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1. Einleitung

In der Medizin haben Referenzbereiche von Messwerten einen wichtigen Stellenwert. Sie
dienen als Richtwerte in der Beurteilung der Laborwerte, womit diese als pathologisch oder
nicht-pathologisch eingeordnet werden. Dies trigt bei zur Diagnosefindung, zum Screening von
Erkrankungen, zur Beurteilung des Therapieansprechens und des Krankheitsverlaufs. Somit
sind Referenzwerte unerldsslich im klinischen Alltag, um diagnostische und therapeutische

Entscheidungen auf wissenschaftlicher Grundlage zu treffen (1, 2).

Aufgrund der Bedeutsamkeit hinsichtlich medizinischer Entscheidungen muss die Bestimmung
von Referenzgrenzen entsprechend definierter Vorgaben erfolgen. Die empfohlene
Vorgehensweise ist, dass Referenzgrenzen iiber eine direkte Methode von jedem Labor selbst
ermittelt werden (3). Bei dieser direkten Methode wird eine Mindestanzahl von 120 gesunden
Personen aus der Population, fiir die die Referenzgrenzen ermittelt werden, selektiert. Die
Proben werden verarbeitet und ausgewertet, um aus den Messwerten Referenzgrenzen zu
berechnen. Dies stellt einen sehr grolen Aufwand fiir Labore dar. Falls das Vorgehen aus
wirtschaftlichen oder logistischen Griinden nicht moglich ist, werden oftmals Referenzgrenzen
von externen Quellen iibernommen. Fiir diese transferierten Referenzgrenzen muss eine
Validierung erfolgen (3). Nur so wird gewihrleistet, dass die angewandten Referenzgrenzen
sowohl zu den Analysemethoden als auch zu der Patientenpopulation passen. Doch auch diese

Validierung wird haufig nicht vorgenommen (4).

Neben dieser aufwindigen direkten Vorgehensweise zur Bestimmung von Referenzgrenzen
wurde daher auch die indirekte Methode entwickelt, welche sich die groBen Datenmengen, die
in Laborinformationssystemen gespeichert sind, zu Nutze macht (5-7). Diese alternative
Methode ist in mehrfacher Hinsicht von Vorteil. Sie ist kostengiinstig, da keine Probanden
rekrutiert und untersucht werden miissen und auch der Prozess der Probensammlung entfallt.
Dementsprechend ist die Methode auch logistisch weniger aufwéndig (8). Zudem wird die
Referenzwertermittlung fiir seltene Laborparameter (z. B. aus Biopsien, Liquor) oder

schwierige Patientengruppen (wie etwa Frithgeborene) erleichtert.

1.1 Definitionen

Um die Bedeutung einiger Begriffe zu kliren, die im Folgenden verwendet werden, sei hier auf

einige Definitionen hingewiesen:



Eine Referenzpopulation umfasst alle mdglichen Referenzindividuen. Diese liefern
Referenzwerte, um einen Vergleich mit den Messwerten von Patienten zu ermdglichen. Die
Referenzindividuen werden entsprechend definierter Kriterien ausgewéhlt, damit die
Referenzpopulation bestmoglich widergespiegelt wird (9). Das Referenzintervall (oder
Referenzbereich genannt) wird so bestimmt, dass es 95 Prozent der Messwerte umfasst. Es wird
begrenzt durch die obere und untere Referenzgrenze. Die untere Referenzgrenze entspricht
dabei der 2,5. Perzentile und die obere Referenzgrenze der 97,5. Perzentile der Messwerte der
Referenzindividuen. Somit liegen jeweils 2,5 Prozent der Messwerte unterhalb bzw. oberhalb
der Referenzgrenzen (10). Insgesamt 5 Prozent der Messwerte befinden sich auBerhalb des
Referenzbereiches und sind damit groBer oder kleiner als der Mittelwert zu- bzw. abziiglich

zwei Standardabweichungen, wenn die Messwerte normalverteilt sind.

1.2  Aktueller Stand und Problematik der Referenzwertbestimmung

Der aktuelle Goldstandard besteht darin, dass jedes Labor fiir jeden angebotenen Test die
Referenzbereiche selbst ermittelt. Das heillit, dass fiir jeden Analyten und jede
Stratifizierungsgruppe (z. B. nach Alter oder Geschlecht) eine eigene gesunde Gruppe von
Referenzindividuen zusammengestellt wird, die dem behandelten Patientengut moglichst
dhnlich ist und mindestens 120 Individuen umfassen soll (10). Diese Selektion kann entweder
a priori, also prospektiv oder a posteriori, also retrospektiv, erfolgen. Bei der prospektiven
Auswahl der Referenzindividuen werden Ein- und Ausschlusskriterien auf eine grof3e
Population angewandt und so die Stichprobe zusammengestellt. Die retrospektive Selektion
hingegen nutzt eine bestehende Stichprobe und wendet darauf die Auswahlkriterien an (11).
Dafiir miissen die Ein- und Ausschlusskriterien sorgfiltig definiert werden. Ausgeschlossen
werden in der Regel Personen mit Erkrankungen, unter Medikation, Alkohol- und
Nikotinkonsum sowie besonderen physiologischen Zusténden (z. B. Schwangerschaft). Weitere
Merkmale wie Alter, Geschlecht, Ethnie, Region und genetische Aspekte werden

gegebenenfalls einbezogen (11).

Mogliche Probanden werden mittels Anamneseerhebung, kdrperlicher Untersuchung sowie
Fragebogen untersucht und es wird eine schriftliche Einwilligung eingeholt (3). Bei Einschluss
sollten in Vorbereitung auf die Probensammlung einige Faktoren, die die Probanden betreffen,
standardisiert werden (u. a. Erndhrung, Nahrungskarenz, Ruhephase vor Probensammlung,
korperliche Aktivitdit und Medikation) (12). Auch sollten einheitliche MalB3gaben befolgt

werden bei der Probensammlung (z.B. Zeit, Korperhaltung, Materialien) und der weiteren



Probenverarbeitung (z. B. Lagerung, Transport) (12). Die Probenanalyse erfolgt mittels einer
qualititskontrollierten Methode mit geringer Messunsicherheit und -ungenauigkeit (13). Die
daraus ermittelten Daten werden gesichtet hinsichtlich der Verteilung, Ausreiflern und weiteren
Besonderheiten sowie gegebenenfalls modifiziert. Nun werden die Referenzgrenzen berechnet.
Zur Anwendung kommt in der Regel eine nicht-parametrische Methode, welcher keine
Annahmen iiber die Verteilung der Messwerte zugrunde liegen. Ist die Verteilung der
Messwerte bekannt und handelt es sich um eine Gauss-Normalverteilung oder wird die
Verteilung in eine solche umgewandelt, so kann eine parametrische Methode zum Einsatz

kommen (10).

Alle Schritte von der Vorbereitung bis zur Probenauswertung miissen dokumentiert werden,
um die Transparenz und Reproduzierbarkeit des Vorgehens zu gewéhrleisten. Der aufgezeigte
Prozess muss theoretisch fiir jeden Laborparameter, fiir den das Labor einen Test anbietet,
durchgefiihrt werden. Entsprechend der Anzahl der verfiigbaren Tests miissten somit Tausende
Probanden rekrutiert werden (14). Diese direkte Methode der Bestimmung von
Referenzgrenzen erweist sich somit als sehr schwer zu realisieren. Aufgrund des grof3en
organisatorischen als auch finanziellen Aufwands wird die Empfehlung in der Praxis kaum
umgesetzt und Referenzwerte meist von Geriteherstellern oder aus Literaturquellen

iibernommen (4).

Eine Moglichkeit, den aufwindigen Weg der Referenzwertbestimmung zu vermeiden, ist,
bereits ermittelte Referenzgrenzen zu iibernehmen. Die Grenzen kdnnen von den Herstellern
der Analysengerite selbst stammen, von anderen Laboren iibernommen werden oder es handelt
sich um etablierte Referenzwerte aus der Literatur. Um diese Referenzgrenzen auf das
Patientenkollektiv des jeweiligen Labors und die verwendeten Gerédte anwenden zu konnen,
sollte eine Validierung erfolgen. Dafiir sollte eine kleine Gruppe von 20 Referenzindividuen,
die dem behandelten Patientenkollektiv entstammt, zusammengestellt und die resultierenden
Messwerte mit den Referenzgrenzen verglichen werden (3). Wenn mehr als 10% der Messwerte
auBlerhalb der Grenzen liegen, wird eine zweite Referenzgruppe von 20 Personen untersucht.
Bei tiber 10% abweichenden Messwerten, muss eine Ursachensuche stattfinden (3). Oftmals
erfolgt der Transfer der Referenzwerte jedoch ohne die notige Validierung (4), woraus sich
Schwierigkeiten ergeben konnen. Denn dafiir miissten vergleichbare prd- und analytische
Vorgehensweisen sowie vergleichbare Patientenpopulationen gegeben sein (15). Unterschiede
darin konnen dazu fiithren, dass die angewandten Referenzgrenzen fiir das Patientenkollektiv

unpassend sind. Den in der Literatur veroffentlichten Referenzgrenzen mangelt es teilweise an
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Informationen und auch methodische Anforderungen zur Referenzwertermittlung werden oft
nicht erreicht (16). Dabei sind Angaben beziiglich der Auswahl, Gréf3e und Zusammensetzung
der Referenzpopulation (wie etwa Alter, Geschlecht und Ethnie) dringend nétig, um die
Ubertragbarkeit beurteilen zu kénnen. Auch die Referenzgrenzen, die die Geritehersteller
herausgeben, finden Anwendung in Laboren. Dieser Transfer ist ebenso kritisch zu betrachten.
Meist handelt es sich um kleine, nordamerikanische Referenzpopulationen mit fehlenden

Angaben zum Gesundheitsstatus (17).

1.3  Entwicklung der indirekten Methode zur Berechnung von

Referenzwerten

Die direkte Methode zur Referenzwertbestimmung ist die empfohlene und zu bevorzugende
Option, doch aufgrund des groen Aufwands des Verfahrens, wurden schon friih Versuche
unternommen, auf indirektem Wege Referenzbereiche zu erstellen (5). Verwendet werden
dabei Daten von Messwerten aus Krankenhdusern, die in Laborinformationssystemen
gespeichert sind und in groBem Umfang zur Verfligung stehen. IThre Quantitdt nimmt dabei
stetig zu, auch bedingt durch die zunehmende Digitalisierung des Gesundheitswesens. Die
Datensitze umfassen sowohl nicht-pathologische als auch pathologische Messwerte. Bei der
statistischen Verarbeitung dieser Daten sollten jedoch keine parametrischen oder nicht-
parametrischen Techniken wie bei der direkten Bestimmung von Referenzgrenzen eingesetzt
werden, da diese stark von Ausreilern und pathologischen Messwerten beeinflusst werden (18).
Daher erfordern solch retrospektive Daten andere statistische Ansitze. Hoffmann entwickelte
ein manuelles grafisches Vorgehen, das auf Wahrscheinlichkeitspapieren basiert und wobei
Daten mit einer Normalverteilung verglichen werden (19). Problematisch ist daran, dass die
Schétzung der Referenzgrenzen verzerrt wird, sobald eine zweite und dritte Subgruppe, welche
auBBerhalb des Referenzbereiches liegen, sehr gro3 sind (20). Eine weitere grafische Methode
wurde von Bhattacharya entwickelt (21). Dabei wird die gemischte Verteilung in die
Verteilungen ihrer pathologischen und nicht-pathologischen Messwerte aufgelost. Es wird
angenommen, dass diese Subgruppen einer GauB3‘schen Normalverteilung folgen. Es wurden
verschiedene Abwandlungen vorgenommen und die Methode zur Ermittlung von
Referenzgrenzen eingesetzt (15). Es zeigte sich, dass iiberlappende Verteilungen voneinander
getrennt werden konnten und vereinzelte Messwerte, die nicht der Normalverteilung
entsprachen, einen geringeren Einfluss hatten (20). Doch das Vorgehen nach Bhattacharya hat
auch einige Schwichen. Einerseits ist es abhingig vom Nutzer und seiner Auswahl der

KlassengroBe und -anzahl (18), andererseits ist die Parameterschétzung der Verteilung ungenau
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und auch erfolgt keine Uberpriifung der geschitzten Verteilung hinsichtlich ihrer
Ubereinstimmung mit den tatsichlichen Daten (22). Eine neue indirekte Vorgehensweise zur
Referenzwertbestimmung stellt das Programm Reference Limit Estimator (RLE) dar. Dieses
wurde von F. Arzideh und der Arbeitsgruppe Richtwerte der Deutschen Gesellschaft fiir
Klinische Chemie und Laboratoriumsmedizin (DGKL) 2007 entwickelt und zur Verfiigung
gestellt (23). Der RLE macht sich ebenfalls die stindig anfallenden laborinternen Messwerte
von Patienten zunutze und ermittelt aus dem gemischten Datensatz Referenzgrenzen (zur
Funktionsweise des RLE s. Abschnitt 2.3 Referenzwertbestimmung). Die Arbeitsgruppe C-
RIDL (Committee on Reference Intervals and Decision Limits) der IFCC (International
Federation of Clinical Chemistry) unterstiitzt die Anwendung indirekter Methoden zur

Beurteilung von Referenzgrenzen und zur Schiatzung neuer Referenzgrenzen (18).

