.3.1 Hamolyse Interferenz

Fir den Hamolyse Spike-Versuch kam die Methode nach Meites (1973) [59] in
modifizierter Form zur Anwendung, wie in einer Publikation von Dimeski (2008)
beschrieben [60]. Zur Herstellung eines Hamolysats wurden zwei anonymisierte
Lithium-Heparin Proben aus der Routinediagnostik des Instituts fur Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums Regensburg verwendet. Dabei
handelte es sich um Restmaterialien erwachsener Personen ohne visuelle Hamolyse,
Ikterie oder Lipamie. Es folgte eine Zentrifugation fur 10 Minuten bei 4000 RPM.
Anschliel3end wurde das Plasma entfernt, wobei darauf geachtet wurde den buffy coat
nicht mit zu entfernen um auch eine Lyse von Leukozyten und Thrombozyten zu
erfassen [61]. Das von der Probe entfernte Plasma wurde durch das gleiche Volumen
NaCl 0,9 % (B. Braun Melsungen AG, Deutschland) ersetzt. Die Proben wurden durch
Schwenken resuspendiert und erneut fir 10 Minuten bei 4000 RPM zentrifugiert. Es
folgten drei weitere Waschschritte mit Zentrifugationen. Nach dem vierten
Waschschritt wurde die NaCl 0,9 % Ldsung abgenommen und durch das gleiche
Volumen Aqua (B. Braun Melsungen AG, Deutschland) ersetzt und erneut durch
Schwenken suspendiert. Es folgte eine Lagerung bei -20 °C flr circa 2,5 Tage.
Anschlie3end wurden die Proben aufgetaut, durch Schwenken resuspendiert und fur
10 Minuten bei 4000 RPM zentrifugiert. Die Uberstande der beiden hamolysierten
Proben wurden gepoolt und bei -20 °C gelagert. Das gepoolte Hamolysat wurde 1:100
mit NaCl 0,9 % verdinnt und das freie Ha&moglobin an einem cobas ¢503
Analysemodul des Analysesystems cobas pro (Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland) durch einen kolorimetrischen Test (Catachem Inc., USA), basierend auf

den Arbeiten von Standefer und Vanderjagt (1977) [62] sowie Lijana und Williams

13
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(1979) [63], bestimmt. Hiervon ausgehend wurde die freie Hamoglobin Konzentration
des gepoolten Hamolysats berechnet. AnschlieRend wurden Stammldsungen in
ansteigenden Konzentrationen hergestellt und bis zum Versuchsbeginn bei -20 °C
gelagert.

Fur den Spike-Versuch wurden den aliquotierten Proben ansteigend konzentrierte
Hamolysat Stammldsungen entsprechend einer 1:10 Verdinnung hinzugeftigt. Als
Referenzwert diente ein Spike mit NaCl 0,9 %. Es folgte die Bestimmung der MIA
Konzentration nach dem in Abschnitt 2.1 beschriebenen Schema als Einfachmessung.
Zudem wurde zeitnah fur alle Aliquots an einem cobas c503 die freie Hamoglobin
Konzentration kolorimetrisch [62,63] mit dem Plasma Free Hemoglobin Kit
(Catachem Inc., USA) bestimmt. Dabei erfolgten nach Bedarf manuelle
Vorverdinnungen mit NaCl 0,9 % um Proben mit extrem hohen freien Hamoglobin
Konzentrationen messen zu koénnen. Als Kalibrator diente der Plasma Free
Hemoglobin Calibrator (Catachem Inc., USA). Als Kontrollen kamen Plasma Free

Hemoglobin Control Level 1 und Control Level 2 (Catachem Inc., USA) zum Einsatz.
2.3.2 |Ikterie Interferenz

Als Interferent fur den lkterie Spike-Versuch wurde Bilirubinkonjugat Ditaurat
Dinatriumsalz (EMD Millipore Corp., USA) als direkter Bilirubin Standard in
unterschiedlichen Konzentrationen verwendet. Hierfir wurde das Bilirubinkonjugat
Ditaurat Dinatriumsalz Pulver zunéchst nach Herstellerangabe in Aqua geldst und
anschlieBend Stammlésungen in verschiedenen direkten Bilirubin Zielkonzentrationen
hergestellt (300 mg/dl, 150 mg/dl, 50 mg/dl, 25 mg/dl, 2,5 mg/dl). AnschlielRend
wurden die Stammldsungen des Interferenten den aliquotierten Proben entsprechend
einer 1:10 Verdlinnung hinzugefligt. Als Referenzwert diente ein Spike mit 25 ul Aqua.
Es folgte die Bestimmung der MIA Konzentration nach dem in Abschnitt 2.1
beschriebenen Schema als Einfachmessung. Zudem wurde zeitnah fur alle Aliquots
an einem cobas ¢503 Analysemodul die direkte Bilirubin Konzentration kolorimetrisch
mittels Bilirubin Direct Gen.2 (Jendrassik-Grof) Assay (Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland) bestimmt. Dabei erfolgten nach Bedarf manuelle Vorverdiinnungen mit
NaCl 0,9 % um Proben mit extrem hohen direkten Bilirubin Konzentrationen messen

zu konnen. Als Kalibrator diente Calibrator for automated systems (Roche
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Diagnostics GmbH, Deutschland). Als Kontrollen kamen PreciControl ClinChem
Multi 1 und Multi 2 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) zum Einsatz.

2.3.3 Lipamie Interferenz

Als Interferent fir den Lipamie Spike-Versuch wurde Lipofundin MCT 20 % in
unterschiedlichen  Konzentrationen verwendet. Hierfir wurden  zunachst
Stammlésungen in verschiedenen Triglyzerid Zielkonzentrationen hergestellt
(40000 mg/dl, 20000 mg/dl, 5000 mg/dl, 2500 mg/dl, 500 mg/dl), wobei zur
Verdinnung Aqua genutzt wurde. AnschlieBend wurden die Stammlésungen des
Interferenten den aliquotierten Proben entsprechend einer 1:10 Verdinnung
hinzugefigt. Als Referenzwert diente ein Spike mit 25 pl Aqua. Es folgte die
Bestimmung der MIA Konzentration nach dem in Abschnitt 2.1 beschriebenen Schema
als Einfachmessung. Zudem wurde zeitnah fur alle Aliguots mit dem Triglycerides
Assay (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) an einem cobas c503 Analysemodul
die Triglyzerid Konzentration mittels enzymatischer (Lipoproteinlipase, Glycerinkinase,
Glycerinphosphatoxidase und Peroxidase) kolorimetrischer Methode bestimmit.
Hierbei diente Calibrator for automated systems als Kalibrator, sowie PreciControl
ClinChem Multi 1 und Multi 2 als Kontrollen. Aul3erdem wurden fiir alle Aliquots die
Lipamie-Indices (Sample Index Gen.2 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland)), die
auf Extinktionsmessungen bei 660 nm und 700 nm basieren, am cobas c503

Analysemodul gemessen und dokumentiert.
2.4 Untersuchung der Prazision und Richtigkeit

Zur Bestimmung der analytischen Prazision und Richtigkeit des R&D MIA ELISA
wurden sowohl die MIA Konzentrationen der drei Quantikine ELISA Kit Controls als
auch von gepoolten Serum Proben nach dem in Abschnitt 2.1 beschriebenen Schema
bestimmt. Bei den Quantikine ELISA Kit Controls handelte es sich um Kontrollen
derselben Charge auf drei verschiedenen MIA Konzentrationsniveaus (niedrige,
mittlere und hohe Konzentration) mit den herstellerseitigen Zielbereichen
(x 3 Standardabweichungen) 125-204 pg/ml, 244-398 pg/ml und 478-779 pg/ml. Als
Zielkonzentration wurde der jeweilige Mittelwert aus oberer und unterer Grenze des
Zielbereichs  zugrundegelegt. Erganzend wurde Restmaterial aus der
Routinediagnostik des Instituts fur Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des
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Universitatsklinikums Regensburg anonymisiert verwendet, um aus je 2-3 Serum
Proben mit vorbekannten MIA Konzentrationen 6 gepoolte Serum Proben
herzustellen. Dabei wurden jeweils 2 gepoolte Proben auf eine niedrige (ca.
600 pg/ml), mittlere (ca. 1200 pg/ml) und erhdhte (ca. 2400 pg/ml) MIA
Zielkonzentration eingestellt. Diese gepoolten Proben wurden anschlie3end aliquotiert
und bis zur Weiterverwendung bei -80 °C gelagert.

Um die Prazision und Richtigkeit innerhalb eines Analysenlaufs (Intra-Assay) zu
beurteilen wurden die Kontrollen und die 6 gepoolten Serum Proben auf einer ELISA
Platte funffach gemessen, und aus den Ergebnissen die Variationskoeffizienten
((Standardabweichung + Mittelwert) [%]) berechnet. Zusatzlich wurde aus den
Messungen der Kontrollen die relative Unrichtigkeit nach folgender Formel berechnet:
((Mittelwert der Wiederholungsmessungen - Zielwert) + Zielwert) [%].

Um die Prazision und Richtigkeit zwischen verschiedenen Analysenlaufen
(Inter-Assay) zu beurteilen wurden die MIA Konzentrationen der Kontrollen an zwolf
unterschiedlichen Tagen im Duplikat bestimmt, und aus diesen Mittelwerten wiederum
die Variationskoeffizienten und die relative Unrichtigkeit berechnet. Dabei erfolgten die
Messungen der Kontrollen durch sechs unterschiedliche technische Bearbeiterinnen
mit insgesamt drei unterschiedlichen Chargen des R&D MIA ELISA.

Erganzend wurden die MIA Konzentrationen der 6 gepoolten Serum Proben an funf
unterschiedlichen Tagen als Einfachmessung quantifiziert, und hieraus die Inter-Assay
Variationskoeffizienten berechnet. Diese Messungen erfolgten durch funf
unterschiedliche technische Bearbeiterinnen mit einer einzelnen Charge des R&D MIA

ELISA Immunoassay.
2.5 Vergleich der Messergebnisse zweier kommerzieller MIA ELISA

Die Rohdaten dieses Kapitels basieren auf Vorarbeit zur laborinternen MIA Validierung
am Institut fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin des Universitatsklinikums
Regensburg.

Es wurde ein Vergleich zwischen den MIA Konzentrationen des R&D MIA ELISA und
den MIA Konzentrationen des Roche human MIA ELISA — nachfolgend
Roche MIA ELISA genannt — durchgeftihrt. Hierfir wurden die MIA Konzentrationen
von gefrorenen Serumproben der Routinediagnostik vergleichend als Einfachmessung

nach Packungsbeilage der Hersteller bestimmt (n=19). Zusatzlich wurde eine Probe
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mit extrem hoher MIA Konzentration sowohl mit dem R&D MIA ELISA als auch mit
dem Roche MIA ELISA bestimmt. Diese Probe wurde in die graphische und

statistische Auswertung nicht miteinbezogen, um eine Verzerrung zu vermeiden.
2.6 Indirekte Bestimmung laborinterner Serum MIA Referenzbereiche

Fur die indirekte Bestimmung laborinterner Serum MIA Referenzbereiche (MIA
<97,5. Perzentile) wurde das RLE Programm in Version RLE49 20180517 der
Deutschen Gesellschaft fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizine. V.
verwendet, welches unter Nutzung von Excel (Microsoft Corporation, USA) und dem
Statistikprogramm R funktioniert [49,51,52]. Dieses Programm ermoglicht retrospektiv
unter bestimmten Modellannahmen bei einem grof3en Messdatensatz tber statistische
Verfahren eine Trennung der Verteilung der pathologischen und nicht-pathologischen
Messdaten [49,52]. Dies ist moglich unter der Annahme, dass in einem sehr gro3en
Datensatz der Anteil pathologischer Werte an der Gesamtheit gering ist [52,64].
Zusammenfassend erfolgte zunachst der Transfer des am Institut vorhandenen
Datensatzes der MIA Konzentrationsmessungen in das RLE Programm. Nachfolgend
schéatzt das Programm eine geglattete Kerndichtefunktion flir den gesamten Datensatz
bestehend aus nicht-pathologischen und pathologischen Werten [48,49]. Unter der
Annahme, dass der zentrale Hauptteil dieser Verteilungen die nicht-pathologische
Population darstellt, erfolgt auf diesen Teil eine Box-Cox Transformation [48,49]. Aus
diesen Box-Cox transformierten Daten wird die Gaul3-Verteilung geschatzt und deren
Perzentilen berechnet [48,49].