1.4 Endokrinologische Laborparameter

In dieser Arbeit werden Referenzgrenzen fiir einige endokrinologische Laborparameter
bestimmt. Die Endokrinologie beschiftigt sich mit den Hormonen und ihren
Wirkmechanismen. Hormone entstammen den verschiedensten Driisen, dazu gehoren unter
anderem die Schilddriise, die Nebenschilddriisen und die Hypophyse (24). Parathormon (PTH)
entstammt den Nebenschilddriisen und dient als Regulator des Knochenstoffwechsels. Fiir
diesen Parameter werden Referenzgrenzen in dieser Arbeit erstellt. Seine Hauptwirkung besteht
darin, die Calciumwerte im Blut zu erh6hen. PTH steigert die Calciummobilisation aus dem
Knochen und die Calciumreabsorption in der Niere. Gleichzeitig wird renal die Riickresorption
von Phosphat gehemmt. Auch Calcitriol wird vermehrt gebildet (25). Daher werden auch
Vitamin D, Calcium und Phosphat in diese Studie einbezogen und Berechnungen zur
Bestimmung von Referenzgrenzen vorgenommen. Der Calciumhaushalt wird durch PTH, 1,25-
OH-Vitamin D (Calcitriol) und Calcitonin hormonell gesteuert. Die Phosphathomdostase wird
vorwiegend iiber PTH und Vitamin D reguliert (26). Vitamin D, genauer gesagt die biologisch
aktive Form Calcitriol, steigert die Calciumaufnahme intestinal und moduliert die
Phosphatresorption als auch die Knochenmineralisation. Mit steigendem Calciumspiegel fallt
die PTH-Konzentration. Aullerdem hat es positive Effekte u. a. auf die Glucosetoleranz, das
Herz-Kreislauf-System und das Immunsystem. Die Vorstufe von Vitamin D wird aus der
Nahrung aufgenommen oder vom Korper gebildet. Zunichst wird 7-Hydroxycholersterol im
Darm aufgenommen. Als 7-Dehydrocholesterol wird es in der Haut iiber UV-Licht zu
Cholecalciferol (Vitamin D3) umgewandelt. Durch eine Hydroxilierung entsteht in der Leber

25-OH-Vitamin D (Calcidiol). In der Niere kommt es zur zweiten Hydroxilierung, wodurch
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1,25-OH-Vitamin D (Calcitriol) gebildet wird. Die hédufigste Form im Blut stellt 25-OH-
Vitamin D dar, welches bei der Bestimmung der Vitamin D-Konzentration gemessen wird (25).
Auch in den folgenden Berechnungen fiir den Laborparameter ,,Vitamin D* handelt es sich um

25-OH-Vitamin D.

Desweiteren wurden Referenzgrenzen fiir die Schilddriisenhormone (fT3 und fT4) und TSH
bestimmt. Schilddriisenhormone fordern die Entwicklung der verschiedenen Kdorpersysteme
(z. B. Skelett, Nervensystem) und steuern den Stoffwechsel. TSH bewirkt an der Schilddriise
die Freisetzung von Thyroxin (Tetrajodthyronin, T4) und Trijodthyronin (T3), welche in freier
oder gebundener Form auftreten. Physiologisch wirksam ist nur die freie Form (fT3 bzw. fT4)

(25).

Einzelheiten zu den Messungen der Laborparameter, wie etwa eingesetzte Gerdte und das

Messprinzip, lassen sich der Tabelle 1 entnehmen.

1.5  Zielsetzung der Arbeit

Mittels des RLE werden Referenzgrenzen fiir Erwachsene fiir verschiedene Parameter aus dem
erweiterten endokrinologische Formenkreis (Calcium, Phosphat, TSH, fT3, fT4, Vitamin D,
Parathormon, Renin, Aldosteron) berechnet. Dabei kommen Messwerte von Patienten aus dem
Zentrallabor des Universitdtsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH) zum Einsatz. Somit
werden mit einer indirekten Methode retrospektiv Referenzgrenzen errechnet. Dabei werden
auch geschlechts- und altersspezifische Referenzgrenzen ermittelt. Weitere Stratifizierungen
anhand anderer Kriterien werden gegebenenfalls vorgenommen, wenn sich diese im Verlauf als

sinnvoll erweisen.

Die Anwendungsmdoglichkeit der Methode wird untersucht und die klinische Relevanz der
ermittelten Referenzgrenzen betrachtet. Die Ergebnisse werden einem Vergleich mit etablierten
Referenzbereichen unterzogen, um die Fragestellung zu beantworten, ob sich eine sinnvolle
Alternative zur aufwindigen Referenzwertbestimmung bietet. Ursachen fiir Unterschiede
zwischen den etablierten und den berechneten Referenzgrenzen werden diskutiert und

Moglichkeiten zur weiteren Optimierung des Vorgehens werden erortert.



2. Material und Methoden

2.1 Daten
Zur Ermittlung der Referenzgrenzen fiir Calcium, Phosphat, TSH, fT3, fT4, Parathormon,

Renin, Aldosteron und Vitamin D werden insgesamt ca. 1,5 Millionen Messwerte inklusive
Patientendaten des Zentrallabors des Universititsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH)
verwendet. Das UKSH mit seinen beiden Standorten Kiel und Liibeck ist ein Maximalversorger
und umfasst 2.500 Betten. Jéhrlich werden etwa 450.000 Patienten behandelt. Das Zentrallabor
bedient zudem weitere Krankenhduser im GroB3raum von Norddeutschland, sodass die Daten
auch aus Hamburg, Schleswig, Schonhagen, Damp, FElmshorn, Pinneberg, Wedel,
Timmendorfer Strand, Lehmrade, Wismar, Gifthorn, Hildesheim, Lengerich, Bad Gandersheim,

Northeim, Bad Herzberg/Osterode und Gottingen stammen (s. Abb. 1).
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Abbildung 1: Ubersicht der Standorte der einsendenden Kliniken. Ausgenommen sind, bis
auf Hildesheim und Githorn, die Kliniken im grauen Oval. Stand: 20.06.2017.

Der Datensatz, der fiir diese Studie aus dem Laborinformationssystem extrahiert wurde, enthélt
neben den Messergebnissen als Zahlenwert mit bis zu drei Nachkommastellen weitere
Angaben: die Art der Behandlung (angegeben als Buchstabe a, v, s, h, n fiir ambulant,
vorstationdr, stationdr, halbstationdr, nachstationér), das Alter (in ganzen Jahren), das
Geschlecht (angegeben als F und M fiir Frauen bzw. Méinner), das Einschleusdatum (als
dd.mm.yyyy, dabei d = Tag, m = Monat, y = Jahr), die Einschleuszeit (als hh:mm:ss; wobei

h = Stunden, m =Minuten und s = Sekunden), die Analysennummer (als sechsstelliger
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Zahlenwert), die Einheit (bei Calcium, Phosphat: mmol/l; Aldosteron, Renin: ng/l; TSH: mIU/I;
fT3, {fT4: pmol/l; Vitamin D: pg/l; bei Parathormon: pg/ml), der Referenzbereich (als
Zahlenintervall mit oberer und unterer Referenzgrenze), Probenart (Calcium, Phosphat, TSH,
fT3, fT4: Heparinplasma; Renin, Parathormon: EDTA-Plasma; Aldosteron, Vitamin D:
Serum), die Gerdtenummer (als flinfstelliger Zahlenwert), Anzahl der Messungen pro
Fallnummer (als Zahlenwert) und der Angabe der wievielten Messung in dem Fall
(Zahlenwert). Auch vermerkt ist, wenn es sich um einen gynikologischen oder
intensivmedizinischen Fall handelt. Bei Parathormon werden zusétzlich Daten von

neurologischen und urologischen Fillen gekennzeichnet.

Ausgeschlossen werden Wiederholungsmessungen, da es sich dabei wahrscheinlich um Werte
von Patienten handelt, die stiarker erkrankt sind, sowie Messwerte, die im Rahmen von Studien
erhoben wurden. Letztere entsprechen nicht dem durchschnittlichen
Krankenhauspatientenkollektiv. =~ Messwerte  von  gyndkologischen  Stationen  und
Intensivstationen werden ausgeschlossen, da dort ein iiberdurchschnittlich hoher Anteil
pathologischer Werte zu erwarten ist, was die Berechnung der Referenzbereiche beeinflussen
kdnnte. Zum einen hat die Schwangerschaft einen deutlichen Einfluss auf die laborchemischen
Parameter, zum anderen der kritische Gesundheitszustand, in dem sich Patienten der
Intensivstation befinden. Bei Parathormon wurden auBlerdem urologische Messwerte
ausgeschlossen. Bei urologischen Fillen sind oftmals Patienten mit Niereninsuffizienz
vertreten, was bewirkt, dass die renale Syntheseleistung von aktivem Vitamin D eingeschrinkt

ist. Erhohte Parathormon-Konzentrationen sind die Folge.

Die Messwerte, die im Rahmen regulirer Untersuchungen erhoben wurden, entstammen dem
Zeitraum Mirz 2014 bis Dezember 2016. Initial sind 1.582.503 Werte verfiigbar, nach den
genannten Ausschliissen und der Altersbegrenzung auf 18 bis 100 Jahre sind es 1.467.580.
Besonders Calcium weist einen sehr hohen Datenumfang mit fast 700.000 Messwerten auf,

wihrend fiir Renin und Aldosteron jeweils nur etwa 3.000 Messwerte verfiigbar sind (s. Tab. 1).



Tabelle 1: Anzahl der Messwerte pro Parameter. Ausgeschlossen wurden Messwerte von
gynidkologischen und intensivmedizinischen Fillen sowie Wiederholungsmessungen. Bei
Parathormon zudem Ausschluss urologischer Fille. Altersbegrenzung 18-100 Jahre. N = Anzahl.

Parameter N absolut N nach Ausschluss
Calcium 670.001 629.642

Phosphat 296.285 270.496

TSH 317.023 301.115

fT3 118.303 109.918

fT4 121.714 112.453
Parathormon  25.193 18.548

Vitamin D 27.980 21.104

Renin 3.205 1.739

Aldosteron 2.799 2.565

Fiir jeden Analyten kommen fiir die Durchfithrung der Messungen ein bis drei Gerdtemodelle
zum Einsatz, welche teilweise in mehrfacher Ausfiihrung vorhanden sind (s. Tab. 2).
Weiterfiihrende Informationen zu den jeweils eingesetzten Messgeriten und den Messverfahren

konnen Tabelle 3 entnommen werden.

Tabelle 2: Eingesetzte Messmodelle pro Parameter.

Parameter Messmodelle

Calcium Cobas 8000, Cobas 8100

Phosphat Cobas 8000, Cobas 8100, Dimension
TSH Cobas 8000, Cobas 8100

fT3 Cobas 8000, Cobas 8100

fT4 Cobas 8000, Cobas 8100
Parathormon Cobas 8000, Cobas 8100

Vitamin D HPLC

Renin BEP 2000

Aldosteron BEP 2000




ol

Tabelle 3: Laborparameter und zugeordnete Messgerite sowie Details zum Messverfahren. AK = Antikorper.

Laborparameter Messgerit (Hersteller) Probevolumen Materialien Testprinzip Einheit
Calcium Cobas 8000 (Roche) 2 ul Puffer, o-Kresolphthalein-Komplexon Komplexbildung (Methode nach mmol/l
und 8-Hydrochinolin Schwarzenbach); photometrische
Messung
Phosphat Cobas 8000 (Roche), 2,5 ul bzw. 3 ul Schwefelsdure, Ammoniummolybdat, Komplexbildung; photometrische mmol/l
Dimension (Siemens) Dimension zusdtzlich: P- Messung
Methylaminophenolsulfat (PMAPS) und
Bisulfit
Parathormon Cobas 8000 (Roche) 50 pl biotinylierter monoklonaler Sandwichkomplexbildung; unter pg/ml
PTH-spezifischer AK, Ruthenium- Spannung
Komplex markierter monoklonaler Chemilumineszenzemission,
PTH-spezifischer AK und Streptavidin- Messung mittels Photomultiplier
Mikropartikel
Vitamin D Cobas 8000 (Roche) 15 pl Dithiothreitol, Natriumhydroxid, Kompetitionsprinzip; unter pg/l
Ruthenium-markiertem Vitamin D- Spannung
Bindeprotein, Streptavidin-Mikropartikel, ~Chemilumineszenzemission,
biotinyliertes Vitamin D (25-OH) Messung mittels Photomultiplier
TSH Cobas 8000 (Roche) 50 pl Biotinylierter TSH-spezifischer AK, Sandwichkomplexbildung; unter mlU/1
Ruthenium-markierter TSH-spezifischer Spannung
AK, Streptavidin-Mikropartikel, Biotin- Chemilumineszenzemission,
haltige Festphase Messung mittels Photomultiplier
fT3, fT4 Cobas 8000 (Roche) 15 pl Ruthenium-markierter, T4-spezifischer Kompetitionsprinzip; unter pmol/l

AK, biotinyliertes T4, Streptavidin-
Mikropartikel, Biotin-haltige Festphase

Spannung
Chemilumineszenzemission,
Messung mittels Photomultiplier




2.2 Datenvorbereitung
Zur Vorbereitung und Analyse der Daten werden folgende R-Programme, bereitgestellt vom
Institut fiir Klinische Chemie, Kiel, verwendet: Geritestatistik, Aquivalenztest und

Nachkommastellentest.