Der zur Berechnung der Serum MIA Referenzbereiche verwendete Datensatz bestand
aus retrospektiv erfassten, pseudonymisierten MIA Konzentrationsmessungen aus
Serum, die mittels R&D MIA ELISA durchgefiihrt wurden. Der Datensatz umfasste den
Zeitraum 05.09.2018-06.04.2022, wobei das Messdatum zugrunde gelegt wurde. In
die Berechnungen wurden mannliche und weibliche Personen im Alter 218 Jahre
eingeschlossen, wobei das Alter aus dem Geburtsdatum und dem
Laboreingangsdatum berechnet wurde. Lediglich die erste gemessene MIA
Konzentration jeder Person wurde verwendet. Die Zuordnung zu derselben Person
erfolgte dabei anhand einer Patientinnen-Identifikationsnummer. Im seltenen Fall,
dass eine Person sowohl stationar als auch ambulant eine MIA

Konzentrationsbestimmung erhielt, wurde vom Laborsystem automatisch eine zweite
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Patientinnen-Identifikationsnummer zur selben Person generiert, die dadurch in der
Auswertung mdglicherweise doppelt erfasst wurde. Einzelne fehlerhafte oder nicht
eindeutig quantifizierte Messergebnisse wurden ausgeschlossen, darunter eine MIA
Konzentrationsmessung <15 pg/ml und drei Messungen mit MIA >42000 pg/ml,
>8000 pg/ml  und >4000 pg/ml. Es erfolgte kein Ausschluss bestimmter
Einsenderinnen. Bei den Einsenderinnen handelte es sich sowohl um Klinikinterne als
auch um externe Einsenderinnen aus der ambulanten Krankenversorgung, wobei die
Anzahl ambulanter Einsendungen Uberwog. Zu prdanalytischen Faktoren wie
Abnahmebedingungen, Lagerungsdauer und Transportbedingungen vor Eintreffen in
unserem Labor lagen keine Informationen vor. Es wurden sowohl ungefroren als auch
gekuhlt und gefroren eingegangene Seren gemessen. Es lagen keine Informationen
zum Schwangerschaftsstatus vor. Ein Proben Ausschluss aufgrund visueller
Hamolyse, Ikterie oder Lipamie erfolgte nicht. Die Seren wurden in der Regel Uber
einen Zeitraum von einer Woche bei -20 °C gesammelt und anschliel3end einmal
wochentlich gemessen. In den RLE Programmeinstellungen wurde fur die Verteilung
der Daten das Power-Normal Modell verwendet, und die Uberwiegende Lage

pathologischer Werte wurde fiir den hohen Bereich eingestellt.
2.7 Datenanalyse und statistische Auswertung

Statistische Auswertungen erfolgten in der vorliegenden Arbeit, sofern nicht anders
angegeben, mit SPSS Version 28.0.0.0 (IBM Corporation, USA). Die graphischen
Auswertungen erfolgten, sofern nicht anders angegeben, mit QtiPlot Version 5.12.8
(IONDEV SRL, Rumanien).

2.7.1 Beurteilung der Probenstabilitat

Fur die Beurteilung der Probenstabilitat (siehe Abschnitt 2.2) wurde eine Abweichung
als relevant eingestuft, wenn sich die mittlere MIA Konzentration Uber 10 % vom
Ausgangswert unterschied, und diese Abweichung auch unter Bertcksichtigung der
+ 1 Standardabweichung gegeben war.

Im Rahmen der Untersuchung der Probenstabilitat wurden auf3erdem die absoluten
MIA Konzentrationen nach 2 Tagen bei Raumtemperatur gegenuber den
Ausgangskonzentrationen, sowie gegenuber den Konzentrationen nach 2 Tagen

bei -20 °C, in gepaarten t-Tests verglichen. Zuvor wurde im Shapiro-Wilk Test eine
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Normalverteilung der Differenzen (2 Tage bei Raumtemperatur gegeniber
Ausgangskonzentration (p=0,118) bzw. gegeniber 2 Tage bei -20 °C (p=0,621))
nachgewiesen.

Zur Beurteilung der Probenstabilitdt nach wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen wurde
ein Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test auf einem 5 % Signifikanzniveau durchgefuhrt.
Zuvor wurde im Shapiro-Wilk Test festgestellt, dass die Differenzen der absoluten MIA
Konzentrationen vor und nach den wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen nicht
normalverteilt waren (p=0,003). Jedoch waren die Differenzen im Histogramm visuell
symmetrisch verteilt. Ergdnzend wurde unter Verwendung einer interaktiven
Internetseite zum analytischen Methodenvergleich ein Bland-Altman-Diagramm
erstellt [65,66].

2.7.2 Korrelation zwischen Triglyzerid Konzentration und Lipamie-Index

Im Rahmen der Untersuchung auf Interferenzen durch Lipamie (siehe Abschnitt 2.3.3)
wurde die Spearman-Korrelation zwischen Triglyzerid Konzentration und Lip&mie-
Index auf einem 1 % Signifikanzniveau berechnet. Triglyzerid Konzentrationen und

Lipamie-Indices waren im Shapiro-Wilk Test nicht normalverteilt (p<0,001).
2.7.3 Methodenvergleich zweier kommerzieller MIA ELISA

Im Rahmen des Vergleichs der Messergebnisse zweier kommerzieller MIA ELISA
(siehe Abschnitt 2.5) wurde die Pearson Produkt-Moment Korrelation auf einem
1 % Signifikanzniveau berechnet. Zuvor wurde im Shapiro-Wilk Test eine
Normalverteilung der R&D MIA Konzentrationen [pg/ml] (p=0,934) und Roche MIA
Konzentrationen [pg/ml] (p=0,912) festgestellt. Zudem lagen im Box-Plot Diagramm
keine Ausreil3er vor. Erganzend wurde unter Verwendung einer interaktiven
Internetseite zum analytischen Methodenvergleich die Passing-Bablok-Regression
und ein Bland-Altman-Diagramm statistisch und graphisch erstellt [65,66]. Dabei
waren die Differenzen zwischen R&D MIA [pg/ml] und Roche MIA [pg/ml] im Shapiro-
Wilk Test normalverteilt (p=0,919).
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2.7.4 Beurteilung der Alters- oder Geschlechtsabhangigkeit der Serum MIA

Konzentration

Im Rahmen der indirekten Bestimmung laborinterner Serum MIA Referenzbereiche
(siehe Abschnitt 2.6) ergaben sich zusatzlich die Fragen nach einer Alters- oder
Geschlechtsabhéngigkeit der Serum MIA Konzentration.

Aufgrund der Frage nach einer Altersabhangigkeit erfolgte eine Einteilung aller MIA
Konzentrationsmessungen nach Altersgruppe (18-30 Jahre, 31-60 Jahre, >60 Jahre).
Unterschiede zwischen diesen Altersgruppen wurden mittels Kruskal-Wallis-Test,
gefolgt von Post-hoc-Tests (Dunn-Bonferroni-Tests), beurteilt, wobei das
Signifikanzniveau jeweils 5 % betrug. Zur Beurteilung der Effektstarke wurde aus den
Ergebnissen der Dunn-Bonferroni-Tests der Korrelationskoeffizient r berechnet. Zuvor
wurde im Shapiro-Wilk Test festgestellt, dass die MIA Konzentrationen in den drei
Altersgruppen nicht normalverteilt waren (p<0,001).

Unterschiede der MIA Serum Konzentration zwischen mannlichen und weiblichen
Personen =218 Jahre wurden mittels Mann-Whitney-U-Test auf einem 5 %
Signifikanzniveau bewertet. Zuvor erbrachte ein Shapiro-Wilk Test, dass die Serum
MIA Konzentrationen mannlicher und weiblicher Personen =18 Jahre nicht
normalverteilt waren (p<0,001).

2.8 Verwendete Gerate und Materialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Materialien.

Artikel Hersteller

Aqua B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Bilirubin Direct Gen.2 (Jendrassik-Grof) Assay Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Bilirubinkonjugat, Ditaurat, Dinatriumsalz EMD Millipore Corp., USA

Calibrator for automated systems Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Cobas ¢503 Analysemodul Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Diluent NaCl 9 % Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Lipofundin MCT 20 % B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Mikro-Schraubréhre 0,5 ml, PP Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
Mikro-Schraubréhre 2 ml, PP Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
NaCl 0,9 % B. Braun Melsungen AG, Deutschland
Plasma Free Hemoglobin Calibrator Catachem Inc., USA

Plasma Free Hemoglobin Control Level 1 Catachem Inc., USA
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Plasma Free Hemoglobin Control Level 2

Catachem Inc., USA

Plasma Free Hemoglobin Kit

Catachem Inc., USA

PreciControl ClinChem Multi 1

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

PreciControl ClinChem Multi 2

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay

R&D Systems Inc., USA

Quantikine ELISA Kit Controls, Control Set 788

R&D Systems Inc., USA

SafeSeal Reagiergefall 2 ml, PP

Sarstedt AG & Co KG, Deutschland

Sample Index Gen.2 Assay

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Sunrise Absorptions-Mikroplatten-Reader

Tecan Group Ltd., Schweiz

Triglycerides Assay

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
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3 ERGEBNISSE

3.1 Probeneinflisse auf die Messung der MIA Konzentration
3.1.1 Kurzzeitige Probenstabilitat bei Raumtemperatur

Die MIA Ausgangskonzentrationen der Stabilitdtsversuche lagen im Bereich
618-1578 pg/ml (Median (MD)=988 pg/ml). In Abbildung 1 sind die Mittelwerte (MW)
der relativen MIA Konzentrationen, bezogen auf den Ausgangswert, nach kurzzeitiger
Probenlagerung bei Raumtemperatur dargestellt. Nach bis zu 4 Stunden Lagerung bei
Raumtemperatur wurden keine Unterschiede der relativen MIA Konzentrationen
>10 % des Ausgangswerts festgestellt. Nach 30 Minuten bei Raumtemperatur lief3 sich
zunéachst ein leichter Anstieg der relativen MIA Konzentration auf 105,6 £ 5,1 % des
Ausgangswerts verzeichnen. Im weiteren zeitlichen Verlauf fiel die relative MIA
Konzentration nach 1 Stunde auf 102,3 £ 4,5 % und nach 2 Stunden auf 98,3 + 4,5 %.
Die relative MIA Konzentration nach 4 Stunden lag bei 103,1 + 3,3 %.

Relative MIA Konzentration zu Ausgangswert [%]

—e&—Raumtemperatur

0 T | T | T | T |
0 1 2 3 4
Lagerungsdauer [Stunde]

Abbildung 1: Auf den Ausgangswert (Zeitpunkt null) normalisierte relative MIA Konzentrationen
nach kurzzeitiger Probenlagerung bei Raumtemperatur. Nach bis zu 4 Stunden Lagerung bei
Raumtemperatur ergaben sich keine Unterschiede >10 % im Vergleich zum Ausgangswert.
Der Ausgangswert wurde als technisches Duplikat gemessen. Die weiteren Messungen
erfolgten als Einfachmessung. Dargestellt sind Mittelwerte £ 1 Standardabweichung (n=24).
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3.1.2 Langfristige Probenstabilitdt bei unterschiedlichen Temperaturbedingungen

In Abbildung 2 sind die MW der relativen MIA Konzentrationen, bezogen auf den
Ausgangswert, nach langfristiger (maximal 14 Tage) Lagerung bei Raumtemperatur,

Kihlschrank Temperatur (4-6 °C) und -20 °C graphisch dargestellit.

\.Tn/l Tl\l

] —e—Raumtemperatur
75+ —m— Kiihlschrank
-20 °C

Relative MIA Konzentration zu Ausgangswert [%]
1

0 2 4 6 8 10 12 14
Lagerungsdauer [Tag]

Abbildung 2: Auf den Ausgangswert (Zeitpunkt null) normalisierte relative MIA Konzentrationen
nach langfristiger Probenlagerung bei Raumtemperatur, Kiihlschrank Temperatur (4-6 °C)
und -20 °C. Nach 2 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur ergab sich ein Abfall der relativen
MIA Konzentration auf <90 % des Ausgangswerts. Nach bis zu 14 Tagen Lagerung bei
Kuhlschrank Temperatur und -20 °C ergaben sich keine Unterschiede >10 % im Vergleich zum
Ausgangswert. Der Ausgangswert wurde als technisches Duplikat gemessen. Die weiteren
Messungen erfolgten als Einfachmessung. Dargestellt sind
Mittelwerte £ 1 Standardabweichung (n=24).

Die Lagerung bei Raumtemperatur bewirkte nach 8 Stunden nur eine minimale
Veranderungen der relativen MIA Konzentration (99,8 £ 3,2 %) im Vergleich zum
Ausgangswert. Nach 1 Tag bei Raumtemperatur lie3 sich jedoch ein Abfall der
relativen MIA Konzentration auf 95,1 + 3,8 % beobachten. Die relative Abweichung
vom Ausgangswert betrug nach 1 Tag bei Raumtemperatur allerdings, auch unter
Bertcksichtigung der = 1 Standardabweichung, nicht >10 % vom Ausgangswert. Nach
2 Tagen bei Raumtemperatur setzte sich die abfallende Tendenz mit einer relativen
MIA Konzentration von 84,9 + 4,4 % fort, wodurch die definierte Grenze einer >10 %

Abweichung vom Ausgangswert erreicht wurde.
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In gepaarten t-Tests war der MW der absoluten MIA Konzentration nach 2 Tagen bei
Raumtemperatur (853 + 196 pg/ml) signifikant niedriger als zum Ausgangszeitpunkt
(1003 + 215 pg/ml) (p<0,001), sowie signifikant niedriger als nach 2 Tagen bei -20 °C
(1015 £ 211 pg/ml) (p<0,001).

Die Lagerung bei Kiihischrank Temperatur (4-6 °C) ergab keine Abweichung des MW
der relativen MIA Konzentration >10% des Ausgangswerts. Nach 1 Tag
(102,9 + 3,2 %), nach 3 Tagen (101,6 £ 3,9 %), nach 7 Tagen (104,6 £ 4,5 %) und
nach 14 Tagen (100,9 £5,3 %) bei Kuihlschrank Temperatur ergaben sich nur
geringfugige Erhdhungen der relativen MIA Konzentration.