Das Programm Geritestatistik filtert jeden Datensatz nach Gerdtenummer, Frequenz und
Gerdtenamen. Der restultierenden Tabelle ist so zu entnehmen, wie viele verschiedene Geréte

pro Analyt eingesetzt wurden und die Anzahl der Messungen pro Gerit.

Mit dem Programm Aquivalenztest wird {iberpriift, ob die verschiedenen Gerite, die fiir den
gleichen Analyten Messungen vorgenommen haben, als dquivalent und somit vergleichbar
betrachtet werden konnen. Dabei werden die Geréte untersucht, mit denen am héufigsten
Messungen stattgefunden haben. Das Programm wendet den TOST (two one-sided-t-tests =
zwel einseitige t-Tests) (27) an. Dies ist ein statistischer Hypothesentest. Dabei werden eine
obere und eine untere Aquivalenzgrenze festgelegt. Es werden zwei Nullhypothesen aufgestellt,
die vom Vorliegen eines Effektes, also einer relevanten Differenz zwischen den beiden zu
vergleichenden Verfahren (z. B. Methoden oder Medikamente), ausgehen. Liegt der Effekt
innerhalb der Aquivalenzgrenzen, werden die Nullhypothesen abgelehnt und die zwei
Verfahren als dquivalent angesehen (28). Die Aquivalenzgrenzen (Epsilon) werden zunichst
auf 10% festgelegt und die Konfidenzintervalle berechnet. Es werden jeweils zwei Gerite

gegeniibergestellt und als dquivalent bzw. nicht d4quivalent bewertet.

Grafisch dargestellt wird die Verteilung der Nachkommastellen mit dem Programm
Nachkommastellentest (s. Abschnitt 3.1.2 Aquivalenztest, Abb. 2). So kann beurteilt werden,
ob sich die signifikanten Stellen eines Parameters unterscheiden. Sie entstehen dadurch, dass
Labore die Messwerte auf eine bestimmte Weise runden, um sie mit gleicher Ziffernanzahl
darzustellen. Das fiithrt im Datensatz zu unterschiedlicher Anzahl an Nachkommastellen je nach
GroBenordnung des Analyten, was dazu fiihrt, dass sich die Verteilung zu stark von einer
Normalverteilung unterscheidet. Bei Vorliegen unterschiedlicher signifikanter Stellen in einem
Datensatz wird der komplette Datensatz eines Analyten auf zwei oder eine Nachkommastelle
oder auf ganze Zahlen gerundet. Die weiteren Berechnungen werden dann mit den gerundeten

Daten fortgefiihrt.

2.3 Referenzwertbestimmung

Die Referenzbereiche werden mit dem Reference Limit Estimator (RLE) von Arzideh et al. der

DGKL berechnet (23). Dieses Programm ist eine Microsoft Excel-Anwendung, die auf das
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Statistikprogramm R zugreift. Es wird Version 20151017 verwendet, mittlerweile sind neuere
Versionen  verfiigbar. Fir R (Version2.7.2) werden  entsprechend  den
Installationsempfehlungen weitere Pakete heruntergeladen (geoR, msm, mgcv, Sp, splancs,

Random Fields, mvtnorm, expm, mass, nlme, survival).

Der RLE geht mittels eines bimodalen, retrospektiven Verfahrens vor. Zunichst werden die
Labordaten in Excel liberfiihrt, wobei die Messergebnisse mit Alter, Geschlecht, Einsender und
einer anonymen Patientenidentifikation enthalten sein miissen. Nun werden die Daten von dem
Tool eingelesen. Bei Wiederholungsmessungen an einem Patienten wird nur der erste Messwert
berticksichtigt. Langfristige Drifteffekte werden gepriift. Der RLE fiihrt fiir den gemischten
Datensatz (enthélt nicht-pathologische und pathologische Werte) eine nicht-parametrische,
geglittete Kerndichteschdtzung durch (29). Es wird angenommen, dass die nicht-
pathologischen Werte den GroBteil darstellen und eine Power-Normalverteilung sie
modellieren kann. Letztere eignet sich gut fiir gestreute Daten (30). Falls keine
Normalverteilung vorliegt, erfolgt eine logarithmische oder Box-Cox-Transformation (31). Bei
den pathologischen Werten handelt es sich meist um Extremwerte (besonders hoch oder
niedrig), welche nicht-parametrisch verteilt sind (29). Der iiberwiegende Teil dieser Werte ldsst
sich liber zwei Trennungspunkte abschneiden. Um diese Trennungspunkte zu finden, wird der
Datensatz an verschiedenen Stellen abgeschnitten (trunkiert). Fiir den verbleibenden, zentralen
Bereich des Datensatzes wird die Parameterschitzung einer Power-Normalverteilung
durchgefiihrt, was mittels der Maximum-Likelihood-Methode geschieht. Es wird die geschitzte
Verteilung der nicht-pathologischen Werte generiert und die Giite der Anpassung dieser
innerhalb und auBlerhalb des trunkierten Abschnitts erhoben. Dafiir kommt die Kolmogorow-
Smirnow-Statistik zum FEinsatz. Ergibt diese niedrige Werte, so kann von einer guten
Anpassung ausgegangen werden. Die niedrigsten Werte ergeben somit die besten
Trennungspunkte. Danach erfolgt die Berechnung der Referenzgrenzen, also der 2,5. und 97,5.
Perzentile der Verteilung der nicht-pathologischen Werte. Die Berechnung von
Konfidenzintervallen folgt einer parametrischen Methode und wenn keinerlei Uberschneidung
dieser vorliegt, werden die verglichenen Referenzgrenzen als signifikant verschieden

angesehen (23).

Die Ermittlungen erfolgen in drei Schritten. Im ersten Schritt wird die Altersspanne festgelegt.
Es wird eine Ergebnisstabelle generiert, die Auskunft gibt iiber die Anzahl der Messwerte, den
Modalwert, den Durchschnitt, den Median, die Standardabweichung, den Minimal- und

Maximalwert. Diese Werte werden fiir Méinnern und Frauen gemeinsam sowie nach
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Geschlechtern getrennt angegeben (s. beispielhaft Tabelle 4). AuBerdem werden das
Histogramm mit Wahrscheinlichkeitsdichtefunktion und die 50. Perzentile in Abhdngigkeit
vom Alter grafisch dargestellt.

Tabelle 4: Erste Ergebnistabelle fiir die Messwerte von Calcium fiir die Altersklasse 18-80 Jahre. Mode

= Modalwert, Mean = Durchschnittswert, Std = Standardabweichung, Min = Minimalwert, Max =
Maximalwert, F = Frauen, M = Ménner.

Geschlecht  Alter Anzahl Mode Mean Median Std Min Max

F,M 18-80 556550 2.33 2.29 23 0.17 028 494
F 18-80 251724 2.36 23 231 0.17 043 4.6l
M 18-80 304706 2.33 2.28 2.29 0.17 028 494

Im néchsten Schritt werden die 0,05.-, 0,25.-, 0,50.-, 0,75.- und 0,95.-Quantilen, aufgeteilt nach
Geschlecht und Monat, berechnet (s. Tabelle 5). Grafisch dargestellt wird der Median in
Abhéngigkeit von der Zeit mit Konfidenzintervall. Auch die anderen Perzentilen konnen sich
grafisch darstellen lassen. Damit sollen die Daten optisch und statistisch auf einen
zeitabhéngigen Drifteffekt untersucht werden, welcher bei Unstetigkeiten des Medians

wahrscheinlich ist.

Im letzten Schritt werden die Referenzgrenzen berechnet. Einer Tabelle lassen sich Geschlecht,
Alter, Anzahl der Messwerte, Modalwert, p (geschitzter Anteil nicht-pathologischen Werten
an dem Datensatz), mu, sigma, lambda, Testwert, kritischer Wert, p-Wert, die obere und untere
Referenzgrenze und die obere und untere Grenze des 90%-Konfidenzintervalls entnehmen
(s. Tabelle 6). Mu, Sigma und lambda sind geschitzte Werte einer Power-Normalverteilung fiir
die Verteilung der nicht-pathologischen Daten. Der Testwert dient der Uberpriifung, ob bei der
transformierten, trunkierten Stichprobe eine Normalverteilung vorliegt. Der kritische Wert darf
vom Testwert nicht liberschritten werden, da sonst die Hypothese, dass die Daten im trunkierten
Bereich nach Transformation einer Normalverteilung folgen, abgelehnt werden muss. Der p-
Wert stellt wiederum die Irrtumswahrscheinlichkeit dar. Ist er groBer als der festgelegte Wert
von 5%, wird angenommen, dass die Daten nach Transformation einer Normalverteilung
folgen. Diese und weitere Erlduterungen der Ergebnisse sind im Handbuch zum RLE zu finden

(32).
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Tabelle 5: Zweite Ergebnistabelle fiir die Messwerte von Calcium (in mmol/l) fiir die Altersklasse 18-
80 Jahre, aufgeteilt nach Geschlecht und Monat. F = Frauen, M = Ménner.

Miirz 2014 April 2014 Mai 2014  Juni 2014

Anzahl F 2566 3414 3435 3580
2770 3963 4185 3976

F,M 5336 7379 7626 7558

0.05-Quantile F 1.99 1.97 1.96 1.96
M 1.97 1.98 1.94 1.97

F,M 1.98 1.97 1.95 1.96

0.25-Quantile F 2.18 2.17 2.17 2.16
M 2.14 2.16 2.15 2.14

F,M 2.16 2.16 2.16 2.15

0.50-Quantile F 2.29 2.28 2.27 2.27
2.27 2.27 2.26 2.26

F,M 2.28 2.28 2.27 2.27

0.75-Quantile F 2.39 2.38 2.37 2.37
2.37 2.365 2.36 2.36

F,M 2.38 2.37 2.36 2.36

0.95-Quantile F 2.54 2.52 25 249
M 2.52 25 25 248

F,M 2.53 2.51 25 249

Tabelle 6: Dritte Ergebnistabelle fiir die Messwerte von Calcium (in mmol/l) fiir die Altersklasse 18-
80 Jahre. Mode = Modalwert, RG = Referenzgrenze, F = Frauen, M = Ménner.

Geschlecht Anzahl Mode P mu sigma  lambda untere RG obere RG
F,M 556550 2,33 0,8452 1,32536 0,11954 1 2,09 2,56
F 304706 2,34  0,8475 1,33405 0,1159 1 2,11 2,56
M 251724 2,32 0,839 1,31894 0,12191 1 2,08 2,56

Bei der Durchfiihrung der oben genannten Schritte wurde initial die Altersspanne 18 bis 100
Jahre gewihlt, dies wurde spiter auf 18 bis 80 Jahre angepasst. AnschlieSend wurde in kleinere
Altersabschnitte unterteilt. Es wurden Referenzgrenzen fiir alle Patienten gemeinsam, sowie

getrennt nach Geschlecht jeweils fiir Ménner und fiir Frauen berechnet.
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2.4 Datennachbereitung

Im Anschluss wird fiir jeden Analyten gepriift, ob getrennte Referenzintervalle fiir Ménner und
Frauen notig sind oder ein gemeinsames Intervall fiir beide Geschlechter ausreichend ist. Auch
gepriift wird, ob eine Unterteilung der Daten in engere Altersgruppen sinnvoll ist oder ob

Referenzgrenzen fiir eine gro3e Altersspanne ausreichend sind.

Dazu werden mittels der Excel-Anwendung ,,Zuldssige Messunsicherheit™ der Arbeitsgruppe
Richtwerte der DGKL (Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie und
Laboratoriumsmedizin) die zuldssigen Unterschiede in den Referenzgrenzen der unterteilten
Population ermittelt (33). Die ermittelten Referenzgrenzen der Altersgruppe 18 bis 80 Jahre fiir
beide Geschlechter und der zugehdrige Median werden verwendet, um damit die zuléssige
Differenz pD (= permissible difference) fiir die obere und die untere Referenzgrenze zu
errechnen. Eine Auflistung der angewandten Formeln findet sich im Anhang (s. Abb. 33). Es
ergibt sich somit ein pD-Bereich jeweils fiir die obere und untere Referenzgrenze. Liegen die
ermittelten oberen und unteren Referenzgrenzen aufgeteilt nach Geschlecht oder in kleinere
Altersgruppen auBerhalb dieser pD-Bereiche, zeugt dies von einem groflen Unterschied in den

verglichenen Referenzbereichen und eine entsprechende Aufteilung kann erwogen werden.
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3. Ergebnisse
3.1 Datenvorbereitung

3.1.1 Geratestatistik

Zur Messung der Blutparameter kommen unterschiedliche Gerdte zum Einsatz. Um
sicherzustellen, dass diese vergleichbar und als dquivalent einzustufen sind, wird der
Aquivalenztest angewandt. Zuvor liefert das R-Programm ,,Geriitestatistik* die Information,
welche Messgerite pro Analyt wie oft eingesetzt wurden. Es wird verwendet, um danach beim
Aquivalenztest die hiufigsten Messgerite miteinander vergleichen zu kénnen. Zwar handelt es
sich dabei in den meisten Fillen um das gleiche Modell, den Cobas8000 von Roche, aber um
unterschiedliche Gerite. In Kiel und Liibeck gibt es jeweils zwei Gerdte (K1, K2 und L1, L2).
Jedes Gerdt wiederum besitzt verschiedene Module. Die Messwerte von Calcium
beispielsweise stammen von 13 verschiedenen Modulen. Die fiinf hdufigsten Module haben fiir
Calcium jeweils zwischen 25.460 und 190.023 Messwerte erhoben. Damit stellen sie 669.092
von insgesamt 670.001 Werten, was 99,86% entspricht. Die restlichen Gerite tragen somit nur
einen sehr geringen Anteil von 0,14% an Daten bei und sind zu vernachldssigen

(s. Anhang Tab. 29).

3.1.2 Aquivalenztest

Im nichsten Schritt, dem Aquivalenztest, werden die hiufigsten Geriite miteinander verglichen.
Jeweils zwei Gerite stehen sich im Vergleich gegeniiber, sodass sich bei fiinf verschiedenen
Gerédten zehn Vergleiche ergeben. Zunéchst wird ein Epsilon-Wert von 10% gewdhlt. Dieser
Wert gibt den maximalen akzeptablen Unterschied zwischen zwei zu vergleichenden Geréten
an. Es ergeben sich aus dem +/- Epsilon-Wert die Aquivalenzgrenzen, welche das
Epsilonintervall von -0,1 — 0,1 definieren. Gleichzeitig werden zwei Nullhypothesen
aufgestellt, die einen relevanten Unterschied zwischen den beiden Gerdten erwarten. Es wird
ein Konfidenzintervall berechnet, welches mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 % zur
Ablehnung der Nullhypothesen fithrt. Das Konfidenzintervall wiederum muss im
Epsilonintervall liegen. Ist dies der Fall, ist die Differenz der Geréte geringer als der Epsilon-

Wert und die Geréte werden als dquivalent bewertet.

Neben den Ergebnistabellen werden Grafiken generiert, welche mittels Box-Plots die
Verteilung der Messwerte darstellen. Jede Box wird durch das obere und untere Quartil

(25. bzw. 75. Perzentil) begrenzt und beinhaltet somit 50% der Messwerte. Der Abstand
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zwischen oberem und unterem Quartil ist der Interquartilenabstand, der Strich innerhalb der
Box stellt den Median dar. Die Antennen repréisentieren Daten, welche nicht innerhalb der Box
liegen und sind auf den 1,5-fachen Wert des Interquartilenabstandes begrenzt. Durch die
Erginzung der Box-Plots um Violinen-Plots kann die ganze Verteilung der Messwerte eines

Messgerites durch Dichtediagramme visualisiert werden.

In der grafischen Gegeniiberstellung der hdufigsten Messgerdte von Calcium stellen sich die
Box- und Violinen-Plots sehr dhnlich dar (s. Abb. 2a). Es zeigen sich Interquartilenabstidnde
und Dichtediagramme, die sehr dhnliche Wertebereiche abdecken. Dabei weist Modul 2 des
Gerdtes Cobas 8000 K2 den weitesten Interquartilenabstand auf. Insgesamt scheinen die
verschiedenen Messgerite vergleichbare Messwerte zu liefern, was durch die Berechnungen
bestitigt wird. Die Gerdte werden bei einem Epsilon-Wert von 10% als dquivalent eingestuft

(s. Anhang, Tab. 30).

Im Vergleich der Gerite, welche Messungen von Phosphat vorgenommen haben, zeigen sich
schon grafisch grofere Unterschiede. Die Boxen variieren in ihrer Hohe und in der Abdeckung
ihres Messwertebereiches stirker (siche Abb. 2b). Die Messgerite sind wahrscheinlich nicht
als dquivalent einzuordnen. Auch in den Berechnungen liegen nicht bei allen Vergleichen die
Konfidenzintervalle in den entsprechenden Epsilonintervallen. Die zehn Vergleiche liefern
zwei Mal ein nicht dquivalentes Ergebnis (s. Tab. 7). Erst bei einem Epsilonwert von 15%
wiirden schlieBlich alle Gerite als vergleichbar bewertet werden. Aus diesem Grund werden
bei Phosphat neben der standardméBigen Referenzwertberechnung unter Einschluss aller

Geriéte noch einmal gerdtebezogene Referenzgrenzen bestimmt.
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Cobas 8000 L1 (M1)
Cobas 8000 K1 (M3)
Cobas 8000 L2 (M2)
Cobas 8000 K2 (M1)

Cobas 8000 K2 (M2)

Cobas 8000 L1 (M2)

Cobas 8000 K1 (M3) -

Cobas 8000 K2 (M1) -

Cobas 8000 L2 (M3)

Cobas 8000 K2 (M2) -

=)
1
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.

Calcium (mmol/l)
N

-G

Phosphat (mmol/l)

[9)]
1

-

Abbildung 2: a.: Aquivalenztest der hiufigsten Messgerite fiir Calcium. K = Kiel, L = Liibeck,

M = Modul.

b.: Aquivalenztest der hiufigsten Messgerite fiir Phosphat. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Tabelle 7: Erster Aquivalenztest der Geriite fiir Phosphat mit einem Epsilon-Wert von 10%. 4q.=
dquivalent, n. 4q.= nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1

Gerit 2

Konfidenzintervall

Ergebnis

Cobas 8000 K2 (M2)
Cobas 8000 K2 (M2)

Cobas 8000 K2 (M2)
Cobas 8000 K2 (M2)
Cobas 8000 K1 (M3)
Cobas 8000 K1 (M3)
Cobas 8000 K1 (M3)
Cobas 8000 L1 (M2)
Cobas 8000 L1 (M2)
Cobas 8000 L2 (M3)

Cobas 8000 K1 (M3)
Cobas 8000 L1 (M2)

Cobas 8000 L2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M1)
Cobas 8000 L1 (M2)
Cobas 8000 L2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M1)
Cobas 8000 L2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M1)
Cobas 8000 K2 (M1)

[0,003 - 0,011]
[0,071 — 0,078]

[0,08 — 0,088]

[(- 0,03) — (- 0,015)]
[0,063 —0,071]
[0,072 - 0,081]

[(- 0,037) — (- 0,022)]
[0,006 — 0,013]

[(- 0,104) — (- 0,089)]
[(- 0,114) — (- 0,099)]

aq.
aq.
aq.
aq.
aq.
aq.
aq.
aq.
n. 4q.
n. 4q.
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Fiir T3 ergibt sich beim Vergleich der fiinf hiufigsten Gerite in allen Fillen eine Bewertung
der Gerite als dquivalent. Genauso verhdlt es sich bei der Priifung der Geréte fiir fT4 und TSH
(s. Anhang Abb. 29, Tab. 31-33). Bei Parathormon werden die zwei hiufigsten Gerite
verglichen und schon bei der grafischen Gegeniiberstellung stellen sich die Violin- und Box-
Plots sehr unterschiedlich dar (s. Abb. 3). Die Geréte sind nicht dquivalent (s. Anhang Tab. 34).
Daher werden auch hier die Referenzgrenzen zum einen mit Messwerten bestimmt, die von
beiden Gerdten stammen, und zum anderen gerdtespezifische Referenzgrenzen errechnet. Fiir
Vitamin D, Renin und Aldosteron ist der Aquivalenztest nicht notig, da jeweils an nur einem

Gerét die Mehrheit der Messungen durchgefiihrt wurden.

Parathormon (pg/ml)

o
1

Cobas 8000 L1 (M4) e»—o———

Cobas 8000 K2 (M4)

- 00l

Abbildung 3: Aquivalenztest der hiufigsten Messgerite fiir Parathormon. K = Kiel, L = Liibeck, M =
Modul.

3.1.3 Nachkommastellen

Eine Priifung der Nachkommastellen wird durchgefiihrt, um die Nachkommastellen der
Messwerte flir jeden Parameter zu beurteilen und zu {iberpriifen, ob signifikante Stellen die
Verteilung der Messwerte beeinflussen. Bei Calcium und Phosphat stellten sich keine
UnregelmiBigkeiten in den Nachkommastellen dar. Die Verteilungen spiegeln die schmalen
physiologischen Referenzbereiche der beiden Laborparameter wider (fiir Calcium nach
Thomas: 2,15 — 2,58 mmol/l; fiir Phosphat nach Thomas: 0,84 — 1,45 mmol/l; s. Anhang,
Abb. 30, 31a). Erst bei den spiteren Berechnungen prisentierten die Dichtefunktionen beider
Laborparameter einige dfter auftretende Messwerte (s. Abb. 11, 12b), sodass eine Rundung der
Werte auf zwei Nachkommastellen vorgenommen wird. Damit wurde das Phdnomen behoben

(s. Abb. 23).
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Bei fT4 zeigen sich ungleichverteilte Nachkommastellen mit hoherer Haufigkeit der geraden
Nachkommastellen (s. Abb. 4). Grund dafiir sind aber nicht signifikante Stellen, sondern das
statistische Runden der Gerdte. Auch fiir TSH zeigen sich Auffilligkeiten in der Grafik
(s. Abb. 5a). Ursédchlich dafiir sind die verschiedenen Messgerite, die jeweils eine
unterschiedliche Anzahl an Nachkommastellen angeben. Daher wird eine Rundung der Daten
auf eine Nachkommastelle vorgenommen, wobei sich das Phanomen des statistischen Rundens
in Form von hédufigeren geraden Nachkommastellen zeigt (s. Abb. 5b). Auch in den Grafiken
fiir Parathormon und Vitamin D ist dieses sichtbar, wihrend das Histogramm von T3

unauffillig ist (s. Anhang, Abb. 31b, 32).

7.500 -

Frequenz

0 -t
Nachkommastellen (0,0-0,9)

Abbildung 4: Histogramm der Nachkommastellen fiir die Messwerte von fT4.

2.000 -
20.000 -

Frequenz
Frequenz

0- 0-
Nachkommastellen (0,000-0,999) Nachkommastellen (0,0-0,9)
Abbildung 5: a.: Histogramm der Nachkommastellen von 0,000 bis 0,999 fiir die Messwerte von
TSH.
b.: Histogramm nach der Rundung der Nachkommastellen auf eine Nachkommastelle (0,0 bis 0,9) fiir
die Messwerte von TSH.



3.2 Ermittlung der Referenzbereiche

Es werden zunichst bei allen Parametern Referenzgrenzen fiir Messwerte von Patienten von 18
bis 100 Jahren bestimmt. Dazu gehdren auch geschlechtsbezogene Referenzgrenzen. Bei
Inspektion der Grafiken zeigt sich eine Streuung der Messwerte im hoheren Lebensalter, da
deutlich weniger Messwerte verfiigbar sind. Daher wird eine Begrenzung der Altersspanne von
18 bis 80 Jahre vorgenommen. Danach werden zudem Referenzgrenzen fiir kleinere
Altersgruppen gebildet. Bei Calcium und Vitamin D erfolgt zusétzlich eine saisonale

Aufteilung und bei Phosphat sowie Parathormon eine gerdtebezogene Referenzwertermittlung.

Zuletzt wird das Programm ,,Zuldssige Messunsicherheit* der DGKL angewandt, um zu priifen,
ob die Unterteilung der Gesamtdatenmenge nach Alter sowie Geschlecht zur Erstellung
spezifischer Referenzgrenzen nétig ist. Dabei wird aus den Referenzgrenzen fiir beide
die 18 bis 80 Jahre die Differenz

(= permissable difference, pD) errechnet. Die Referenzgrenzen fiir eine kleinere Altersspanne

Geschlechter fiir Altersspanne zuldssige
bzw. flir nur ein Geschlecht werden nun mit den Intervallen der pD verglichen. Liegen die
Referenzgrenzen in den pD-Intervallen, ist ein allgemeiner Referenzbereich ausreichend.