Lagerung bei -20 °C ergab keine Abweichung des MW der relativen MIA Konzentration
>10 % des Ausgangswerts. Verglichen mit der Lagerung bei Kuihlschrank Temperatur
fiel nach Lagerung bei -20 °C ein ahnlicher graphischer Verlauf der relativen MIA
Konzentration auf. Nach 1 Tag (99,4 £ 3,1 %), nach 2 Tagen (101,3 + 2,9 %) und nach
3 Tagen (100,3 £ 3,0 %) Lagerung bei -20 °C lag die relative MIA Konzentration nahe
der Ausgangskonzentration. Auch nach 7 Tagen (103,4 £ 3,7 %) und nach 14 Tagen

(98,7 + 3,9 %) bei -20 °C war die relative MIA Konzentration kaum verandert.
3.1.3 Stabilitat nach wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen

Die Messergebnisse der MIA Konzentrationen vor und nach wiederholten Einfrier-
Auftau Zyklen sind in Tabelle 2 dargestellt. Die MIA Konzentrationen lagen vor den
Einfrier-Auftau Zyklen zwischen 618-1578 pg/ml und nach den Einfrier-Auftau Zyklen
zwischen 572-1523 pg/ml. Nach den Einfrier-Auftau Zyklen zeigte Probe 15 mit einer
relativen MIA Konzentration von 116,2% des Ausgangswerts den hdchsten
prozentualen Konzentrationsanstieg, wohingegen Probe 9 mit einer relativen MIA
Konzentration von 92,6 % des Ausgangswerts den starksten prozentualen

Konzentrationsabfall aufwies.
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Tabelle 2: Absolute MIA Konzentrationen vor und nach wiederholten Einfrier-Auftau
Zyklen (EA). Zusatzlich wurden die MIA Konzentrationen nach EA in Relation zu den MIA
Konzentrationen vor EA dargestellt. Die Konzentrationen vor EA wurden als technisches
Duplikat gemessen und der Mittelwert dargestellt. Die Messungen nach EA erfolgten als
Einfachmessung.

Proben- MIA vor EA MIA nach EA MIA nach EA /
nummer [pg/ml] [pg/ml] MIA vor EA [%]
1 807 823 102,0
2 1306 1334 102,1
3 903 910 100,8
4 776 800 103,2
5 1062 1100 103,6
6 1048 1106 105,6
7 1012 1027 1015
8 1016 1042 102,6
9 618 572 92,6
10 893 917 102,8
11 1062 1072 101,0
12 987 995 100,8
13 911 952 104,6
14 957 996 104,0
15 1034 1202 116,2
16 768 795 103,5
17 955 910 95,3
18 1098 1026 93,4
19 990 960 96,9
20 882 903 102,3
21 1074 1094 101,9
22 1499 1523 101,6
23 1578 1516 96,1
24 845 819 96,8

Zur visuellen Beurteilung der relativen Differenzen der MIA Konzentrationen vor und
nach wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen wurde ein Bland-Altman-Diagramm erstellt
(Abbildung 3). Hier waren die relativen Differenzen tendenziell vermehrt im leicht
positiven Bereich wiederzufinden. Im Mittel waren die MIA Konzentrationen nach den
Einfrier-Auftau Zyklen gegentber den Messungen vor den Einfrier-Auftau Zyklen um
1 % erhoht. Visuell auffallig war im Bland-Altman-Diagramm auf3erdem ein Ausreil3er

der relativen Differenz in positive Richtung durch Probe 15.
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Abbildung 3: Bland-Altman-Diagramm zur Beurteilung der relativen Differenzen der MIA
Konzentrationen vor und nach wiederholten Einfrier-Auftau Zyklen (EA) (n=24). Im Mittel
waren die MIA Konzentrationen nach EA gegentuber den Messungen vor EA um 1 % erhoht.
Die Konzentrationen vor EA wurden als technisches Duplikat gemessen und der Mittelwert
verwendet. Die Messungen nach EA erfolgten als Einfachmessung.

Nachfolgend sollte beurteilt werden ob es sich bei der Tendenz zu erhdhten MIA
Konzentrationen nach den Einfrier-Auftau Zyklen um ein statistisch signifikantes
Phanomen handelt. Der MD der MIA Konzentrationen lag nach den Einfrier-Auftau
Zyklen (995 pg/ml) etwas hoher als der MD der MIA Konzentrationen vor den Einfrier-
Auftau Zyklen (988 pg/ml). Der Unterschied war jedoch im Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Test nicht statistisch signifikant (p=0,271).
3.1.4 Interferenz durch Hamolyse

Um Interferenzen durch Hamolyse zu untersuchen, wurden gepoolte Serumproben mit
selbst hergestellten Hamolysat in unterschiedlichen Konzentrationen versetzt und
anschlieend die MIA Konzentration bestimmt, um Messabweichungen zu erkennen
(siehe Abschnitt 2.3.1). In Tabelle 3 sind die Messergebnisse dieses Hamolyse Spike-
Versuchs dargestellt. Erkennbar sind unterschiedliche Ausgangskonzentrationen des
freien Hamoglobins zwischen 68-193 mg/l in den vier Proben nach Spike mit
NaCl 0,9 %. Nach Spike mit dem H&molysat stiegen die freien Hamoglobin
Konzentrationen schrittweise planungsgemall an. Die hdchste untersuchte
Konzentration des freien Hamoglobins betrug 4605 mg/l bei Probe 4. Die relativen MIA
Konzentration unterschieden sich bei steigender Konzentration des freien
Hamoglobins nicht =210 % verglichen mit dem NaCl 0,9 % Spike. Mit 91,1 % wurde die
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niedrigste relative MIA Konzentration, bezogen auf den Spike mit NaCl 0,9 %, bei
Probe 1 und einer freien Hamoglobin Konzentration von 1652 mg/l gemessen. Die
hdchste relative MIA Konzentration, bezogen auf den Spike mit NaCl 0,9 %, wurde bei

Probe 4 mit 102,5 % gemessen.

Tabelle 3: Absolute MIA Konzentrationen und auf den Spike mit NaCl 0,9 % normalisierte
relative MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten Hamolysaten.
Dargestellt sind Einfachmessungen.

Proben- Freies Hamoglobin Absolute MIA Relative MIA
nummer [mg/l] Konzentration Konzentration
[pg/ml] zu NaCl 0,9 % Spike [%)]

1 68 1509 100,0

(NaCl 0,9 % Spike)

879 1415 93,8

1652 1374 91,1

3095 1523 101,0

4545 1390 92,1
2 111 911 100,0

(NaCl 0,9 % Spike)

705 906 99,5

1732 872 95,8

3090 871 95,6

4495 865 95,0
3 122 751 100,0

(NaCl 0,9 % Spike)

683 748 99,5

1776 741 98,6

3230 748 99,5

4565 762 101,4
4 193 775 100,0

(NaCl 0,9 % Spike)

764 782 100,9

1894 795 102,5

3225 778 100,3

4605 787 101,5

Zusatzlich erfolgte in Abbildung 4 eine graphische Darstellung der absoluten MIA
Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten Hamolysaten. Es ist
erkennbar, dass die vier Proben bereits nach Spike mit NaCl 0,9 %, und somit bei den
niedrigsten  freien  Hamoglobin  Konzentrationen,  unterschiedliche  MIA
Konzentrationen aufwiesen. Probe 1 hatte durchwegs das héchste MIA Konzentration
Niveau. Bei Probe 1 fielen auRerdem die Schwankungen der MIA Konzentration bei
steigender Konzentration des freien Hamoglobins tendenziell etwas starker aus.
Beispielsweise betrug fur Probe 1 die niedrigste MIA Konzentration 1374 pg/ml bei

einer freien Hamoglobin Konzentration von 1652 mg/l, wohingegen die héchste MIA
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Konzentration 1523 pg/ml bei einer freien HAmoglobin Konzentration von 3095 mg/I

betrug.
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Abbildung 4: Absolute MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten
Hamolysaten. Als Ausgangswert diente ein Spike mit NaCl 0,9 %. Insgesamt zeigte sich keine
Tendenz zu abweichenden MIA Konzentrationen bei steigenden Konzentrationen des freien
Hamoglobins. Die dargestellten Messungen erfolgten als Einfachmessung.

Die Proben 2-4 hatten insgesamt niedrigere MIA Konzentrationen, die auch bei
ansteigenden Konzentrationen des freien Hamoglobins kaum schwankten. Insgesamt
konnte keine Tendenz zu abweichenden MIA Konzentrationen nach Zugabe des
Hamolysats festgestellt werden.

3.1.5 Interferenz durch lkterie

Um Interferenzen durch ikterische Proben zu untersuchen, wurden gepoolte
Serumproben mit direktem Bilirubin Standard in unterschiedlichen Konzentrationen
versetzt und anschliel3end die MIA Konzentration bestimmt, um Messabweichungen
zu erkennen (siehe Abschnitt 2.3.2). In Tabelle 4 sind die Messergebnisse dieses
Ikterie Spike-Versuchs dargestellt. Die Ausgangskonzentrationen des direkten
Bilirubins lagen in allen vier Proben nach Spike mit Aqua in einem Bereich bis maximal
0,2 mg/dl. Nach Spike mit den unterschiedlich konzentrierten Bilirubinkonjugat Ditaurat

Dinatriumsalz Losungen zeigte sich ein planungsgemaéaler Anstieg der Konzentration
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des direkten Bilirubins. Dabei betrug die hochste untersuchte Konzentration des
direkten Bilirubins 43,9 mg/dl bei Probe 7. Die relativen MIA Konzentrationen
schwankten bei steigenden Konzentrationen des direkten Bilirubins zwischen 115,2 %
(Probe 5, direktes Bilirubin=6,2mg/dl) und 94,8% (Probe 6, direktes
Bilirubin = 2,9 mg/dl) der MIA Konzentration des Spikes mit Aqua.

Tabelle 4: Absolute MIA Konzentrationen und auf den Spike mit Aqua normalisierte relative
MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten Bilirubinkonjugat Ditaurat
Dinatriumsalz Losungen. Dargestellt sind Einfachmessungen.

Proben- Direktes Bilirubin Absolute MIA Relative MIA
nummer [mg/dl] Konzentration Konzentration
[pg/ml] zu Agqua Spike [%]

5 < 0,1 (Aqua Spike) 861 100,0

0,3 939 109,1

3,2 932 108,2

6,2 991 115,2

19,2 949 110,2

41,7 909 105,6
6 0,1 (Aqua Spike) 651 100,0

0,3 701 107,6

2,9 617 94,8

6,1 634 97,3

18,7 650 99,8

41,4 660 101,4
7 0,2 (Aqua Spike) 1404 100,0

0,4 1374 97,8

3,3 1372 97,7

6,7 1466 104,4

19,8 1386 98,7

43,9 1437 102,3
8 0,2 (Aqua Spike) 952 100,0

0,4 947 99,5

3,5 929 97,5

7,0 909 95,5

20,8 929 97,5

41,6 918 96,4

In Abbildung 5 sind zusatzlich die absoluten MIA Konzentrationen nach Spike mit
unterschiedlich konzentrierten Bilirubinkonjugat Ditaurat Dinatriumsalz Ldsungen

graphisch dargestellt.
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Abbildung 5: Absolute MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten
Bilirubinkonjugat Ditaurat Dinatriumsalz Lésungen. Als Ausgangswert diente ein Spike mit
Aqua. Die MIA Konzentrationen schwankten bei steigenden Konzentrationen des direkten
Bilirubins um den Ausgangswert. Die dargestellten Messungen erfolgten als Einfachmessung.

Es ist erkennbar, dass Probe 7 das hochste und Probe 6 das niedrigste MIA
Konzentration Niveau aufwies. Das Niveau der MIA Konzentration von Probe 5 und
Probe 8 lag zwischen den beiden anderen Proben. Mit steigenden direkten Bilirubin
Konzentrationen schwankten die MIA Konzentrationen bei allen Proben um den

Ausgangswert, wobei diese Schwankungen keinem erkennbaren Muster folgten.
3.1.6 Interferenz durch Lipamie

Um Interferenzen durch lipdmische Proben zu untersuchen, wurden gepoolte
Serumproben mit Lipofundin MCT 20 % in unterschiedlichen Konzentrationen versetzt
und anschlieend die MIA Konzentration bestimmt, um Messabweichungen zu
erkennen (siehe Abschnitt 2.3.3). In Tabelle 5 sind die Messergebnisse dieses Lipamie
Spike-Versuchs dargestelit. Es wurden unterschiedliche Triglyzerid
Ausgangskonzentrationen zwischen 96-162 mg/dl in den vier Proben nach Spike mit
Aqua festgestellt. Davon ausgehend stiegen die gemessenen Triglyzerid
Konzentrationen nach Spike mit ansteigend konzentrierten Lipofundin MCT 20 %
Emulsionen planungsgemal an. Die héchste untersuchte Triglyzerid Konzentration

betrug 4298 mg/dl bei Probe 10. Da fir lipamische Proben eine schlechte Korrelation
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zwischen Triglyzerid Konzentration und Probentribung beschrieben ist [67-69],
wurden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich die Lipamie-Indices des cobas c503
Analysemoduls bestimmt. Diese Lipamie-Indices basieren auf Extinktionsmessungen
und sollen helfen den Tribungsgrad besser einschatzen zu kénnen [67—-69]. Die
parallele Begutachtung der am cobas ¢503 Analysemodul gemessenen
Lipamie-Indices zeigte nach Spike mit ansteigend konzentrierten Lipofundin
MCT 20 % Emulsionen entsprechend ansteigende Werte. Dabei lagen die
gemessenen Lipamie-Indices im Bereich 10-884. Es bestand eine signifikant positive
Korrelation zwischen der Triglyzerid Konzentration und dem
LipAmie-Index (p=0,986; p<0,001; n=24). Die relativen MIA Konzentrationen
schwankten bei steigenden Triglyzerid Konzentrationen zwischen 94,5-105,6 % der
MIA Konzentration des Spikes mit Aqua, und wichen somit in keinem Fall 210 % vom
Spike mit NaCl 0,9 % ab.

Tabelle 5: Absolute MIA Konzentrationen und auf den Spike mit Aqua normalisierte relative
MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten Lipofundin MCT 20 %
Emulsionen. Dargestellt sind Einfachmessungen.

Proben- Triglyzeride Lipamie- Absolute MIA Relative MIA
nummer [mg/dl] Index Konzentration Konzentration
[pg/ml] zu Aqua Spike [%]

9 96 (Aqua Spike) 10 886 100,0

150 20 869 98,1

354 58 905 102,2

598 102 888 100,3

2287 423 882 99,6

4087 809 891 100,6
10 162 (Aqua Spike) 10 841 100,0

217 20 827 98,3

417 61 795 94,5

668 114 832 98,9

2320 447 805 95,8

4298 884 832 98,9
11 159 (Aqua Spike) 11 895 100,0

213 23 850 95,0

416 61 862 96,3

673 122 862 96,3

2254 420 890 99,4

4229 847 874 97,7
12 161 (Aqua Spike) 14 827 100,0

219 23 870 105,3

425 63 829 100,3

665 120 873 105,6

2388 453 807 97,6

4284 858 794 96,0
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In Abbildung 6 sind zusatzlich die absoluten MIA Konzentrationen nach Spike mit
unterschiedlich  konzentrierten Lipofundin MCT 20 % Emulsionen graphisch

dargestellt.
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Abbildung 6: Absolute MIA Konzentrationen nach Spike mit unterschiedlich konzentrierten
Lipofundin MCT 20 % Emulsionen. Als Ausgangswert diente ein Spike mit Aqua. Insgesamt
zeigte sich keine Tendenz zu abweichenden MIA Konzentrationen bei steigenden Triglyzerid
Konzentrationen. Die dargestellten Messungen erfolgten als Einfachmessung.

Die Serum MIA Konzentrationen lagen in diesem Versuch bei allen vier Proben auf
einem ahnlichen Niveau zwischen 794-905 pg/ml. Mit steigenden Triglyzerid
Konzentrationen schwankten die MIA Konzentrationen bei allen Proben leicht um den
Ausgangswert, wobei diese Schwankungen keinem erkennbaren Muster folgten.
Insgesamt konnte keine Tendenz zu abweichenden MIA Konzentrationen nach

Zugabe der Lipofundin MCT 20 % Emulsion festgestellt werden.
3.2 Einflisse des Testverfahrens auf die Messung der MIA Konzentration

Zunachst sollten die analytischen Leistungsmerkmale der Préazision und Richtigkeit
des R&D MIA ELISA erfasst werden (Tabelle 6).
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Tabelle 6: Intra- und Inter-Assay Prazision und Richtigkeit des Quantikine ELISA Human MIA
Immunoassay (R&D Systems Inc., USA) unter Verwendung 6 gepoolter Serum Proben und
der drei Quantikine ELISA Kit Controls (R&D Systems Inc., USA). Intra-Assay Ergebnisse
basieren auf MIA Einfachmessungen (n=5) innerhalb eines Analysenlaufs. Inter-Assay
Ergebnisse basieren auf MIA Einfachmessungen (Serum Proben) (n=5) bzw. Mittelwerten aus
Duplikaten  (Kontrollen)  (n=12) verschiedener  Analysenlaufe. MW=Mittelwert,
SD=Standardabweichung, VK=Variationskoeffizient.

Serum Probe Kontrolle

1 2 3 4 ) 6 Niedrig Mittel Hoch
Intra-Assay 523 574 1183 1158 2279 2224 182 341 664
MW [pg/ml]
Intra-Assay 10,2 7,9 26,0 26,9 383 809 81 6,2 31,7
SD [pg/ml]
Intra-Assay 1,9 1,4 2,2 2,3 1,7 3,6 4,5 1,8 4,8
VK [%]
Intra-Assay 10,2 6,2 55
relative
Unrichtigkeit
[%]
Inter-Assay 537 588 1219 1214 2293 2236 180 339 655
MW [pg/ml]
Inter-Assay 35,1 30,3 41,9 45,7 66,9 1054 10,1 13,0 24,1
SD [pg/ml]
Inter-Assay 6,5 51 3.4 3,8 29 4,7 5,6 3,8 3,7
VK [%]
Inter-Assay 9,0 5,6 4,1
relative
Unrichtigkeit
[%]

Hierzu wurden 6 gepoolte Serum Proben und die drei Quantikine ELISA Kit Controls
verwendet. Die Serum Proben lagen planungsgemalf auf drei unterschiedlichen MIA
Konzentrationsniveaus. Eine finffache MIA Konzentrationsbestimmung dieser Serum
Proben innerhalb eines Analysenlaufs erbrachte Intra-Assay Variationskoeffizienten
von 1,4-3,6 %. Fir die drei Kontrollen lagen die Intra-Assay Variationskoeffizienten bei
1,8-4,8 % (n=5) und die relative Unrichtigkeit bei 5,5-10,2 % (n=>5).

Zwischen verschiedenen Analysenlaufen erbrachten die Messungen der Serum
Proben Inter-Assay Variationskoeffizienten von 2,9-6,5 % (n=5). Fur die drei Kontrollen
lagen die Inter-Assay Variationskoeffizienten bei 3,7-5,6 % (n=12) und die relative
Unrichtigkeit bei 4,1-9,0 % (n=12).

Die relative Unrichtigkeit der Kontrollen war sowohl innerhalb als auch zwischen
verschiedenen Analysenlaufen fir die niedrige Kontrolle am starksten ausgepragt, und
fiel mit steigenden MIA Konzentrationen der Kontrollen schrittweise ab. An
1 von 12 Inter-Assay Analysenlaufen lag die mittlere MIA Konzentration der niedrigen
Kontrolle mit 208 pg/ml leicht oberhalb des herstellerseitigen Zielbereichs
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(x 3 Standardabweichungen: 125-204 pg/ml). Ansonsten lagen alle
Kontrollmessungen innerhalb der herstellerseitigen Zielbereiche.

Nachfolgend sollte ein Vergleich zu dem ebenfalls kommerziell erhaltlichen
Roche MIA ELISA erfolgen, um testabhangige Unterschiede in der Quantifizierung der
Serum MIA Konzentration zu untersuchen. In Tabelle 7 sind die vergleichend
gemessenen Roche MIA Konzentrationen [pg/ml] und R&D MIA
Konzentrationen [pg/ml] dargestellt. Die MIA Konzentrationen des Roche MIA ELISA
lagen im Bereich 4500-14200 pg/ml (MD=9300 pg/ml; MW=9705 + 2606 pg/ml). Die
MIA Konzentrationen des R&D MIA ELISA lagen im Bereich 770-1677 pg/ml
(MD=1231 pg/ml; MW=1212 £ 256 pg/ml).

Tabelle 7: Serum MIA Konzentrationen der vergleichenden Messungen des R&D (Quantikine

ELISA Human MIA Immunoassay (R&D Systems Inc., USA)) und Roche (human MIA ELISA
(Roche Diagnostics GmbH, Deutschland)) ELISA (n=19). Dargestellt sind Einfachmessungen.

Probennummer Roche MIA R&D MIA
1 9300 1086
2 12100 1296
3 8600 1217
4 14200 1677
5 8700 1038
6 5500 770
7 10700 1231
8 7000 909
9 8000 985
10 11400 1327
11 4500 827
12 8500 1009
13 12200 1367
14 13400 1628
15 7700 1146
16 12200 1490
17 8900 1252
18 10200 1285
19 11300 1494

Die vergleichend gemessenen Roche und R&D MIA Konzentrationen wurden
zusatzlich in einem Streudiagramm graphisch dargestellt, wobei sich bereits visuell ein
linearer Zusammenhang zeigte (Abbildung 7). Die Untersuchung der Pearson Produk-
Moment Korrelation zeigte, dass die R&D MIA Konzentration [pg/ml] signifikant positiv
mit der Roche MIA Konzentration [pg/ml] korrelierte (r=0,938; p<0,001; n=19). In
Abbildung 7 ist aulRerdem die Passing-Bablok-Regressionsgerade visuell dargestellt.

Die Messungen verteilen sich ohne starke Ausreil3er um diese Regressionsgerade.
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Abbildung 7: Streudiagramm und Passing-Bablok-Regression der vergleichend mittels R&D
(Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay (R&D Systems Inc., USA)) und Roche (human
MIA ELISA (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland)) ELISA bestimmten Serum MIA
Konzentrationen (n=19). Die R&D und Roche MIA Konzentrationen korrelierten signifikant
positiv  (r=0,938; p<0,001). Die Passing-Bablok-Regression wird durch die Formel
R&D MIA [pg/ml] = 262 pg/ml + 0,09*(Roche MIA [pg/ml]) beschrieben.

Durch Passing-Bablok-Regression konnte die Formel der Regressionsgerade mit
R&D MIA [pg/ml] = 262 pg/ml + 0,09*(Roche MIA [pg/ml]) bestimmt werden. Das
95 % Konfidenzintervall (KI) des Achsenabschnitts betrug 128-444 pg/ml. Das
95 % KI der Steigung betrug 0,077-0,112.

Auffallend ist zudem die deutlich unterschiedliche Wertelage der gemessenen MIA
Konzentrationen in Abhangigkeit des verwendeten MIA ELISA. So verlauft die
Passing-Bablok-Regressionsgerade mit der Steigung 0,09 deutlich flacher als die
Gleichheitsgerade, was zeigt, dass der Roche MIA ELISA im untersuchten
Konzentrationsbereich deutlich hohere MIA Konzentrationen misst als der
R&D MIA ELISA. Um diese Erkenntnis weiter zu visualisieren erfolgte eine

ergdnzende Darstellung im Bland-Altman-Diagramm (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Bland-Altman-Diagramm mit absoluten (A) und relativen (B) Differenzen der
mittels R&D (Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay (R&D Systems Inc., USA)) und
Roche (human MIA ELISA (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland)) ELISA bestimmten
Serum MIA Konzentrationen gegenuber der gemittelten MIA Konzentration beider Tests
(n=19). Im Mittel lagen die Roche MIA Konzentrationen 8493 pg/ml (A), beziehungsweise
87 % (B), Uber den R&D MIA Konzentrationen. Die absoluten und relativen Differenzen
erhdhten sich im untersuchten Konzentrationsbereich tendenziell linear mit steigenden
gemittelten MIA Konzentrationen.

Im Bland-Altman-Diagramm lagen die Roche MIA Konzentrationen im Mittel
8493 pg/ml, beziehungsweise 87 %, Uber den R&D MIA Konzentrationen. Zudem
erhohten sich im untersuchten Konzentrationsbereich die absoluten Differenzen mit
steigenden gemittelten MIA Konzentrationen linear (Abbildung 8: A). Zur weiteren
Beurteilung wurde das Bland-Altman-Diagramm mit relativen Differenzen
herangezogen (Abbildung 8: B). Auch hier zeigte sich, in geringerer Auspragung, eine

lineare Tendenz zu hoéheren relativen Differenzen mit steigenden gemittelten MIA
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Konzentrationen. Um die beiden Methoden auch im Bereich extrem hoher MIA
Konzentrationen zu vergleichen wurde aufRerdem eine einzelne Probe mit extrem
hoher MIA Konzentration mit beiden MIA ELISA einmalig gemessen. Es wurde
Roche MIA = 798400 pg/ml und R&D MIA = 85505 pg/ml bestimmt. Bei dieser extrem
hohen MIA Konzentration lag die Roche MIA Konzentration somit 89 % Uber der R&D
MIA Konzentration, und dementsprechend in der gleichen Grél3en6rdnung wie im

niedrigeren Wertebereich.
3.3 Indirekt bestimmte laborinterne Serum MIA Referenzbereiche
3.3.1 Deskriptive Statistik des laborinternen Serum MIA Datensatzes

Die deskriptive Statistik des zur indirekten MIA Referenzbereich Berechnung

verwendeten Datensatzes ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik der laborintern im Zeitraum 05.09.2018-06.04.2022 mittels
Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay (R&D Systems Inc., USA) bestimmten Serum
MIA Konzentrationen. Fir jede gemessene Person wurde lediglich die erste gemessene MIA
Konzentration verwendet. Es wurden nur Personen im Alter 218 Jahre eingeschlossen.
SD=Standardabweichung.

Geschlecht  Alter \ MIA MIA MIA MIA MIA MIA
[Jahre] Modus Mittelwert Median SD Minimum Maximum
[pg/ml] _[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
alle 218 2147 875 1152 932 2332 145 71553
mannlich =18 1079 886 1129 936 1940 145 56386
weiblich 218 1068 860 1176 930 2671 221 71553
Der Gesamtdatensatz bestand aus N=2147 erstmaligen MIA

Konzentrationsmessungen bei Personen 218 Jahre. Davon wurden 1079 Messungen
(50,3 %) bei mannlichen Personen und 1068 Messungen (49,7 %) bei weiblichen
Personen durchgefiihrt. Der MD der MIA Konzentration lag im Gesamtdatensatz
bei 932 pg/ml. Zwischen mannlichen (936 pg/ml) und weiblichen (930 pg/ml)
Personen bestand nur ein geringfligiger Unterschied der medianen MIA Konzentration.
Im Gesamtdatensatz lag die niedrigste gemessene MIA Konzentration bei 145 pg/ml,
wohingegen die hdchste gemessene MIA Konzentration 71553 pg/ml betrug.

In einer graphischen Darstellung der  Altersverteilung der MIA
Konzentrationsmessungen (Abbildung 9) war erkennbar, dass im Anfangs- und
Endbereich  des  eingeschlossenen  Alters  tendenziell weniger MIA
Konzentrationsmessungen vorlagen. Eine Ausnahme bildeten 11 Messungen bei

mannlichen Person im Alter von 19 Jahren, wodurch graphisch im Anfangsbereich
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eine Spitze imponierte. Der Grof3teil der Messungen wurde bei beiden Geschlechtern
im Alter zwischen 45 und 80 Jahren durchgefiihrt. Ungefahr ab dem 80. Lebensjahr
kam es zu einem raschen Abfall der Anzahl an MIA Konzentrationsmessungen. Es
bestanden leichte Altersunterschiede zwischen Gesamtdatensatz (MD=63 Jahre;
MW=62 * 15 Jahre), mannlichem Datensatz (MD=65 Jahre; MW=63 * 14 Jahre) und
weiblichem Datensatz (MD=60 Jahre; MW=60 * 15 Jahre).
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Abbildung 9: Altersverteilung der laborinternen Serum MIA Konzentrationsmessungen im
Zeitraum 05.09.2018-06.04.2022 fir weibliche (griin) (N=1068) und mannliche (blau)
(N=1079) Personen =18 Jahre. Fir jede gemessene Person wurde lediglich die erste
gemessene MIA Konzentration verwendet. Der Grof3teil der Messungen wurde bei beiden
Geschlechtern im Alter zwischen 45 und 80 Jahren durchgefihrt.