Liegen sie aullerhalb der pD-Intervalle, ist der Nutzen getrennter Referenzbereiche zu priifen.

3.2.1. Altersklasse 18 - 100 Jahre

3.2.1.1 Renin und Aldosteron

Bei den Berechnungen der Referenzgrenzen fiir Renin und Aldosteron fiir die Altersklasse 18
bis 100 Jahre zeigt sich bei Betrachtung der alters- und des zeitabhéngigen Mediane eine starke
Streuung der Daten. Bei Renin zeigt sich dies am stdrksten bei den Messwerten der Ménner,

daher sind sie hier beispielhaft aufgefiihrt (s. Abb. 6).

a. b. .
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Abbildung 6: a.: Altersabhédngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Renin fiir Madnner von 80-100
Jahren. b.: Zeitabhingiger Median fiir Renin fiir Méanner von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Das Histogramm zeigt, dass die Daten keine Normalverteilung aufweisen (s. Abb. 7). Bei der
Schitzung der Verteilungen konnen die pathologischen Werte nicht klar abgegrenzt werden.
Dies ist dem geringen Umfang an Messwerten geschuldet. Fiir Renin sind zunéchst 2164
Messwerte verfiigbar. Nach Ausschluss von gynikologischen Patienten und Patienten von
Intensivstationen bleiben noch 1739 Werte, wovon 697 auf die Méanner und 1042 Werte auf die

Frauen entfallen.

Manner

0.053

== whole data set
—— non-pathological
—— pathological

Dichte

...............................................

D000 41.160 90552 139.944 189.336 238.728 288.120 337.512 386.904

Renin (ng/l)

Abbildung 7: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und
fiir alle Daten (blau) fiir Renin fiir Ménner von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und
obere Referenzgrenze an.

Bei Aldosteron werden &hnliche Effekte sichtbar, wenngleich hier die Abgrenzung der
pathologischen von der nicht-pathologischen Verteilung besser funktioniert (s. Abb. 8). Fiir
Aldosteron liegen initial 2736 Messwerte vor, nach den oben genannten Ausschliissen 2565
Messwerte. Fir den RLE wird eine Mindestanzahl von 2000 Werten, besser 4000 Werte
empfohlen (15). Referenzgrenzen werden zwar berechnet, diese kdnnen jedoch aufgrund der
wenigen Messwerte nicht als sinnvoll eingestuft werden und sollten in der Praxis nicht

angewendet werden.

Frauen, Manner

0.012

-~ whole data set
— non-pathological

Dichte

D000 149.088 335448 521.808 708.168 894528 1080.888 1285884

Aldosteron (ng/l)

Abbildung 8: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und
fiir alle Daten (blau) fiir Aldosteron fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben
die untere und obere Referenzgrenze an.
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3.2.1.2 Calcium und Phosphat

Fiir Calcium zeigt sich bei der grafischen Auswertung fiir Messwerte von Patienten von 18 bis
100 Jahren ein gleichméBiger, mit zunehmendem Alter relativ konstant abfallender Median
der Messwerte. Im Altersbereich von 40 bis 50 Jahren zeigt sich ein Plateau, die Messwerte
stellen sich stabil dar. Im Alter von 90 bis 100 Jahren présentiert sich der Median
schwankend, was auf das Vorhandensein nur weniger Messwerte in diesem hohen Lebensalter

zuriickzufiihren ist (s. Abb. 9).

Frauen, Manner
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Abbildung 9: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Calcium fiir beide Geschlechter von
80-100 Jahren.

Die Grafik mit dem zeitabhdngigen Median zeigt fiir die ersten Monate der Messungen im
Zeitraum Mérz bis November 2014 leicht niedrigere Messwerte. Danach kommt es zu einem
leichten Anstieg und der zeitabhidngige Median stabilisiert sich bei etwa 2,30 mmol/l. Dies ist

auf einen initial geringeren Datenumfang zuriickzufiihren (s. Abb. 10).
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Abbildung 10: Zeitabhingiger Median fiir Calcium fiir beide Geschlechter von 80-100 Jahren
(blau gestrichelt). KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Das Histogramm lésst eine Normalverteilung der nicht-pathologischen Daten annehmen. Im
Bereich der niedrigeren Messwerte stellt sich der Kurvenverlauf flacher dar, dies ldsst eine
Subgruppe pathologischer Messwerte vermuten. Zudem zeigen sich regelméBig einige haufiger

vorkommende Messwerte (s. Abb. 11).
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Abbildung 11: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und
fiir alle Daten (blau) fiir Calcium fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die
untere und obere Referenzgrenze an.

Die grafischen Darstellungen fiir die Messwerte von Phosphat erweisen sich als dhnlich zu
denen von Calcium. Als Unterschied ldsst sich der altersabhidngige Median der Daten nennen,
der keinen vergleichbaren kontinuierlichen altersabhdngigen Abfall zeigt. Bis auf einen
starkeren Abfall zwischen 20 und 30 Jahren verlduft er ansonsten relativ stabil (s. Abb. 12a).
Im Histogramm stellen sich die Messwerte normalverteilt dar, zudem werden ebenfalls hdufiger

auftretende Messwerte sichtbar (s. Abb. 12b).
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Abbildung 12: a.: 50.-Perzentile fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18 — 100 Jahren.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen(rot) Werte und fiir alle Daten

(blau) fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere

Referenzgrenze an.
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3.2.1.3 TSH, fT3 und T4

Die grafischen Darstellungen der Messwerte fiir fT3 liefern fiir den altersabhéngigen Median
der Messwerte fiir beide Geschlechter gemeinsam eine mit dem Alter abfallende Kurve
(s. Abb. 13a). Der Median iiber die Zeit zeigt einen wellenformig schwankenden Verlauf mit

hoheren Messwerten im Juli, August und niedrigeren im Januar (s. Abb. 13b).
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Abbildung 13: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 18-
100 Jahren.

b.: Zeitabhingiger Median fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

Die Dichtefunktion der Messwerte fiir fT3 stellt eine zweite groe Subgruppe im Bereich der
niedrigeren Messwerte dar (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und
fiir alle Daten (blau) fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an.
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Bei fT4 hingegen zeigen sich die altersabhéngigen Mediane der Messwerte flir Frauen leicht
ansteigend mit zunehmendem Alter. Fiir die Messwerte der Manner stellt sich der Median initial

leicht fallend und danach relativ stabil dar (s. Abb. 15).
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Abbildung 15: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir T4 fiir Frauen von 18-100 Jahren.
b.: Zeitabhéngiger Median fiir fT4 fliir Ménner von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

Der zeitabhingige Median stellt sich schwankend dar mit hoheren Messwerten in den
Sommermonaten, dhnlich wie bei den Daten von fT3 (s. Abb. 16a). Die Dichtefunktion zeigt
einige hiufiger auftretende Messwerte, hier beispielhaft in der Grafik fiir die Messwerte der

Mainner sichtbar (s. Abb. 16b).
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Abbildung 16: a.: Zeitabhéngiger Median fiir fT4 fiir beide Geschlechter von 80-100 Jahren
(blau gestrichelt). KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen(rot) Werte und fiir alle Daten
(blau) fiir fT4 fiir Ménner von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere Referenzgrenze
an.
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Die 50. Perzentilen von TSH fiir Ménner, Frauen und fiir beide Geschlechter gemeinsam fallen
mit dem Alter ab bis etwa zum 60. Lebensjahr. Dann stabilisieren sich die Messwerte zwischen
1,3 und 1,4 mIU/l, um zwischen dem 80. und 100. Lebensjahr erneut anzusteigen (s. Abb. 17a).
Der Median in Zeitabhingigkeit stellt sich wie bei fT3 und fT4 wellenformig schwankend dar.
Allerdings werden bei TSH im Juli und August niedrigere Ergebnisse gemessen, wihrend im
Januar und Februar hohe Messwerte dominieren (s. Abb. 17b). Die Schitzung der
Messwertverteilung gelingt und zeigt eine Abflachung des Kurvenlaufes im Bereich der

hoheren Werte (s. Abb. 18).
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Abbildung 17: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir TSH fiir beide Geschlechter von 18-
100 Jahren.

b.: Zeitabhingiger Median fiir TSH fiir beide Geschlechter von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Abbildung 18: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir TSH fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die
untere und obere Referenzgrenze an.
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3.2.1.4 Parathormon

Der altersabhidngige Median beschreibt fiir Parathormon einen suksessive ansteigenden Verlauf
von 40 bis etwa 80 pg/ml im 80. Lebensjahr, danach prisentiert er sich unsteter (s. Abb. 19a).
Der Median iiber die Zeit stellt sich fiir beide Geschlechter gemeinsam relativ stabil dar,

wihrend die Grafik der Méanner auf gestreutere Messwerte hindeutet (s. Abb. 19b).
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Abbildung 19: a.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Parathormon fiir beide Geschlechter
von 18-100 Jahren.

b.: Zeitabhéngiger Median fiir Parathormon fiir Ménner von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

Die Schitzung der Verteilungen der nicht-pathologischen und pathologischen Werte gelingt.
Es zeigt sich eine leicht linksgipflige Verteilung. Gerade im héheren Wertebereich verlaufen
die Kurven der Messwerteverteilung flacher, was auf einen groferen Anteil pathologischer
Werte schliefen ldsst, dies zeigt sich gut in der Verteilung der Messwerte der Ménner

(s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir TSH fiir Ménner von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und
obere Referenzgrenze an.
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3.2.1.5 Vitamin D

Bei dem im Folgenden als ,,Vitamin D* bezeichneten Laborparameter handelt es sich um die
Form 25-OH-Vitamin D.

Bei Vitamin D steigt der altersabhéngige Median leicht mit Hochstwerten von bis zu 35 pg/l
zwischen dem 60. und 70. Lebensjahr. Danach kommt es zu einem Abfall der Messwerte
(s. Abb. 21a). Der Median erscheint iiber den Zeitraum der Probenentnahmen wellenformig,
wobei der Schwankungsbereich zwischen 20 und 30 pg/1 liegt. In den Sommermonaten zeigen

sich hohere, in den Wintermonaten niedrigere Messwerte (s. Abb. 21b).
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Abbildung 21: a.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Vitamin D fiir beide Geschlechter von
18-100 Jahren.

b.: Zeitabhingiger Median fiir Vitamin D fiir beide Geschlechter von 80-100 Jahren (blau gestrichelt).
KI=Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

Die Dichtefunktion stellt keine Normalverteilung dar, sondern présentiert sich zweigipflig, was
auf zwei grofle Subgruppen schlieflen ldsst (s. Abb. 22). Die Verteilungen der pathologischen
sowie der nicht-pathologischen Werte kdnnen nicht voneinander abgegrenzt und somit keine
Referenzgrenzen generiert werden. Insgesamt liegen 21.104 Daten fiir Vitamin D vor.
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Abbildung 22: Geschitzte Verteilung fiir alle Daten (blau) fiir Vitamin D fiir beide Geschlechter von
18-100 Jahren.
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3.2.1.6 Referenzintervalle der Parameter fiir das Alter 18-100 Jahre

Es lieBen sich fiir sechs der neun Laborparameter mittels des RLE Referenzgrenzen berechnen
(s. Tabelle 8).

Tabelle 8: Referenzintervalle verschiedener Parameter fiir die Altersklasse 18-100 Jahre. G =
Geschlecht, RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, Frauen = Frauen, M = Miénner,
PTH = Parathormon.

Parameter G RI N Analyt G RI N
Calcium F,M 2,04-2,58 629.642 TSH FFM  0,18-3,33 301.115
(mmol/I) F 2,06 2,57 291.340 (mlU/l) F 0,13 -3,27 151.369
M 2,01 —2,58 338.176 M 0,28 -4 149.596
Phosphat F,M 0,56-1,53 270.496 fT3 FFM 325-64 109.918
(mmol/I) F 0,57 -1,49 116.634 (pmol/l) F 3,41 -6,28 62.107
M 0,57-1,59 153.832 M 3,15-6,54 47.748
PTH F,M 18,31 -89,76 17.101  fT4 F,M 10,63-2292 112.453
(pg/ml) F 18,92 — 86,52 11.317  (pmol/l) F 10,81 -23,2  63.728
M 18,35-119,79  5.784 M 10,41 —22,46 48.651,

3.2.2 Weitere Eingrenzung der Altersklassen

Bei der visuellen Inspektion der 50. Perzentile fillt stets auf, dass diese besonders in hoherem
Lebensalter starke Schwankungen aufweist (s. Abb. 9, 12a, 13a, 15, 17a, 19a, 21a). Im héheren
Lebensalter liegen naturgemil3 weniger Daten vor und es kommt zu einer stirkeren Streuung,
was die Genauigkeit der Referenzgrenzen beeintrichtigen kann. Aus diesem Grund wird
nachfolgend im ersten Schritt das Altersspektrum auf 18 bis 80 Jahre eingegrenzt. Je nach
Datenumfang wurden noch kleinere Altersgruppen gebildet. Bei Phosphat und Calcium mit
besonders umfangreichen Datenmengen wurden jahreszeitspezifische Referenzgrenzen erstellt.
Fiir Renin und Aldosteron erfolgen aufgrund der zu geringen Menge an Messwerten keine

weiteren Berechnungen.
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3.2.2.1 Calcium und Phosphat

Fiir Calcium und Phosphat haben sich bei den ersten Auswertungen fiir die Altersklasse von 18
bis 100 Jahren einige UnregelmédBigkeiten in den Verteilungen gezeigt (s. Abb. 11, 12b). Die
beiden Datensdtze werden daher auf zwei Nachkommastellen gerundet und das Phdanomen
damit behoben (s. Abb. 23).
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Abbildung 23: a.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Calcium fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben
die untere und obere Referenzgrenze an.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an.