Es folgte eine visuelle Prifung des Verlaufs der altersabhangigen 25., 50. und
75. Perzentile der MIA Konzentration (Abbildung 10). Dabei liel3 sich visuell keine
Tendenz zu einer Altersabhangigkeit der medianen MIA Konzentration erkennen. Im
Anfangs- und Endbereich des eingeschlossenen Alters liel3en sich jedoch bei geringen
Fallzahlen starkere Schwankungen der 25., 50. und 75. Perzentile feststellen, wodurch
in diesen Altersgruppen eine Aussage zur Altersabhangigkeit eingeschrénkt ist.
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Abbildung 10: 25. Perzentile (grun), 50. Perzentile (blau) und 75. Perzentile (rot) der Serum
MIA Konzentration in Abhangigkeit vom Alter. Erfasst sind Messungen mannlicher und
weiblicher Personen 218 Jahre im Zeitraum 05.09.2018-06.04.2022 (N=2147). Fir jede
gemessene Person wurde lediglich die erste gemessene MIA Konzentration verwendet. Es
lie3 sich visuell keine Altersabhéngigkeit der medianen MIA Konzentration erkennen, wobei
im Anfangs- und Endbereich des eingeschlossenen Alters bei geringen Fallzahlen starkere
Schwankungen der Perzentilen auftraten.

Um die Frage nach einer Altersabhangigkeit der MIA Konzentration statistisch zu
untersuchen, erfolgte ergéanzend eine Einteilung des gesamten Datensatzes in die
Altersgruppen 18-30 Jahre (n=62), 31-60 Jahre (n=915) und >60 Jahre (n=1170). Die
Einteilung in diese Altersgruppen sollte eine gute Vergleichbarkeit mit einer
vorausgehenden Publikation erméglichen, in der ahnliche Altersgruppen gebildet
wurden [9]. Die MIA Konzentrationen betrugen in den Altersgruppen 18-30 Jahre
(MD=1061 pg/ml, MW=1058 + 34 pg/ml), 31-60 Jahre (MD=898 pg/ml;
MW=1053 + 81 pg/ml) und >60 Jahre (MD=957 pg/ml; MW=1235 = 67 pg/ml). Die
Verteilung der MIA Konzentrationen unterschied sich im Kruskal-Wallis-Test zwischen
den Altersgruppen (p<0,001). In den nachfolgenden Post-hoc-Tests ergaben sich
signifikante Unterschiede zwischen den Altersgruppen 18-30 Jahre und 31-60 Jahre
(p<0,001), sowie zwischen 31-60 Jahre und >60 Jahre (p<0,001). Die Effektstarke
wurde zwischen den Gruppen 18-30 Jahre und 31-60 Jahre mit r=0,12 berechnet, und
zwischen den Gruppen 31-60 Jahre und >60 Jahre mit r=0,14. Zwischen den
Altersgruppen 18-30 Jahre und >60 Jahre bestand kein signifikanter Unterschied
(p=0,305).
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3.3.2 Laborinterne Verteilungsmuster und indirekt bestimmte Referenzbereiche der

Serum MIA Konzentration

Zunachst erfolgte eine graphische Darstellung der monatlichen MD der Serum MIA
Konzentration Gber den gesamten Auswertungszeitraum um eine Beeinflussung der
indirekten Referenzbereich Bestimmung durch Assay bedingte Verschiebungseffekte
oder Veranderungen im Kollektiv der Patientinnen zu beurteilen (Abbildung 11). Dabei
lieBen sich Schwankungen des monatlichen MD und der angepassten Glattungskurve
des monatlichen MD feststellen. Das 95 % KI der angepassten Glattungskurve lag im
anfanglichen Abschnitt tendenziell Gber dem gesamt MD (MIA =932 pg/ml) und
wechselte gegen Ende 2019 in einen Bereich unterhalb des gesamt MD. Dieser
Verlauf kann auf eine Chargenabhéangigkeit oder Veranderungen im Kollektiv der

Patientlnnen hindeuten.
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Abbildung 11: Darstellung des monatlichen Medians (MD) der Serum MIA Konzentration aller
Personen im Alter 218 Jahre im Zeitraum 05.09.2018-06.04.2022 (N=2147). Die geschéatzten
Regressionskurven basieren auf einem verallgemeinerten additiven Modell. Uber den
gesamten Zeitraum konnten Schwankungen des monatlichen MD festgestellt werden.
Schwarze Kreuze=monatlicher MD. Rote Linie=MD gesamt. Blaue gestrichelte
Linie=angepasste Glattungskurve des monatlichen MD. Blaue gepunktete Linien=95 %
Konfidenzintervall der angepassten Glattungskurve des monatlichen MD.

Nachfolgend wurde das Verteilungsmuster der erstmalig gemessenen Serum MIA
Konzentrationen graphisch beurteilt (Abbildung 12). Es erfolgte sowohl die Darstellung
des gesamten Verteilungsmusters (Abbildung 12 A) als auch der nach Geschlecht
partitionierten Verteilungsmuster (Abbildung 12 B/C).

Im Gesamtdatensatz (Abbildung 12 A) zeigte die geschatzte
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion eine linkssteile  Verteilung. Ungefahr bei
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MIA = 1200 pg/ml lie3en sich im Abwartsverlauf leichte UnregelmafRiigkeiten erkennen,
welche durch das RLE Programm als pathologische Werte geschatzt wurden
(Abbildung 12 A -rote Kurve). Im weiteren Verlauf zeigte sich ungefahr bei
MIA = 1600 pg/ml ein zuséatzlicher niedrigerer Gipfel der ebenfalls als pathologisch
eingestuft wurde. Die geschatzte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fir nicht-
pathologische  Werte  (Abbildung 12 A-grine Kurve) orientierte  sich

erwartungsgemal am Hauptgipfel der Verteilung.
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Abbildung 12: Geschatzte Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fir nicht-pathologische Werte
(grine Kurve), pathologische Werte (rote Kurve) und den gesamten Datensatz (blau
gestrichelte Kurve) fur alle (A) (N=2147), mannliche (B) (N=1079) und weibliche (C) (N=1068)
Personen im Alter 218 Jahre. Die grinen Zahlen stellen die 2,5. und 97,5. Perzentile der
geschéatzten Verteilung nicht-pathologischer Werte dar.
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Bei Messungen von Mannern (Abbildung 12 B) zeigten die geschéatzten
Wabhrscheinlichkeitsdichtefunktionen ahnliche Verlaufe wie im Gesamtdatensatz. Dies
war insbesondere daran erkennbar, dass in beiden Varianten UnregelméaRigkeiten im
Abwartsverlauf und ein zusatzlicher niedrigerer Gipfel ersichtlich waren.

Bei Frauen hingegen war der auf den Hauptgipfel folgende Abwartsverlauf tendenziell
gleichmagiger (Abbildung 12 C). Ein zusatzlicher niedrigerer Gipfel konnte nicht
eindeutig identifiziert werden. Dementsprechend fiel auch die geschéatzte
Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion fur pathologische Werte (Abbildung 12 C - rote
Kurve) nicht so ausgepragt aus wie im mannlichen und gesamten Datensatz. Die
geschatzte  Wabhrscheinlichkeitsdichtefunktion ~ fir  nicht-pathologische  Werte
(Abbildung 12 C - grine Kurve) fiel jedoch bei der nach weiblichem Geschlecht
partitionierten Variante breiter aus, wodurch die 97,5. Perzentile hoher lag. Aul3erdem
liel3 sich visuell erkennen, dass bei der nach weiblichem Geschlecht partitionierten
Variante die Verteilung der geschéatzten nicht-pathologischen Werte leicht nach links
verschoben war.

Die Ergebnisse der indirekt berechneten Serum MIA Referenzbereiche sind in Tabelle

9 dargestellt.

Tabelle 9: Indirekt berechnete laborinterne Referenzbereiche der mittels Quantikine ELISA
Human MIA Immunoassay (R&D Systems Inc., USA) bestimmten Serum MIA Konzentration.
Kl=Konfidenzintervall. P=geschatzter Anteil nicht-pathologischer Werte an der gesamten
Stichprobe.

Geschlecht 2,5. 97,5. 90% KI 90% KI Modus P
Perzentile Perzentile der 2,5. der 97,5. [pg/ml]
MIA MIA Perzentile Perzentile
[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]
alle 218 2147 579 1154 559-619 1120- 886 0,71
1418
méannlich 218 1079 602 1144 558-634 1100- 884 0,69
1388
weiblich =218 1068 589 1406 535-614 1090- 848 0,90
1450

Die Berechnung erfolgte nur flir Personen 218 Jahre, da in der Altersgruppe <18 Jahre
nur 10 erstmalige MIA Konzentrationsbestimmungen vorlagen. Statistisch wurde auch
die 2,5. Perzentile berechnet, wobei dieser nur aus informativen Griinden dargestellt
wurde, denn bei Tumormarkern basiert der Referenzbereich tblicherweise nur auf der
97,5. Perzentile [46,70,71]. Der gemeinsame MIA Referenzbereich fir Personen
218 Jahre wurde mit MIA <1154 pg/ml (90% KI = 1120-1418 pg/ml) berechnet. Eine

weitere Partitionierung nach Geschlecht erbrachte fur mannliche Personen 218 Jahre
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einen Referenzbereich (MIA <1144 pg/ml) der sich nur geringfligig vom gemeinsamen
Referenzbereich unterschied. Allerdings lag der fur weibliche Personen =18 Jahre
partitionierte Referenzbereich (MIA <1406 pg/ml) héher. Im Mann-Whitney-U-Test
ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede der Serum MIA Konzentration
zwischen mannlichen (mittlerer Rang =1083,78) und weiblichen (mittlerer
Rang = 1064,12) Personen 218 Jahre (p=0,463).

In Tabelle 9 sind zusatzlich die 90 % KI der Referenzbereiche angegeben. Die Breite
dieser 90 % Kl betrug 26 % (gemeinsam), 25 % (méannlich) und 26 % (weiblich) des
jeweiligen Referenzbereichs. Erganzend ist zu erwdhnen, dass der geschatzte Anteil
nicht-pathologischer Werte fir den gemeinsamen (71 %) und mannlichen (69 %)

Datensatz niedriger lag als im weiblichen Datensatz (90 %).
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4 DISKUSSION

4.1 Stabilitat des MIA Proteins im Serum

Die Stabilitat eines zu untersuchenden Analyten in der Probenmatrix ist wesentlich fur
die labordiagnostische Qualitatssicherung der praanalytischen Phase [40,72]. Der
Begriff Stabilitdt kann in diesem Zusammenhang definiert werden als Erhaltung der
physikochemischen Eigenschaften des Analyten im zeitlichen Verlauf [72]. Um die
Stabilitat zu bestimmen, muss zunachst die maximal zulassige Instabilitat definiert
werden, das heil3t welche relative Messabweichung vom Ausgangswert maximal
zugelassen wird [40,72]. Darauf basierend wird die Stabilitatsgrenze festgelegt,
entsprechend dem Zeitpunkt unter bestimmten Lagerungsbedingungen, zu dem diese
maximal zulassige Instabilitdt bzw. Messabweichung erreicht ist [40,72]. Da zum MIA
Protein in den relevanten Richtlinien [73] keine Angabe gemacht wird, wurde als
maximal zulassige Instabilitat eine 10 % Abweichung von der Ausgangskonzentration
zugrunde gelegt [40].

Demnach war das Serum MIA Protein in der vorliegenden Arbeit fir maximal 1 Tag bei
Raumtemperatur stabil. Nach 2 Tagen bei Raumtemperatur wich die mittlere MIA
Konzentration bereits >10 % vom Ausgangswert ab, und tberschritt somit die zuvor
definierte maximal zulassige Instabilitat. Fir einen Probenversand oder eine
langfristige Probenlagerung deuten die Ergebnisse der vorliegend Arbeit, im Zeitraum
von 14 Tagen, auf eine ausreichende Stabilitit des MIA Proteins Dbei
Kuhlschranktemperatur (4-6 °C) und -20 °C hin. Ergénzend ist zu erwahnen, dass die
Ausgangskonzentrationen der Stabilitdtsversuche (MD=988 pg/ml) tendenziell in der
Néhe der Grenze des gemeinsamen Serum MIA Referenzbereichs (MIA <1154 pg/ml)
(siehe Abschnitt 3.3.2) lagen. Dies ist vorteilhaft einzustufen, denn die Stabilitat kdnnte
durch die Analytkonzentration beeinflusst werden [74], weshalb Stabilitdtsversuche im
Konzentrationsbereich nahe der klinischen Entscheidungsgrenze stattfinden sollten
[72].

Die vorliegenden Ergebnisse der Stabilitdtsversuche sind mit einer Studie von
Djukanovic et al. (2001) vereinbar, in der unter anderem die MIA Stabilitat nach
dreistindiger Lagerung bei Raumtemperatur oder 4 °C untersucht wurde [75]. Dabei
wurden 324 Blutproben von 50 Personen mit AJCC Stadium IV Melanom verwendet,

und die Messung der MIA Konzentrationen erfolgte mittels Roche MIA ELISA (Roche
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Diagnostics GmbH, Deutschland) [75]. In der genannten Arbeit konnten keine
statistisch signifikanten Veranderungen der MIA Konzentration in Serum- oder
Vollblutproben nach dreistiindiger Lagerung bei Raumtemperatur oder 4 °C
festgestellt werden [75]. Weitere publizierte Daten zur MIA Stabilitét bei Lagerung Gber
3 Stunden, oder zur gefrorenen Lagerung, bestanden bisher nach bestem Wissen
nicht.

Von klinischer Relevanz im Rahmen der Melanom Diagnostik durfte jedoch auch ein
Vergleich der Stabilitét des MIA Proteins mit dem etablierten Tumormarker S100B sein
[75]. Djukanovic et al. (2001) sahen beispielsweise in ihrer zuvor erwdhnten Arbeit,
dass Serum- und Vollblutproben nach dreistindiger Lagerung bei Raumtemperatur im
Vergleich zur sofortigen Messung statistisch signifikant hohere S100B
Konzentrationen aufwiesen [75]. Zu anderen Ergebnissen kam eine Arbeit von
Raabe et al. (2003), in der nach bis zu 24 Stunden keine signifikanten Unterschiede
der S100B Konzentration zwischen Lagerung bei Raumtemperatur und 4 °C
festgestellt wurden [76]. Fur den Elektrochemilumineszenz-Immunoassay Elecsys
S100 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) wird jedoch herstellerseitig eine
Stabilitat des Serums von 8 Stunden bei 20-25 °C, 2 Tage bei 2-8 °C und 3 Monate
bei -20 °C angegeben [77]. Richtet man sich unter Verwendung des Elecsys S100
Assays nach den Herstellerangaben, so ware MIA gegeniber S100B bei
Raumtemperatur  tendenziell etwas langer stabil. Insbesondere  bei
Kihlschranktemperatur hatte MIA jedoch gegeniber der herstellerseitig angegebenen
S100B Stabilitat einen Vorteil, denn in der vorliegenden Arbeit konnte fir MIA eine
Stabilitat bei 4-6 °C von mindestens 14 Tagen festgestellt werden. Bei diesem
Vergleich muss allerdings einschrankend bedacht werden, dass die herstellerseitig
angegebene Probenstabilitat des Elecsys S100 Assays mdoglicherweise auf einem
anderen Versuchsaufbau und abweichenden Stabilitatskriterien basiert.

Bezuglich der Stabilitdt nach Einfrier-Auftau Vorgédngen wurde in der vorliegenden
Arbeit nach dreimaliger Wiederholung eines Einfrier-Auftau Zyklus keine signifikante
Beeinflussung der MIA Konzentration festgestellt, was in medizinischen Laboratorien
von Vorteil ist. Vergleicht man dies mit der S100B Bestimmung, so wurde fur S100B
in einer vorausgehenden Arbeit nach einem Einfrier- und Auftauvorgang ebenfalls
keine Beeinflussung der Konzentration gegeniber einer sofortigen Messung
festgestellt [76]. Herstellerseitig wird fur den Elektrochemilumineszenz-Immunoassay

Elecsys S100 sogar angegeben, dass funfmaliges Einfrieren maoglich sei [77].
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Hinsichtlich der Stabilitdt nach Einfrier-Auftau Vorgangen scheinen sich MIA und
S100B offensichtlich nicht relevant voneinander zu unterscheiden.

Zusammenfassend kann hinsichtlich der Probenstabiltat empfohlen werden die Serum
MIA Konzentration bei Raumtemperatur innerhalb eines Tages zu messen. Ein

herkdbmmlicher Probenversand ist jedoch nur gekihlt oder gefroren zu empfehlen.
4.2 Interferenzanfalligkeit der MIA Konzentrationsmessung

In der medizinischen Labordiagnostik kénnen Hamolyse, Ikterie und Lipamie zu
Interferenzen fuhren [39,56,57]. Dabei geht man bei Analyten wie dem MIA Protein, zu
denen in den relevanten Richtlinien [73] keine Angaben gemacht werden, von einer
klinisch relevanten Interferenz aus, wenn die Messung =10 % von der ungestérten
Messung abweicht [40]. Diese Definition einer relevanten Interferenz wurde in der
vorliegenden Arbeit — auch in Anbetracht der relativ kleinen Variationskoeffizienten
des verwendeten ELISA (siehe Abschnitt 3.2) — angewandt.

Besonders haufig treten Interferenzen in hamolytischen Proben auf [38]. Dabei gibt es,
neben vielfaltigen in vivo Ursachen, auch eine Reihe an praanalytischen Faktoren, die
eine Hamolyse beglnstigen und somit die Labordiagnostik stéren [78]. Besonders
haufig wird im Rahmen der Praanalytik eine zu energische Blutentnahme als Ursache
der Hamolyse gefunden [78]. Aber selbst die Art des Probentransports zum Labor kann
bereits eine messbare Hamolyse verursachen [79,80]. Ein mdglicher
Stérungsmechanismus ist die Freisetzung intrazellular héher konzentrierter Analyten
nach extrazellular, wodurch die gemessene Konzentration des Analyten steigt [39,40].
Des Weiteren kommen chemische Stérungen der analytischen Methode durch die
freigesetzten intrazellularen Bestandteile, sowie Interferenzen bei optischen Methoden
durch die Farbe des Hamoglobins in Betracht [39,40]. In der vorliegenden Arbeit
zeigten freie Hamoglobin Konzentrationen bis 4605 mg/l keine Abweichungen der MIA
Konzentration 210 %, was die korrekte Bestimmung der Serum MIA Konzentration
auch in stark hamolytischen Proben ohne Interferenz ermdglicht.

Bei einem l|kterus kommt es im Rahmen einer Hyperbilirubinamie zu gelblichen
Verfarbungen von Haut, Schleimhauten, Skleren und Kérperflissigkeiten [81]. Dieses
klinische Symptom kann vielféltige differenzialdiagnostische Ursachen haben [81], und
in der medizinischen Laboratoriumsdiagnostik zu analytischen Interferenzen fihren

[56]. Als Ursache kommen spektrale und chemische Interferenzen bei der Analytik in
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Betracht [40,82]. Ein bekanntes Beispiel ist die Stoérung der Jaffé Methode zur
Kreatinin Bestimmung [83-87]. In der vorliegenden Arbeit ergaben direkte Bilirubin
Konzentrationen bis 43,9 mg/dl keine Tendenz zu gestorten Messergebnissen.
Lediglich in einer Probe kam es zu etwas ausgepragteren Schwankungen der relativen
MIA Konzentration, wobei sich dieses Phanomen in den anderen drei Proben nicht
bestatigte. Vermutlich handelt es sich um eine zuféllige Schwankung, jedoch wére in
zukunftigen Studien eine Uberprifung mit groReren Fallzahlen erstrebenswert. Zudem
sollte die Mdglichkeit bedacht werden, dass physiologisches konjugiertes Bilirubin
gegenuber dem in der vorliegenden Arbeit verwendeten direkten Bilirubin Standard
unterschiedliche Interferenzen verursachen kdnnte [87]. Jedoch ist die Verwendung
dieses direkten Bilirubin Standards fir Interferenztestungen gangig [87—89]. Neben
konjugierten  Bilirubin  kénnte  aulBerdem auch  unkonjugiertes  Bilirubin
Interferenzen - potentiell auch gegensatzlich zum konjugierten Bilirubin - verursachen
[82,90].

LipAmische Proben entstehen praanalytisch meistens durch einen unpassenden
Zeitpunkt der Blutentnahme nach einer Mahlzeit oder nach parenteraler Gabe einer
synthetischen Lipid Emulsion [91]. Weitere Ursachen lipamischer Proben sind priméare
und sekundare Hypertriglyzeridamien [57,91]. Als Stdérungsmechanismen sind
Erh6éhungen der nicht-wassrigen Phase, und Trennungseffekte zwischen polarer und
nicht-polarer Phase innerhalb der Probe moglich [69,92]. Relevant sind auch
Interferenzen durch Tribung der Probe, was besonders photometrische
Messmethoden stéren kann [69,92]. In der vorliegenden Arbeit zeigten Triglyzerid
Konzentrationen bis 4298 mg/dl, beziehungsweise am cobas c503 Analysemodul
gemessene Lipamie-Indices bis 884, keine Abweichungen der MIA Konzentration
210 %. Als StorgrolRe wurde in der vorliegenden Arbeit die Sojadél-basierte Lipid
Emulsion Lipofundin MCT 20 % verwendet. Bereits 1988 wurde in einer Arbeit von
Nanji et al. (1988) gezeigt, dass bei gleicher Triglyzerid Konzentration trotzdem
unterschiedliche Interferenz Effekte auftreten kénnen, abhangig davon ob die
Triglyzerid Konzentration durch eine kunstliche Lipid Emulsion oder menschliches
lipdmisches Serum entstand [93]. Da in der vorliegenden Arbeit ebenfalls eine
kunstliche Lipid Emulsion zur Lipamie Interferenztestung verwendet wurde, kann nicht
vollstandig ausgeschlossen werden, dass eine erkrankungsbedingt lipamische Probe
andere Interferenzen bei der Messung der MIA Konzentration verursacht [67,68,82].

Es muss jedoch bedacht werden, dass lipamische Proben in den medizinischen
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Laboratorien zumindest teilweise durch parenterale kinstliche Lipid Emulsionen
verursacht werden, und eine Testung auf diese Interferenz deshalb trotzdem sinnvoll
ist [57,94]. Fir lipamische Proben ist auRerdem bekannt, dass die Triglyzerid
Konzentration nicht gut mit der Probentriibung korreliert [67—69]. Aus diesem Grund
wurden in der vorliegenden Arbeit zusatzlich die Lipamie-Indices des cobas c503
Analysemoduls dargestellt, um den Tribungsgrad besser einschatzen zu kénnen [67—
69]. Nach Zugabe einer Lipid Emulsion wurde in der Literatur eine gute Korrelation
zwischen Triglyzerid Konzentration und Probentriibung beschrieben [67—69], was mit
den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit vereinbar ist.

Bisher bestanden nach besten Wissen keine publizierten Daten zu Stérungen des
R&D oder Roche MIA ELISA durch hamolytische, ikterische oder lipdmische Proben.
Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Ergebnisse der Interferenztestung sind
plausibel, denn bei Immunoassays sind tendenziell wenig Interferenzen durch
Hamolyse und Hyperbilirubinamie zu erwarten, und Stérungen durch lipdmische
Proben treten besonders bei der Bestimmung lipophiler Substanzen auf [95]. Generell
sind bei Immunoassays Interferenzen besonders haufig durch heterophile Antikdrper
verursacht [95-98]. Hierzu zahlen auch humane Anti-Maus-Antikorper, die besonders
bei sogenannten Sandwich Immunoassays, wie in der vorliegenden Arbeit verwendet,
zu Interferenzen fihren kdnnen [95-98]. Diese Antikérper kdnnen beispielsweise nach
therapeutischem oder diagnostischem Einsatz von monoklonalen Maus-Antikérpern
entstehen [96,99-101]. Angaben zu Pravalenzen schwanken teilweise stark, denn
diese Antikorper — insbesondere diejenigen mit anti-idiotypischer Spezifitat — sind
schwierig zu bestimmen, weil es fir sie keinen universell anwendbaren Assay gibt [96].
Derartige Interferenzen wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht und sollten
daher in zukinftigen Studien berlcksichtigt werden. AuRerdem ist zu erwahnen, dass
die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Proben MIA Konzentrationen aufwiesen,
die tendenziell - auf Basis der indirekt berechneten MIA Referenzbereiche - als
normwertig oder nur leicht erhdht einzustufen sind. Somit kann nicht auf die
Interferenzanfalligkeit bei stark erhohten MIA Konzentrationen geschlossen werden,
denn fur manche Assays wurde in der Literatur beschrieben, dass Interferenzen durch
Hamolyse abhéngig von der Analytkonzentration waren [82,102,103].
Labordiagnostisch relevant ist auch ein Vergleich zwischen der Interferenzanfalligkeit
der MIA Bestimmung gegeniber der Bestimmung des etablierten Melanom

Tumormarkers S100B. Fur die S100B Bestimmung kommen verschiedene Assays
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zum Einsatz [104]. Beispielsweise wurden fur den Elektrochemilumineszenz-
Immunoassay Elecsys S100 (Roche Diagnostics GmbH, Deutschland) herstellerseitig
bis zu den Konzentrationen Bilirubin <66 mg/dl, Hamoglobin <1000 mg/dl und
Intralipid <2000 mg/dl keine Interferenzen gefunden [77]. Da sich diese
Konzentrationen jedoch ublicherweise auf die semiquantitativen Bestimmungen der
Roche Hamolyse-, lkterie- und Lipamie-Indices beziehen, kbnnen diese Werte nicht
uneingeschrankt mit den quantitativen Messungen in der vorliegenden Arbeit
verglichen werden. Diese Herstellerangaben legen jedoch nahe, dass die S100B
Bestimmung mittels Elecsys S100 Assay bis zu relativ hohen Konzentrationen der
Hamolyse-, lkterie- und Lipamie-Storfaktoren ohne Interferenzen stattfinden kann. Im
Vergleich dazu zeigte auch der R&D MIA ELISA in der vorliegenden Arbeit bis zu
relativ. hohen Konzentrationen der StérgroRen keine Interferenzen, was in
medizinischen Laboratorien sehr vorteilhaft einzustufen ist.