Die folgenden Berechnungen erfolgen alle mit den gerundeten Datensidtzen. Desweiteren
werden die Daten anhand des Zeitpunkts der Einschleusung im Labor in Sommer und Winter
unterteilt. Die Sommermonate umfassen Mai bis Oktober 2015 sowie Mai bis Oktober 2016.
Die Wintermonate November und Dezember 2014, Januar bis April 2015, November und
Dezember 2015 sowie Januar bis April 2016. Neben der alle Daten umfassenden Altersgruppe
18 bis 80 Jahre werden spezifischere Altersklassen in 10 Jahres-Schritten gebildet
(s. Tab. 9, 10). Die pD-Grenzen werden fiir die Altersklasse 18 bis 80 Jahre ermittelt und die
Referenzgrenzen fiir Subgruppen auf Ubereinstimmung mit diesen Wertebereichen gepriift. Fiir
die untere Referenzgrenze ergeben sich folgende pD-Grenzen: 2,03 — 2,15. Fiir die obere
Referenzgrenze: 2,49 — 2,63. Bei den in der Tabelle grau hinterlegten Referenzgrenzen sollte
erwogen werden, fiir diese Subgruppen eigene Referenzgrenzen zu berechnen. Bei der
saisonalen Aufteilung liegen vor allem die unteren Referenzgrenzen der Gruppe Sommer als

auch Winter fiir die Altersstufe 18 bis 27 Jahre auBlerhalb der zuldssigen Grenzen.

31



Tabelle 9: Referenzintervall fiir Calcium (mmol/l) fiir die Altersklasse 18-80 Jahre. Alter in Jahren.
G = Geschlecht, RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Ménner.

Alter G RI N

18 -80 F,M 2,09 -2,56 556.550
F 2,11 -2,56 251.724
M 2,08 -2,56 304.706

Tabelle 10: Saisonale Referenzintervalle fiir Calcium (mmol/l) fiir Sommer und Winter. Grau hinterlegt
sind Werte auBlerhalb der pD-Grenzen. Alter in Jahren. G = Geschlecht, Rl = Referenzintervall, N =
Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Manner.

Alter G RI Sommer N RI Winter N
18 —80 F,M 2,1-2,56 231.089 2,09 -2,56 236.196
F 2,13-2,56 103.875 2,11-2,56 106.466
M 2,09 -2,56 127.180 2,07-2,56 129.665
18 —27 F,M 2,18 - 2,58 13.739 2,16 —2,57 14.710
F 2,17 - 2,55 7.175 2,15-2,55 7.778
M 2,21-2,6 6.555 2,18—-2,6 6.922
28 -37 F,M 2,16 —2,55 15.594 2,13 -2,55 15.648
F 2,14-2,53 8.564 2,12-2,53 8.972
M 2,18 -2,58 7.027 2,21 -2,57 6.666
38 —47 F,M 2,12 -2.56 22.046 2,12 -2,55 23.110
F 2,12-2.54 11.135 2,12-2,53 11.654
M 2,12 -2.57 10.908 2,12 -2,57 11.447
48 — 57 F,M 2,13-2,56 41.713 2,13 -2,56 42.215
F 2,15-2,57 19.029 2,13 -2,57 19.329
M 2,11-2,56 22.675 2,12-2,55 22.877
58 -67 F,M 2,09 -2,57 52.685 2,1-2,56 53.582
F 2,12 -2,58 22.329 2,11 -2,58 23.112
M 2,08 -2,55 30.352 2,1-2,55 30.460
68 —77 F,M 2,05-2,56 66.920 2.05-2.55 68.503
F 2,13-2,56 27.574 2.07-2.57 27.630
M 2,04 -2,54 39.341 2.03-2.54 40.858
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Fiir Phosphat werden fiir die Altersgruppe 18 bis 80 Jahre Referenzgrenzen berechnet. Fiir die
saisonalen Datensétze werden Altersklassen in 20 Jahres-Schritten herangezogen. Aufgrund
des geringeren Datenumfangs als bei Calcium werden groflere Altersgruppen fiir Phosphat

gewdhlt (s. Tab. 11, 12).

Da beim Aquivalenztest der fiinf hiufigsten Messgerite fiir Phosphat einige Gerite als nicht
dquivalent und somit nicht vergleichbar eingestuft wurden, werden fiir Phosphat zudem

Referenzgrenzen spezifisch fiir die einzelnen Geréte bestimmt (s. Tab. 13).

Es ergeben sich fiir die Altersgruppe 18 bis 80 Jahre folgende pD-Grenzen: 0,51 - 0,59 fiir die
untere und 1,39 - 1,57 fiir die obere Referenzgrenze. Vor allem die unteren Referenzgrenzen
fiir die Gruppen ,,Sommer* und ,,Winter* der Altersklasse 18 bis 37 Jahre liegen auBBerhalb der
zuldssigen Differenz. Bei den gerdtespezifischen Referenzgrenzen zeigen die Gerdte Cobas
8000 K2 (M1) und Cobas 8000 K2 (M2) die groBBten Abweichungen.

Tabelle 11: Referenzintervall fiir Phosphat (mmol/l) fiir die Altersklasse 18-80 Jahre. Alter in Jahren.
G = Geschlecht, RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Ménner.

Alter G RI N

18 - 80 F,M 0,55-1,48 234.242
F 0,58 —-1,48 97.893
M 0,55-1,5 136.319

Tabelle 12: Saisonale Referenzintervalle fiir Phosphat (mmol/l) fir Sommer und Winter. Grau

hinterlegt sind Werte auBBerhalb der pD-Grenzen. Alter in Jahren. RI = Referenzintervall, N = Anzahl
der Messwerte, F = Frauen, M = Ménner.

Alter G RI Sommer N RI Winter N
18 - 80 F,M 0,57-1,53 92.360 0,57-1,51 100.480
F 0,58 1,5 38.080 0,58 - 1,48 41.768
M 0,57 -1,58 54.270 0,56 — 1,48 58.695
18 -37 F,M 0,61 -1,5 10.813 0,63 — 1,47 11.778
F 0,64 — 1,47 5.700 0,66 — 1,45 6.532
M 0,56 — 1,55 5.112 0,59 -1,51 5.245
3857 F,.M 0,56 - 1,52 23.099 0,54 - 1,49 25.360
F 0,59-1,5 9.950 0,56 — 1,48 10.905
M 0,56 — 1,58 13.146 0,54 - 1,52 14.446
58717 F,M 0,56 — 1,55 50.131 0,56 - 1,51 54.599
F 0,57-1,52 19.101 0,57-1,5 20.693
M 0,57 -1,61 31.024 0,59 - 1,57 33.900
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Tabelle 13: Geritespezifische Referenzintervalle fiir Phosphat (mmol/l) fiir die Altersklasse 18-80
Jahre. Grau hinterlegt sind Werte auflerhalb der pD-Grenzen. Alter in Jahren. G = Geschlecht, RI =
Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Minner, K = Kiel, L = Liibeck, M =

Modul.

Ger:iit G RI N Ger:iit RI N
Cobas 8000 FFM  0,58-1,5  49.700 Cobas 8000 0,56 — 1,45 32.442
K1 (M3) F 0,58 — 1,53 18.601 L2 (M3) 0,59 - 1,45 14.851
M 0,59 - 1,66 31.099 0,57 -1,49 17.586
Cobas 8000 FEM 0,62-1,59 8.910 Cobas 8000 0,63 — 1,47 86.368
K2 (M1) F 0,62 — 1,49 3.604 L1 (M2) 0,66 — 1,45 38.521
M 0,64 — 1,79 5.305 0,59 -1,51 47.829
Cobas 8000 FFM  0,61-1,6 54.920
K2 (M2) F 0,6 —1,53 21.465
M 0,61 - 1,67 33.449

3.2.2.2 TSH, fT3 und fT4

Fiir TSH werden Referenzgrenzen fiir die Spanne 18 bis 80 Jahre erhoben, sowie fiir 10 Jahres-
Abschnitte (s. Tab. 14). Fiir die Altersstufe 18 bis 80 Jahre ergeben sich folgende pD-Grenzen:
0,15 - 0,23 fiir die untere und 3,03 - 3,69 fiir die obere Referenzgrenze. Wie der Tabelle zu
entnehmen ist, liegt ein Grof3teil der Referenzgrenzen auflerhalb dieser Grenzwerte.

Tabelle 14: Referenzintervalle fiir TSH (mIU/). Grau hinterlegt sind Werte aullerhalb der pD-Grenzen.

Alter in Jahren. G = Geschlecht. RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M =
Mainner.

Alter G RI N Alter RI N

18 — 80 FFM  0,19-336 268.001
F 0,14 - 3,29 132.764
M 0,28 —3,99 135.089

18 =27 FFM 0,51 -4,63 20.728 48 — 57 0.24 -3,71 49.400
F 0,47 - 4,14 11.923 0,15-3,62 24.611
M 0,53 — 4,82 8.774 0,31 -3,69 24777

28 -37 FFM 04-3,71 23.768 58 -67 0,14 -3,22 55.579
F 0,36 — 3,52 14.512 0,09 - 3,18 25.408
M 0,49 — 4,61 9.212 0,18—-3,11 30.160

38 47 FEM 031-35 29.228 68 —77 0,13 - 3,37 69.728
F 0,27 - 3,41 16.363 0,1-3,5 30.774
M 0,35 -3,69 12.837 0,15-3,34 38.936
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Bei fT3 und fT4 wird die Spanne der Altersklassen auf 15 Jahre begrenzt. Bei fT4 haben sich
signifikante Stellen im Nachkommastellentest und Auffilligkeiten im Histogramm ergeben
(s. Abb. 4, 16b), sodass der Datensatz gerundet wird. Dies kann das Phidnomen beheben
(s. Abb. 24). Folgende Berechnungen werden mit dem gerundeten Datensatz durchgefiihrt.
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Abbildung 24: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir fT4 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die
untere und obere Referenzgrenze an.

Die pD-Grenzen fiir fT3 werden erhoben: 3,18 - 3,56 fiir die untere und 6,15 - 6,79 fiir die obere
Referenzgrenze. Hier zeigen sich fiir alle Referenzgrenzen der einzelnen Altersspannen, mit
Ausnahme der Altersgruppe 48 — 62 Jahre, nicht mehr zuldssige Abweichungen (s. Tab. 15).

Tabelle 15: Referenzintervalle fiir fT3 (pmol/l). Grau hinterlegt sind Werte auflerhalb der pD-Grenzen.

Alter in Jahren. G = Geschlecht. RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen,
M = Mainner.

Alter G RI N Alter RI N

18 — 80 FFM  337-6,47 100.692
F 3,43 -6,29 56.603
M 3,39 -6,64 44.027

18 =32 FFM  39-7,05 12.420 48 -62 3,45-6,35 29.645
F 3,799-6,7 7.878 3,45-6,2 16.834

4,21-17,14 4.513 3,55-6,42 12.807

33-47 FFM  3,06-6,52 16.475 63-77 2,84 —5,94 35.811
F 3,15-6,16 10.863 2,82 -5,94 17.772
M 2,87 —-8,06 5.594 2,93 -5,99 18.029

Fiir fT4 ergeben sich folgende pD-Bereiche: 9,86 - 11,12 fiir die untere und 20,71 - 22,97 fiir
die obere Referenzgrenze. Damit befinden sich nur drei untere Referenzgrenzen knapp

auBBerhalb der pD-Grenzen (s. Tab. 16).
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Tabelle 16: Referenzintervalle fiir fT4 (pmol/l). Grau hinterlegt sind Werte aulerhalb der pD-Grenzen.
Alter in Jahren. G = Geschlecht, RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen,

M = Ménner.