Zusammenfassend liefl3 sich in der vorliegenden Arbeit nach Zugabe eines Hamolysats
(freies Hamoglobin bis 4605 mg/l), direkten Bilirubin Standards (direktes Bilirubin bis
43,9 mg/dl) und einer kinstlichen Lipidemulsion (Triglyzeride bis 4298 mg/dI, Lipamie-
Index bis 884) keine Tendenz zu Stbrungen der Serum MIA
Konzentrationsbestimmung mittels R&D MIA ELISA feststellen.

4.3 Einfluss des Testverfahrens auf die Messung der MIA Konzentration

In der vorliegenden Arbeit wurden die analytischen Kenngrof3en der Prazision und
Richtigkeit anhand von Kontrollmaterialien und gepoolten Serum Proben bestimmt.
Dabei ist zu beachten, dass die drei verwendeten Kontrollen herstellerseitig auf
niedrigen MIA Konzentrationsniveaus lagen. Dementsprechend wurden zusatzlich
gepoolte Serum Proben auf drei MIA Konzentrationsniveaus hergestellt, die eher den
in der Routinediagnostik erwarteten Konzentrationen (siehe Abschnitt 3.3.2)
entsprechen. Es ergaben sich Intra- und Inter-Assay Variationskoeffizienten von
<4,8 % und <6,5%. Insgesamt deuten die Variationskoeffizienten auf eine gute
analytische Prazision des R&D MIA ELISA hin. Die Ergebnisse sind zudem mit den
Angaben des Herstellers vereinbar, der Intra- und Inter-Assay Variationskoeffizienten
von <3,5 % und <6,0 % beschrieb [58].

Die relative Unrichtigkeit des verwendeten ELISA lag fur die drei Kontrollmaterialien

unter Verwendung von drei unterschiedlichen ELISA Kit Chargen durchwegs im
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positiven Zahlenbereich, was im Untersuchungszeitraum auf eine Tendenz zu
systematisch leicht erh6hten Messungen gegenuber den Zielkonzentrationen der
Kontrollen hindeuten kdnnte. Diese Tendenz erscheint jedoch mit einer maximalen
relativen Unrichtigkeit von 10,2 % (Intra-Assay) und 9,0 % (Inter-Assay) eher gering.
Auffallend war aul3erdem, dass die relative Unrichtigkeit bei der niedrigen Kontrolle am
starksten ausgepragt war, und mit steigender MIA Konzentration der Kontrollen
schrittweise abnahm. Insbesondere die niedrige Kontrolle befand sich jedoch mit
einem herstellerseitigen  Zielbereich  von 125-204 pg/ml auf  einem
Konzentrationsniveau, welches in der klinischen Routinediagnostik kaum anzutreffen
ist (siehe Abschnitt 3.3.2), weshalb die klinische Relevanz einer etwas ausgepragteren
Unrichtigkeit bei dieser Kontrolle fraglich ist. Einschrankend ist auferdem zu
bedenken, dass die berechnete Richtigkeit des Tests auf den Kontrollmaterialien des
Herstellers und deren Zielwerten basiert. Diese Zielwerte sind jedoch
methodenabhéngig, denn sie wurden mit derselben ELISA Methode generiert, die
Gegenstand der vorliegenden Untersuchung war. Optimaler ware die Beurteilung der
Richtigkeit anhand eines Referenzmaterials, dessen Konzentration mittels eines
Referenzmessverfahrens bestimmt wurde [73]. Jedoch gibt es bisher fiur das MIA
Protein kein einheitliches Referenzmaterial oder ein definiertes
Referenzmessverfahren.

Zusammenfassend erscheinen die analytischen KenngroRen der Préazision und
Richtigkeit des R&D MIA ELISA fiir die klinische Diagnostik geeignet.

Zur Bestimmung der Serum MIA Konzentration sind derzeit die ELISA von R&D (R&D
Systems Inc.,, USA) [105] wund Roche (Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland) [9,16,106] kommerziell —erhéaltlich, wobei es bislang an
wissenschaftlichen Publikationen zur Vergleichbarkeit der beiden Tests mangelte. In
der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant positive Korrelation (r=0,938) der
beiden Tests festgestellt werden. Betrachtet man Methodenvergleiche bei
Immunoassays verschiedener anderer Tumormarker, so kann eine solche Korrelation
als gute Korrelation eingestuft werden [107-109]. Gleichzeitig zeigte die Passing-
Bablok-Regression der vorliegenden Arbeit, dass die beiden Tests aufgrund signifikant
konstanter und proportionaler Unterschiede nicht uneingeschrénkt gegeneinander
austauschbar sind [110,111]. Im Bland-Altman-Diagramm der vorliegenden Arbeit

lagen die Roche MIA Konzentrationen im Mittel sogar 87 % Uber den R&D MIA
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Konzentrationen. Der verwendete Test sollte somit bei der MIA Befundinterpretation
dringend beachtet werden und den Einsenderinnen der Proben mitgeilt werden.

Es ist ein bekanntes Problem, dass unterschiedliche Immunoassays fir denselben
Tumormarker teilweise zu deutlich unterschiedlichen Messergebnissen fihren kbnnen
[70,112,113]. Als mogliche Ursache kommt die Verwendung unterschiedlicher
Antikorper in Betracht, wodurch abweichende Strukturen des Tumormarker Molekdls
erkannt werden [112,114]. Beispielsweise wurde in einer Arbeit von
Molina et al. (2008) der Tumormarker CA15-3 vergleichend mit zwei Immunoassays
bestimmt die unterschiedliche Antikdrper verwendeten [109]. In der genannten Arbeit
wurde abhangig von der Messmethode ein Unterschied der CA15-3 Konzentration von
20-40 % beschrieben [109].

In der vorliegenden Arbeit wéaren unterschiedliche MIA spezifische Antikorper auch
eine mogliche Ursache der diskrepanten Wertelage der beiden MIA Assays. Der
R&D MIA ELISA verwendet methodisch ein Zwei-Schritt ELISA Verfahren, wobei der
Fangerantikorper direkt auf die Festphase beschichtet ist [58]. Herstellerseitig wird fur
den Fangerantikorper lediglich angegeben, dass es sich um einen monoklonalen
Antikorper spezifisch fur humanes MIA handelt [58]. Der im zweiten Schritt zugesetzte
Enzym-markierte Signalantikorper ist ebenfalls spezifisch fir humanes MIA, jedoch
polyklonaler Beschaffenheit [58]. Demgegenuber ist der Roche MIA ELISA ein
Ein-Schritt ELISA mit Streptavidin-Biotin Trenntechnik [9,115]. Als Biotin-markierte
Fangerantikdrper und Peroxidase-markierte Signalantikdrper werden zwei
unterschiedliche monoklonale Maus-Antikdrper eingesetzt, wobei der Signalantikdrper
ein Fab-Fragment ist [9,115]. Der Fangerantikorper (MAB 2F7) des Roche MIA ELISA
ist gegen C-terminale Peptide gerichtet, wohingegen der Signalantikbrper (MAB 1A12)
sich gegen N-terminale Peptide richtet [9,115]. Moglicherweise binden die Antikorper
des R&D MIA ELISA an hiervon abweichende Regionen, wodurch eine andere
Wertelage gemessen wird.

Von Klinischer und labordiagnostischer Relevanz kénnte auch die Entdeckung eines
alternativen MIA Spleild Produkts durch Hau et al. (2002) sein [116]. In dieser Arbeit
wurde berichtet, dass diesem MIA Spleild Produkt Exon 2 des urspringlichen MIA
Proteins fehlte, und sich der C-terminale Bereich des MIA Proteins veranderte [116].
Dieses alternative MIA Spleil3 Produkt konnte mit einem N-terminal gerichteten MIA
Antikorper detektiert werden, mit einem C-terminal gerichteten MIA Antikorper jedoch

nicht [116]. Ob, und wie stark, derartige MIA Spleil3 Produkte von den Antikorpern des
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R&D und Roche MIA ELISA miterfasst werden und diese gegebenenfalls beeinflussen
ist bisher nicht genau bekannt. Weitere Studien hierzu durften jedoch interessante
diagnostische und therapeutische Informationen liefern [116].

Letztlich kdonnte die abweichende Wertelage der beiden MIA Assays auch durch
Kalibration mit unterschiedlichen MIA Standards bedingt sein [114]. Fir den
Roche MIA ELISA wurde beschrieben, dass die Kalibration gegen Standard
Konzentrationen von purifiziertem rekombinantem MIA aus stabil transfizierten
CHO(Chinese Hamster Ovary)-Zellen erfolgte [9]. Demgegeniuber erfolgt beim
R&D MIA ELISA eine Kalibration mit Standards, die Escherichia coli exprimiertes
rekombinantes MIA enthalten [58]. Weitere Unterschiede kénnen in den purifizierten
Standardmaterialien auch durch Protein Abbau und Modifikation wahrend des
Herstellungsprozesses entstehen [114]. Hinzu kommt, dass beide MIA Assays
rekombinantes MIA flr die Kalibration nutzen [9,58,115], welches sich mdglicherweise
von der MIA Protein Zusammensetzung in der Matrix des menschlichen Bluts
unterscheidet [114]. Wie bereits fur andere Tumormarker diskutiert oder bereits
umgesetzt, ist auch fur die klinische Verwendung von MIA eine Standardisierung der
Kalibration erstrebenswert, wofur allerdings die Etablierung von geeigneten
Referenzmaterialien eine Voraussetzung ware [112,117].

4.4 Referenzbereiche der Serum MIA Konzentration

In der vorliegenden Arbeit konnte indirekt Gber statistische Verfahren anhand eines
grof3en Datensatzes ein laborinterner gemeinsamer Serum MIA Referenzbereich fur
Personen 218 Jahre bestimmt werden (MIA <1154 pg/ml). Der Referenzbereich
bezieht sich nur auf MIA Messungen mit dem R&D MIA ELISA, der deutlich niedrigere
MIA Konzentrationen bestimmte als der Roche MIA ELISA. Zusatzlich wurden
indirekte  laborinterne MIA  Referenzbereiche getrennt  fir  mannliche
(MIA £1144 pg/ml) und weibliche (MIA <1406 pg/ml) Personen 218 Jahre bestimmt.
Dabei lag der weibliche Referenzbereich etwas héher, wenngleich er noch knapp im
90 % KI des gemeinsamen Referenzbereichs lag. Dieses Phanomen ware
maoglicherweise vereinbar mit Erkenntnissen von Hofmann et al. (2009), die bei alteren
Frauen haufiger falsch positive MIA Werte fanden [27]. Allerdings zeigten sich in der
vorliegenden Arbeit im Mann-Whitney-U-Test keine signifikanten Unterschiede der

Serum MIA Konzentration in Abh&angigkeit vom Geschlecht. Dies ist wiederum
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vereinbar mit einer anderen Studie, die ebenfalls keine Unterschiede der MIA
Konzentration mannlicher und weiblicher Personen fand [105]. Auffallend war in der
vorliegenden Arbeit au3erdem, dass alle Serum MIA Referenzbereiche relativ breite
90 % Kl aufwiesen, was auf zu kleine Fallzahlen hinweisen konnte [44,49]. Somit sollte
der gemeinsame Referenzbereich aufgrund der gré3eren Fallzahl bevorzugt werden,
zumal sich die 90 % KI der partitionierten Referenzbereiche mit dem gemeinsamen
Referenzbereich Uberschnitten [49]. In Zukunft ware eine erneute indirekte
Berechnung der Referenzbereiche mit dem RLE Programm interessant, denn mit
weiter steigender Fallzahl im laborintern zur Verfigung stehenden Datensatz kénnte
es eventuell auch zu einer Verkleinerung der 90 % Kl der Referenzbereiche kommen
[49].

Eine Altersabhangigkeit von bestimmten labordiagnostischen Untersuchungen ist ein
viel untersuchtes und bekanntes Phanomen [36]. Allerdings halt sich die Anzahl der
Studien zur Altersabhangigkeit der Serum MIA Konzentration in Grenzen. In einer
Studie von Bosserhoff et al. (1997) wurden in einer gesunden Population im Alter
zwischen 19-86 Jahren keine Unterschiede der MIA Konzentration in Abhangigkeit von
der Altersgruppe (<30 Jahre, 31-60 Jahre, >60 Jahre) gefunden [9]. Bei Kindern und
Jugendlichen unter 17 Jahren wurden allerdings in einer Studie von
Bosserhoff et al. (2004) erhdhte Serum MIA Konzentrationen festgestellt, wobei dies
bei den unter Dreijahrigen besonders ausgepragt war [118]. Die Autoren und
Autorinnen der Studie vermuteten, dass dies auf die Aktivitat und Proliferation der
Chondrozyten wahrend des Wachstums zurtickzufuhren ist [118]. Somit waren fur
padiatrische Patientinnen differenziertere Referenzbereiche notwendig [118].

In der vorliegenden Arbeit lie3 sich fir erwachsene Personen in der graphischen
Darstellung der altersabhangigen medianen MIA  Konzentration keine
Altersabhangigkeit erkennen. Eine statistische Auswertung nach Altersgruppen zeigte
jedoch signifikante Unterschiede der zentralen Tendenzen der MIA Konzentration
zwischen den Altersgruppen 18-30 Jahre (MD=1061 pg/ml) und 31-60 Jahre
(MD=898 pg/ml), sowie zwischen 31-60 Jahre (MD=898 pg/ml) und >60 Jahre
(MD=957 pg/ml). Diese Ergebnisse decken sich nicht mit der bereits erwahnten Studie
von Bosserhoff et al. (1997) [9], obwohl in dieser Studie vergleichbare Altersgruppen
wie in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. In Anbetracht der sich zwischen den
Altersgruppen nur geringfligig unterscheidenden medianen MIA Konzentrationen ist

der signifikante Unterschied in der vorliegenden Arbeit jedoch von fraglicher
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diagnostischer Relevanz. Zudem sind die berechneten Effektstarken nach
Cohen (1988) als schwach einzustufen [119]. Es ist denkbar, dass in der Altersgruppe
18-30 Jahre bereits eine starkere Vorselektion der Patientinnen stattfand, sodass in
dieser Altersgruppe - bei gleichzeitig kleineren Fallzahlen (n=62) - vermehrt
pathologische MIA Messungen vorlagen. Bezlglich des in der vorliegenden Arbeit
festgestellten signifikanten Unterschieds zwischen den Altersgruppen 31-60 Jahre und
>60 Jahre konnte ursachlich maoglicherweise eine im Alter abnehmende
Nierenfunktion sein [24,120,121]. So diskutierten Auge et al. (2005), dass ihre
Arbeitsgruppe bei Personen mit Nierenversagen haufig erhéhte MIA Konzentrationen
feststellte [24]. Die Daten hierzu wurden jedoch von der Arbeitsgruppe nicht publiziert
[24]. Dazu passend fand eine grof3e Proteomik Studie eine Assoziation zwischen dem
MIA Protein und der eGFR [121]. In dieser Studie wurde zudem ein kausaler negativer
Effekt des MIA Proteins auf die eGFR festgestellt [121]. Es ware somit denkbar, dass
auch eine nicht als Nierenversagen einzustufende Abnahme der Nierenfunktion mit
etwas erhéhten MIA Konzentrationen verbunden ist, und sich hierdurch die signifikant
hoheren Konzentrationen bei den Patientinnen >60 Jahre erklaren lassen. Fur
zuklnftige Studien ware daher eine diagnostisch relevante Frage, ob in einem
tumorfreien Referenzkollektiv eine signifikante Korrelation zwischen erhéhten Serum

MIA Konzentrationen und einer abnehmenden Nierenfunktion besteht.
4.4.1 Einordnung der neu berechneten indirekten Serum MIA Referenzbereiche

Nach bestem Wissen besteht derzeit nur eine publizierte Studie, die eine MIA
Konzentrationsbestimmung mittels R&D MIA ELISA durchfiihrte, und sich somit zum
Vergleich der neu berechneten MIA Referenzbereiche anbietet [105]. In dieser Studie
von Li et al. (2021) wurde bei 22 tumorfreien Personen die mittlere MIA Konzentration
(615,6 pg/ml) bestimmt, wobei als Probenmaterial Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Plasma verwendet wurde [105]. Somit lagen die von Lietal. (2021) [105]
beschriebenen mittleren MIA Konzentrationen deutlich niedriger als die mittleren MIA
Konzentrationen in der vorliegenden Arbeit. Die Alters- und Geschlechterverteilung der
von Li et al. (2021) [105] untersuchten Personen unterschied sich nicht wesentlich von
den Verteilungen in der vorliegenden Arbeit. Auch die Verwendung von EDTA Plasma

statt Serum [105] sollte, unter Betrachtung der Herstellerangaben des Assays [58],
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keine niedrigere MIA Wertelage erzeugen. In der Studie wird als potentieller
Einflussfaktor die Ethnizitat der untersuchten Personen diskutiert [105].

Ein weiterer Vergleich kann zu einem direkt bestimmten laborinternen Serum MIA
Referenzbereich des Instituts fir Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin der
Universitatsklinik Regensburg gezogen werden. Dieser Referenzbereich wurde
anhand von 36 erwachsenen Patientinnen unterschiedlicher Altersstufen unter
Verwendung des R&D MIA ELISA bestimmt. Dabei wurden klinikinterne Serumproben
verschiedener stationarer und ambulanter Patientinnen verwendet, wobei
(hamato-)onkologische Stationen und Ambulanzen ausgeschlossen wurden. Obwohl
in diesem Fall der Referenzbereich auf der 95. Perzentile basiert, liegt dieser direkt
bestimmte gemeinsame MIA Referenzbereich (MIA <1628 pg/ml) hoher als der
indirekt bestimmte gemeinsame Referenzbereich der vorliegenden Arbeit
(MIA <1154 pg/ml). Eine mogliche Ursache konnte das jeweils zugrundeliegende
Referenzkollektiv sein [42,122]. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Datensatz
enthielt beispielsweise eine Vielzahl an Einsendungen aus der ambulanten
Krankenversorgung. Wohingegen das Kollektiv des laborintern direkt bestimmten
Referenzbereichs zwar auch ambulante Patientinnen enthielt, vermutlich jedoch in
einem geringeren Verhaltnis. Ein hdherer Anteil ambulanter Patientinnen kénnte
maoglicherweise aufgrund geringerer Komorbiditat [24,31,34,41,106] zu niedrigeren
MIA Konzentrationen im untersuchten Kollektiv fuhren. Des Weiteren war die Grol3e
des Kollektivs der direkten Referenzbereich Bestimmung mit nur 36 Personen sehr
klein, wodurch die Aussagekraft eingeschrankt wird [44,123].

Zur besseren Einordnung des gemeinsamen R&D MIA Referenzbereichs
(R&D MIA <1154 pg/ml) der vorliegenden Arbeit, sollte orientierend der
korrespondierende Referenzbereich fur die Roche MIA ELISA Wertelage geschatzt
werden. Hierfir wurde der R&D MIA Grenzwert in die Passing-Bablok-
Regressionsformel R&D MIA [pg/ml] = 262 pg/ml + 0,09*(Roche MIA [pg/ml]) (siehe
Abschnitt 3.2) eingesetzt. Es ergab sich ein geschatzter Grenzwert von <9911 pg/ml
fur die Roche MIA ELISA Wertelage. Vergleicht man diesen geschéatzten Roche MIA
Referenzbereich mit bisherigen Literaturangaben, so finden sich sowohl Studien mit
hoheren [23,27] als auch mit niedrigeren Grenzwerten der MIA Konzentration
[9,18,124]. Eine frihe Studie von Bosserhoff et al. (1997) berechnete beispielsweise
anhand einer Gruppe von 72 gesunden Personen die 95. Perzentile (MIA = 6,5 ng/ml

bzw. 6500 pg/ml) [9]. Eine nachfolgende Studie berechnete unter Verwendung des
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Boehringer Mannheim - heute Roche Diagnostics GmbH - ELISA die 95. Perzentile
(MIA = 7,9 ng/ml bzw. 7900 pg/ml) gesunder, mannlicher und weiblicher erwachsener
Personen [124]. Juergensen et al. (2001) definierten in ihrer Arbeit Werte >4,5 ng/ml
(bzw. >4500 pg/ml) (>97. Perzentile) als positiv, basierend auf 212 gesunden
Personen im Alter 19-86 Jahre [18]. Einen hoheren Grenzwert berechneten
Garbe et al. (2003) anhand von 120 Patientinnen ohne Melanom oder anderen
malignen Erkrankungen (95. Perzentile MIA = 10,49 ng/ml bzw. 10490 pg/ml) [23].
Auch Hofmann et al. (2009) bestimmten in einem dermatologischen Referenzkollektiv
ohne Melanom oder anderen malignen Erkrankungen tendenziell eine hoher liegende
97,5. Perzentile (MIA = 11,83 ng/ml bzw. 11830 pg/ml) [27].

Zusammenfassend liegt der in der vorliegenden Arbeit neu berechnete gemeinsame
MIA Referenzbereich etwas niedriger als ein zuvor am Universitatsklinikum
Regensburg erstellter direkter Referenzbereich. Nach Schéatzung der entsprechenden
Roche MIA ELISA Wertelage fugt sich der neu berechnete Referenzbereich jedoch

plausibel in die bisherige Literatur ein.
4.4.2 Vor- und Nachteile der indirekten Referenzbereich Bestimmung

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode zur indirekten Bestimmung der
MIA Referenzbereiche hat sowohl Vorteile als auch gewisse Limitationen. Eine
wichtige Limitation ist das Vorhandensein von erkrankten Personen in dem
ausgewerteten Datensatz, wie bereits in anderen Arbeiten erwéahnt [41,48,50,125].
Zwar sind keine Klinischen Informationen bekannt, allerdings muss davon
ausgegangen werden, dass es sich bei den im Datensatz enthaltenen erstmaligen MIA
Konzentrationsbestimmungen sowohl um  Vorsorge Untersuchungen Dbei
krankheitsfreien Individuen als auch um Verlaufskontrollen oder Erstdiagnosen von
Melanom Patientinnen handelt. Das verwendete RLE Programm basiert jedoch auf
der Annahme, dass in einem sehr gro3en Datensatz der Anteil pathologischer Werte
an der Gesamtheit gering ist [52,64]. Ob diese Annahme zutrifft kann nicht
abschlieRend beurteilt werden, denn es lagen keine klinischen Informationen zu den
untersuchten Individuen vor. Gegen einen auf3ergewohnlich hohen Anteil erkrankter
Individuen im Gesamtdatensatz spricht allerdings, dass alle berechneten
Referenzbereiche tendenziell niedriger lagen als ein zuvor laborintern direkt

bestimmter gemeinsamer MIA Referenzbereich.
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Eine potentielle Limitation besteht auch darin, dass keine genaueren Informationen zu
praanalytischen Faktoren vorlagen [126]. So besteht der verwendete Datensatz aus
Messungen sowohl ungefrorener oder aufgetauter Seren als auch gefrorener und
gekuhlter Seren. Dies konnte jedoch gegenuber direkt bestimmten Referenzbereichen
auch als Vorteil gesehen werden, da realitdtsnahe praanalytische Bedingungen
miterfasst werden [126]. Als weiterer Vorteil ist hervorzuheben, dass bei der
verwendeten indirekten Methode gegenulber einer direkten Bestimmungsmethode die
Notwendigkeit einer vorherigen Einwilligungserklarung der untersuchten Person
entfallt, wodurch Verzerrungen vermieden werden kdnnten [126]. Aul3erdem handelte
es sich in der vorliegenden Arbeit um ein grof3es Personenkollektiv. Dadurch konnte
einer Stichprobenverzerrung vorgebeugt werden, wie sie bei direkten
Bestimmungsmethoden aufgrund relativ kleiner Referenzkollektive auftreten
kann [41].

58



Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Protein Melanoma Inhibitory Activity (MIA) steht als Serum Tumormarker des
malignen Melanoms in der Diskussion. Es fehlten jedoch bislang fundierte Daten zu
den relevanten praanalytischen Kenngrof3en der Probenstabilitat und
Interferenzanfalligkeit. Um diese Wissensliicke zu fiullen wurde die Stabilitat des MIA
Proteins untersucht, indem Serumproben (n=24) bis zu 14 Tage unter verschiedenen
Temperaturbedingungen gelagert wurden. Dabei zeigte das MIA Protein bei
Kuhlschranktemperatur oder -20 °C eine Stabilitit von mindestens 14 Tagen.
Hingegen war das MIA Protein bei Raumtemperatur nur 1 Tag ausreichend stabil, was
zum Beispiel beim postalischen Versand einer Probe bedacht werden muss. Die
Interferenzanfalligkeit des Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay (R&D
Systems Inc., USA) wurde untersucht, indem Serumproben (n=4) mit Hamolysat,
direkten Bilirubin Standard und kinstlicher Lipidemulsion versetzt wurden.
Erfreulicherweise konnten keine Interferenzen durch diese haufig vorkommenden
Storgrofien festgestellt werden.

Um die analytische Leistung des Quantikine ELISA Human MIA Immunoassay zu
beurteilen wurden Prazision und Richtigkeit des Assays bestimmt. Bei
Variationskoeffizienten <6,5 % und relativer Unrichtigkeit 10,2 % zeigte sich der MIA
ELISA geeignet fur die klinische Diagnostik.

Um den Einfluss des verwendeten MIA Assays auf die gemessene Konzentration zu
beurteilen, erfolgte zusatzlich ein Vergleich des Quantikine ELISA Human MIA
Immunoassay mit einem zweiten kommerziell erhaltlichen human MIA ELISA (Roche
Diagnostics GmbH, Deutschland). Interessanterweise bestimmte der MIA ELISA von
Roche Diagnostics im Mittel 87 % héhere MIA Konzentrationen als der MIA ELISA von
R&D Systems. Die beiden Assays korrelierten jedoch signifikant positiv (r=0,938). Die
Regression nach Passing-Bablok ergab:

R&D MIA [pg/ml] = 262 pg/ml + 0,09*(Roche MIA [pg/ml]).

Abschliel3end wurden Uber ein indirektes statistisches Verfahren anhand eines grol3en
laborinternen MIA Messdatensatzes (N=2147) Referenzbereiche (97,5. Perzentile)
der Serum MIA Konzentration berechnet. Der MIA Referenzbereich fur alle Personen
218 Jahre lag bei <1154 pg/ml (90% KI = 1120-1418 pg/ml). Fur mannliche und
weibliche Personen 218 Jahre lagen die MIA Referenzbereiche bei <1144 pg/ml
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Zusammenfassung

(1100-1388 pg/ml) und <1406 pg/ml (1090-1450 pg/ml). Allerdings unterschieden sich
die MIA Konzentrationen mannlicher und weiblicher Personen =18 Jahre nicht
signifikant.

Zusammenfassend konnten labordiagnostisch relevante praanalytische und
analytische Faktoren der Serum MIA Konzentrationsbestimmung geklart werden. Ein
Vergleich des MIA ELISA von R&D Systems mit einem zweiten kommerziell
verfugbaren MIA ELISA von Roche Diagnostics zeigte eine unterschiedliche
Wertelage bei guter Korrelation. Uber ein statistisches Verfahren wurden plausible MIA
Referenzbereiche fur den MIA ELISA von R&D Systems berechnet, die das Wissen

zur klinischen Interpretation der Serum MIA Konzentration erweitern.
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6 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

AJCC American Joint Committee on Cancer
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Kl Konfidenzintervall

MD Median

MIA Melanoma Inhibitory Activity

MW Mittelwert

RLE Reference Limit Estimator
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