Alter G RI N Alter RI N

18 —80 F,M  10,49-21,84 103170
F 10,81 —22,57 58193
M 10,3 -21,72 44904

18 =32 FFM  11,3-22,04 12.971 48 —62 10,22 — 21,22 30.422
F 11,25 -21,68 8.227 10,32 -20,98 17.323

11,39 - 21,63 4.713 10,01 — 21,68 13.090

33-47 FFM  10,75-21,93 17.017 63-77 10,33 -22,23 36.363
F 10,76 — 21,68 11.241 10,34 — 22,24 18.115
M 10,72 — 22,42 5.756 10,44 — 22,47 18.236

3.2.2.3 Parathormon

Fiir die Messwerte von Parathormon werden Referenzgrenzen fiir Patienten im Alter von 18 bis
80 Jahren erstellt. Dies geschieht zudem aufgeteilt nach verwendetem Messgerit. Bei den
Berechnungen fiir beide Geréte zusammen zeigt sich erneut die linksgipflige Verteilung nahe

der y-Achse (s. Anhang Abb. 42d-f).

Fiir Geridt 1 zeigt sich eine asymmetrische Verteilung der Messwerte, im Bereich niedrigerer
Werte verléuft sie sehr steil, im Bereich hoherer Messwerte zeigt sich eine langsam abfallende
Kurve. Dies ist auf das Runden des Messgerits zuriickzufiihren. Fiir den Datensatz beider
Geschlechter gelingt die Schiatzung der Verteilung der nicht-pathologischen Werte nicht
(s. Abb. 25), fiir den Datensatz der Manner bzw. Frauen allein funktionierte dies ansatzweise
(s. Anhang Abb. 43b, c). Die Referenzgrenzen der Manner wurden zwar berechnet, aufgrund

des geringen Datensatzes von 2.748 Werten sollten sie jedoch nicht zur Anwendung kommen.
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Abbildung 25: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und
fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren fiir Messgerét 1 (Cobas
8000 K2 (M4)). Griine Zahlen geben die untere und obere RG an. K = Kiel, L. = Liibeck, M = Modul.
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Fir Gerdt 2 erfolgt die Schitzung der Verteilungen der nicht-pathologischen und
pathologischen Werte. Im hoheren Wertebereich wird ein groferer Anteil letzterer sichtbar
verglichen mit Gerdt 1. Referenzgrenzen werden berechnet, welche aufgrund des méBigen
Datenumfangs von insgesamt 3.065 Messwerten jedoch nicht zum praktischen Einsatz geeignet

sind (s. Abb. 26 und Anhang Abb. 43e, f).
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Abbildung 26: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren Messgerit 2 (Cobas
8000 L1 (M4)). Griine Zahlen geben die untere und obere RG an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Es werden folgende pD-Grenzen auf Basis der Referenzgrenzen fiir beide Gerite errechnet:
17,59 — 21,89 fiir die untere und 99,25 — 115,61 fiir die obere Referenzgrenze. Dabei fillt ein
Grofteil der Referenzgrenzen fiir das Gerédt 1 (Cobas 8000 K2 (M4)) aus diesen Bereichen,
beim Gerit 2 (Cobas 8000 L1 (M4)) sind es alle errechneten Grenzwerte (s. Tab. 17).

Tabelle 17: Allgemeine und geritespezifische Referenzintervalle fiir Parathormon fiir die Altersklasse
von 18-80 Jahren. Grau hinterlegt sind Werte aullerhalb der pD-Grenzen. G = Geschlecht, RI =
Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Ménner.

Gerit G RI N Geriit G RI N
beide F,M  19,74-107,43 22.084
Gerite F 20,13 -99,47 13.392

M 18,93 — 125,72 8.691
Cobas F,.M 20,8-90,86 9.228 Cobas F,M 27,43 - 64,38 3.065
8000K2 F 22,82 -87,82 6.480 8000L1 F 26,73 — 65,97 1.771
(M4) M 20,82 -97,11 2.748 (M4) M 25,59 -84,33 1.294
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3.2.2.4 Vitamin D

Aufgrund des auffilligen Verlaufs des Medians fiir die Messwerte von Vitamin D der
Altersgruppe 18 bis 100 Jahre, wird eine Abhdngigkeit der Ergebnisse von der Jahreszeit
vermutet. Es erfolgt neben der Altersbegrenzung auf 18 bis 80 Jahre somit auch eine saisonale
Aufteilung der Messwerte. Je nach Zeitpunkt der Probenentnahme werden sie der Gruppe
Sommer bzw. Winter zugeordnet. Der Bereich ,,Sommer® umfasst die Zeitrdume Mai bis
Oktober 2015 und Mai bis Oktober 2016. In den Bereich ,,Winter* fallen die Monate November
und Dezember 2014 und Januar bis April 2015 sowie November, Dezember 2015 und Januar

bis April 2016.

Die Gruppe ,Sommer” umfasst 8.526 Messwerte. Der zeitabhingige Median der
Sommermesswerte ergibt nun einen schmaleren Schwankungsbereich verglichen mit dem
zeitabhdngigen Median aller Messwerte. Er liegt nun bei 24 bis 31 pg/l; hohere Werte werden
dabei in den Septembermonaten, niedrigere Werte im Mai gemessen (s. Anhang Abb. 44d-f).
Die Dichtefunktion erscheint wieder zweigipflig, wenn auch weniger stark ausgeprigt als vor
der Aufteilung. Bei der abschlieBenden Schétzung der beiden Verteilungen, gelingt es nur
ansatzweise fiir die geschlechtsspezifischen Datensdtze, die Verteilung der pathologischen
Werte abzugrenzen und darzustellen (s. Anhang Abb. 45b, c¢). Bei dem gemeinsamen Datensatz

fiir Médnner und Frauen ist dies nicht erfolgreich (s. Abb. 27).
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Abbildung 27: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin) Werte und fiir alle Daten (blau)
fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter von 18-100 Jahren. Griine Zahlen geben
die untere und obere Referenzgrenze an.
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Fiir die Berechnungen der Gruppe ,,Winter” sind 8.436 Ergebnisse verfiigbar. Der Median
ergibt Ergebnisse zwischen 20 und 27 pg/l, wobei Tiefstwerte im Februar und Hochstwerte in
den Monaten April und November verzeichnet werden (s. Anhang Abb. 46a-c). Auch hier zeigt
die Kerndichtefunktion eine zweigipflige Verteilung, diesmal deutlich stirker ausgeprégt. Die
Verteilungen der pathologischen und nicht-pathologischen Messwerte konnen fiir den
gemeinsamen Datensatz der Manner und Frauen und fiir die Daten der Ménner geschétzt
werden (s. Abb. 28; s. Anhang Abb. 46f), aber nicht fiir die Daten der Frauen
(s. Anhang Abb. 46e). Eine Berechnung von Referenzgrenzen gelingt somit nicht fiir diesen

Datensatz.

Frauen, Manner

0.037

-- whole data set
—— non-pathological
— pathological

0.028
34
L7

Dichte

0.018

0.009

9.000 12159 24318 36477 48636 60.795 72,9 85.113
Vitamin D (ug/l) [Wintermesswerte]
Abbildung 28: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen(rot) Werte und

fiir alle Daten (blau) fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren.
Griine Zahlen geben die untere und obere Referenzgrenze an.

Tabelle 18: Saisonale Referenzintervalle fiir Vitamin D (pg/l) fiir Sommer und Winter. Alter in
Jahren. G = Geschlecht, RI = Referenzintervall, N = Anzahl der Messwerte, F = Frauen, M = Ménner.

Alter G RI Sommer N RI Winter N

18 - 80 F,M 2,72 -63,22 7.838 2,89 -52,8 7.941
F 3,07 - 60,46 5.073 5.017
M 2,38 —60,05 2.765 3,72 -55,33 2.923
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4. Diskussion

Mittels eines indirekten Vorgehens werden Referenzgrenzen fiir Erwachsene fiir verschiedene
Laborparameter bestimmt. Die R-basierte Excel-Anwendung ,,RLE* der DGKL und mehr als
1,5 Millionen Messwerte des Zentrallabors des UKSH werden dafiir eingesetzt. Fiir Calcium,
Phosphat, Parathormon, TSH, fT3 und fT4 konnen Grenzwerte ermittelt werden, bei Renin,
Aldosteron und Vitamin D sind die Berechnungen nicht erfolgreich. Als Altersspanne der
Patienten werden zunichst die Jahre 18 bis 100 und 18 bis 80 gewdhlt. Je nach Datenumfang
werden weitere, kleinere Altersgruppen gebildet. Im Folgenden werden kurz die bisherigen
Anwendungen skizziert und anschlieBend Stiarken und Schwéchen der Methode aufgezeigt. Die
ermittelten Referenzgrenzen werden einem Vergleich mit iiblichen Referenzbereichen aus der
Literatur (hier: Labor und Diagnose von Thomas), von den Gerdteherstellern und aus dem
Laborsystem des UKSH unterzogen. Dabei werden ihre klinische Anwendbarkeit und die
ndtigen Voraussetzungen der Laborparameter diskutiert. Es wird erortert, welche Faktoren
besonders fiir Vitamin D dazu beitragen konnen, mit dem RLE moglichst valide
Referenzgrenzen zu generieren und somit die diagnostische Effizienz zu erhdhen. AbschlieSend

wird ein Ausblick auf mogliche Weiterentwicklungen dieser Berechnungsmethode gegeben.

4.1 Referenzwertbestimmung mittels RLE: Bisherige

Anwendungsgebiete

Um Referenzgrenzen zu bestimmen, wird das Programm Reference Limit Estimator (RLE)
angewandt. Es ermoglicht, die umfangreiche Menge an Messwerten, die in
Laborinformationssystemen gespeichert sind, auszuwerten und aus ihr Referenzgrenzen
abzuleiten. Dazu separiert es die gemischten Datensétze, die sowohl pathologische als auch
nicht-pathologische Werte enthalten, gemaf3 ihrer beiden Verteilungen. Erstmals wurde das
Programm 2007 angewandt (23). Dabei wurden Referenzgrenzen fiir verschiedene
Aktivititskonzentrationen von Enzymen bestimmt, unter anderem fiir Alaninaminotransferase
und Aspartataminotransferase, und deren Aufteilung entsprechend Geschlecht und Alter
untersucht. Die Daten stammten aus fiinf verschiedenen Laboren. Insgesamt stimmten die
berechneten Referenzgrenzen gut mit den bekannten Referenzgrenzen iiberein, wobei aber
signifikante Unterschiede zwischen den Laboren beobachtet wurden. Daher wurde die
Empfehlung, laborinterne Referenzgrenzen zu bestimmen, hervorgehoben. Solche
vereinfachen zudem die interne Qualititssicherung (34). Wenig spéter wurden Referenzgrenzen
fiir Kreatinin mittels der Datensdtze von 14 deutschen und italienischen Zentrallaboren

bestimmt. Im Vergleich mit Referenzgrenzen, die auf direkte Weise ermittelt wurden, zeigte
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sich, dass die berechneten unteren Referenzgrenzen meist niedriger waren als die
Referenzwerte, die von den Geréteherstellern angegeben werden. Dies wurde aber als klinisch
nicht relevant eingestuft. Insgesamt wurde eine hohe Ubereinstimmung zwischen den
Referenzgrenzen, die auf indirektem und direktem Wege generiert wurden, vorgefunden.
Wieder bestitigten sich die Unterschiede zwischen den Laboren (30). Demzufolge werden bei
unseren Berechnungen nur Datensétze des Zentrallabors des UKSH verwendet, um laborinterne
Grenzwerte zu erstellen, die bestmoglich zu den Analysemethoden und dem Patientenkollektiv
passen. Im Jahr 2011 wurde die Methode auf TSH angewandt. 13 deutsche und italienische
Labore trugen ihre Daten bei und erneut konnten plausible Referenzgrenzen errechnet werden,
wobei eine Zunahme der oberen Referenzgrenze und der Breite des Referenzintervalls mit
ansteigendem Alter beobachtet wurde (35). Auch in der Erstellung von pidiatrischen,
kontinuierlichen Referenzgrenzen (29, 36) und von Referenzgrenzen fiir hdmatologische
Parameter fiir Erwachsene (37) wurde das Vorgehen schon erfolgreich eingesetzt. Unter
anderem wurde darin die vorherige Prédselektion betont, um eine grofe Gruppe nicht-
pathologischer Werte zu erhalten, gerade fiir Leukozyten und Erythrozyten (37). Dies wurde in
den erfolgten Berechnungen beriicksichtigt, indem intensivmedizinische und gyndkologische

Patienten ausgeschlossen wurden.

4.2 Starken und Schwiachen der Methode

Die indirekte Vorgehensweise mit dem RLE ist aus mehreren Griinden vorteilhaft gegeniiber
der direkten Bestimmung von Referenzgrenzen. Zum einen ist sie viel weniger zeitintensiv, da
die langwierige Phase der Zusammenstellung des Probandenkollektivs entfillt. Es ist keine
Rekrutierung von Referenzindividuen nétig, die mit klinischen Untersuchungen, Fragebdgen
und Interviews selektiert werden. Auch die Phase der Probengewinnung mit anschlieBender
Probenanalyse entfallt (s. Einleitung, 1.2). Zum anderen entstehen durch sie kaum zusétzliche
Kosten. Messwerte von Laborparametern fallen tagtéglich in Krankenhdusern bei der
Behandlung und Versorgung der Patienten an. Dariiber hinaus ist die Umsetzbarkeit der
Methode mit einem deutlich geringeren Aufwand verbunden. Ein Labormitarbeiter, der mit
Excel und R vertraut ist, kann sich in das Programm einarbeiten und Grenzwerte errechnen. Die
Anwendung der generierten Referenzgrenzen im Krankenhausalltag wiederum sollte unter

Beriicksichtigung der klinischen Relevanz mit Fachpersonal diskutiert werden.

AuBerdem ermdglicht die sehr groe Anzahl an Messwerten in Kombination mit einer
sorgfiltigen Auswahl der eingeschlossenen Messwerte und Uberpriifung der generierten mit

etablierten Referenzbereichen, verldssliche Referenzgrenzen zu erstellen. Die direkte
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Bestimmung birgt die Gefahr, dass aufgrund des enormen Aufwands nur kleine
Referenzgruppen gebildet und dementsprechend wenig Proben gesammelt werden kdnnen und
wenige Messwerte zur Verfligung stehen. Dieser Mangel an Daten kann zu ungenauen

Referenzbereichen fiihren (38).

Die berechneten Grenzwerte sind zudem spezifisch fiir das behandelte Patientenkollektiv, da
sie aus den Patientendaten abgeleitet werden. Andere Verfahren konnen unter Umstdnden zu
weniger passenden Grenzwerten fithren, wenn die Referenzpopulation nicht reprisentativ ist
fiir das Patientenkollektiv. Bei der direkten Bestimmung mit mindestens 120 gesunden
Probanden miissen diese entsprechend definierter Kriterien selektiert werden (unter anderem
Ausschluss  von  Systemerkrankungen, = Medikamenteneinnahme und  besonderen
physiologischen Zustinden wie Schwangerschaft) (11). In der Realitit ist dies jedoch oft nicht
umsetzbar, da keine grofle Gruppe gesunder Probanden verfiigbar ist, sodass Labore
Referenzgruppen  aus  ihrem  Arbeitsumfeld, privaten  Organisationen  oder
Bluttransfusionszentren erstellen (39).

Oftmals werden Referenzgrenzen auch gar nicht erst selbst ermittelt, sondern von anderen
Laboren iibernommen. Dieser Transfer birgt die Gefahr, dass die Referenzpopulationen,
praanalytische und analytische Verfahren nicht {bereinstimmen oder betreffende
Informationen unzuginglich sind, was eine Validierung erschwert (15). Auch die mit den
Geriéteanleitungen herausgegebenen Referenzgrenzen der Hersteller wiederum enthalten oft
wenig weiterfilhrende Informationen zur Referenzpopulation. Dadurch bleiben Aspekte der
genauen Altersverteilung, Nationalitit und anderer Einschluss- bzw. Ausschlussfaktoren
unbekannt. Wenn eine Vergleichbarkeit der Populationen und Analysesysteme nicht gegeben
ist, sollten Referenzgrenzen nicht transferiert und angewendet werden, um klinische
Entscheidungen zu treffen. Demgegeniiber ist die Vorgehensweise zur Bestimmung von
Referenzgrenzen mittels des RLE im Vorteil. Diese fiihrt zu Grenzwerten, die représentativ fiir

das behandelte Patientenkollektiv sind.

AuBerdem stellt die Verfiigbarkeit von Messwerten seltener Parameter einen Vorteil dar. Die
Erhebung der Messwerte erfolgt von Patienten und ist daher stets medizinisch indiziert. Im
Gegensatz zur direkten Methode zur Bestimmung von Referenzgrenzen ergeben sich dadurch
keine ethischen Schwierigkeiten (18). Somit ermoglicht die Methode die Errechnung von

Referenzgrenzen fiir seltene Parameter, wie beispielsweise von Frithgeborenen (40).

Doch den gespeicherten Daten mangelt es an klinischen Angaben zu den Patienten, die einen

Effekt auf die Laborparameter haben konnen. Dazu gehoren etwa Medikation, vorliegenden
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Komorbidititen (gerade mit steigendem Lebensalter), BMI, Konsumverhalten (Alkohol,
Nikotin), Ethnie, korperlicher Aktivitit und préanalytischen Aspekte (zB. niichtern,
Korperposition). Bei der Erstellung von padiatrischen Referenzgrenzen wéren Angaben zum
Pubertétsstadium nach Tanner hilfreich, da die Pubertit wesentliche Auswirkungen auf die
Konzentrationen der Geschlechts- und Wachstumshormone hat (40). Diese weitergehende
Informationen wiirden es ermoglichen, die Daten besser zu unterteilen (15), also bestimmte
Patientengruppen auszuschlieBen oder gezielt fiir diese Referenzgrenzen zu erstellen. So
konnten eventuelle Effekte auf die Referenzbereiche untersucht und moglichst spezifische
Grenzwerte ermittelt werden. Im Hinblick auf Vitamin D wire ein Vermerk beziiglich einer
bestehenden Therapie wegen eines Mangels von Interesse, womit sich Patienten unter Vitamin
D-Substitution ausschlieen lieBen. Schitzungen gehen davon aus, dass etwa eine Milliarde
Menschen einen Vitamin D-Mangel aufweisen (41). Die Patienten mit medikamentdser Zufuhr
lieferten in den erfolgten Berechnungen vermutlich einen groBen Anteil an Messwerten. Das
erschwerte es dem RLE, die Verteilung der pathologischen Werte von der der nicht-

pathologischen Werte abzugrenzen.

Eine weitere Schwierigkeit der Methode ist die Berechnung auf Grundlage der gemischten
Datensétze mit einem gewissen Anteil pathologischer Werte. Diese konnen von schwer kranken
Patienten stammen und es ist fraglich, inwiefern dieser Anteil die Referenzgrenzen beeinflusst.
Zierk et al. sind dem nachgegangen, indem Datensétze mit steigendem Anteil pathologischer
Messwerte erstellt und aus diesen Referenzgrenzen fiir hdmatologische Parameter ermittelt
wurden. Dafiir wurden vier verschiedene Patientenkohorten zusammengestellt, deren
Messwerte zur Berechnung der Referenzgrenzen verwendet wurden. Dabei stellte sich fiir die
meisten untersuchten Parameter heraus, dass die Referenzgrenzen mit zunehmendem Anteil
pathologischer Messwerte relativ stabil blieben. Beim vierten Patientenkollektiv war von der
grofBten Anzahl pathologischer Werte auszugehen, da es sich um onkologische und
intensivmedizinische Patienten sowie um Patienten unter Bestrahlung handelte. Dadurch
wurden die ermittelten Referenzgrenzen stérker beeinflusst (Zunahme der oberen
Referenzgrenzen  bei  Leukozyten,  Verbreiterung des  Referenzintervalls  bei
Erythrozytenindices), worauthin ein Ausschluss dieser Patientengruppe vorgenommen wurde.
In simulierten Datensétzen zeigte sich, dass ein Anteil der pathologischen Werte von 15-20%
oder mehr einen relevanten Effekt auf die Grenzwerte von problematischen Parametern haben
kann. Letzteres sind Parameter, bei denen sich die Verteilung der nicht-pathologischen und
pathologischen Werte stark {iberschneiden und ihre Standardabweichungen sehr &hnlich sind

(37). In den durchgefiihrten Berechnungen fiir endokrinologische Parameter wurden
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Patientenkollektive mit sehr kritischem Gesundheitszustand von vornherein ausgeschlossen,

weshalb ein relevanter Effekt auf die Referenzgrenzen sehr unwahrscheinlich ist.

4.3 Diskussion der Ergebnisse unter Bezugnahme auf die klinische

Anwendbarkeit sowie Vergleich mit bestehenden Referenzgrenzen

Bei den Resultaten fiir Calcium konnten einige Trends in den generierten Grafiken beobachtet
werden. In der 50.-Perzentile zeigte sich ein altersabhéngiger Abfall der Calcium-
Konzentration, welcher als Ausdruck der verdnderten Calcium-Hamostase im Alter zu werten
ist (42). Dieser Abfall ist vor allem durch einen Vitamin D-Mangel bedingt. Dadurch kommt
es zu einer Abnahme der intestinalen Calciumabsorption und auch die renale Vitamin D-
Synthese sinkt (43). Im Median iiber die Zeit lieB sich ein anfangs langsam ansteigender
Kurvenverlauf beobachten, der sich nach etwa 9 Monaten stabilisierte. Begriinden ldsst sich das
Phédnomen mit der geringeren Anzahl an Messwerten fiir den Beginn des Analysezeitraums

aufgrund einer Umstellung des Laborinformationssystems des UKSH.

Referenzgrenzen fiir Calcium bediirfen keiner geschlechtsspezifischen Aufteilung. Die untere
Referenzgrenze unterscheidet sich minimal (Frauen 18-80 J.: 2,11 — 2,56 mmol/l; Ménner:
2,08 — 2,56 mmol/l). Eine saisonale Unterteilung der Referenzgrenzen fiir Calcium ist generell
nicht indiziert, die Grenzwerte fiir beide Geschlechter von 18 bis 80 Jahren sind fast identisch
(Sommer: 2,1 —2,56; Winter: 2,09 — 2,56). Die grofleren Abweichungen von den zuldssigen
Grenzen in Form der hoheren unteren Referenzgrenzen in den Altersgruppen 18 bis 27 und 28
bis 37 Jahre spiegeln vielmehr die Altersabhidngigkeit wider. Eine entsprechend engere
Unterteilung der Altersstufen erscheint jedoch nicht sinnvoll, da die klinische Relevanz dieses

Effekts als gering einzustufen ist.

Im Vergleich der ermittelten Referenzgrenzen mit den Referenzgrenzen aus der Literatur, dem
Laborsystem des UKSH und den Geriteherstellern Roche und Siemens besteht eine gute

Ubereinstimmung (s. Tab. 19).
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Tabelle 19: Gegeniiberstellung der Referenzintervalle des RLE (Altersklasse 18 — 80 Jahre), des
Laborsystems des UKSH, der Hersteller Cobas und Dimension und der Literatur fiir Calcium, Phosphat,
Parathormon, fT3, fT4 und TSH. G = Geschlecht, N = Anzahl der Messwerte, die in die Berechnungen
des RLE eingegangen sind. PTH = Parathormon, F = Frauen, M = Ménner. Thomas = Thomas L. (2016):
Labor und Diagnose. Elektronische Auflage, TH-Books-Verlags-Gesellschaft, Frankfurt/Main.

Parameter G N (RLE) RLE Labor Cobas Dimension Thomas
Calcium F,M 556.550 2,09 -2,56 215-25 215-25 212-252 2,15-2,58
(mmol/l) F 251.724 2,11 -2,56
M 304.706 2,08 — 2,56
Phosphat F,M 234.242 0,55-1,48 0,87-1,45 0,81-1,45 0,81-1,58 0,84-1,45
(mmol/l) F 97.893 0,58 - 1,48
M 136.319 0,55-1,5
PTH F,M 22.084 19,74 -107,43 15-65 15-65 15-65
(pg/ml) F 13.392 20,13 — 99,47
M 8.691 18,93 — 125,72
fT3 F,M 100.692 3,37 - 6,47 3,1-6,8 34-6,1 39-6,7
(pmol/l) F 56.603 3,43 -6,29 3,71-6,7
M 44.027 3,39 - 6,64 4,09 - 6,65
fT4 F,M 103.170 10,49 — 21,84 12-22 9,8-18,8 12,7 -20,8
(pmoll/l) F 58.193 10,81 — 22,57 12,3-20,2
M 44.904 10,3 -21,72 13,1-21,3
TSH F,M 268.001 0,19 -3,36 0,358 — 04-4,2
3,74
(mlU/) F 132.764 0,14 - 3,29 0,3-3,94 0,3-3,94 0,3-3,6
M 135.089 0,28 — 3,99 0,3-3,18 0,3-3,18

Die Abweichungen zwischen den ermittelten und den herkommlichen Grenzwerten liegen bei
0,02 bis maximal 0,11 mmol/l (im Vergleich der Referenzgrenzen von 18 — 80 Jahren mit der

Literatur bzw. im Vergleich der Referenzgrenzen von 18 — 60 Jahren mit der Herstellerangabe).

Auch fiir Phosphat sind keine geschlechtsspezifischen oder saisonalen Referenzbereiche
notwendig, da diese keine groBen Abweichungen zeigen. Die Aufteilung nach eingesetzten
Analysegeriten zeigt besonders fiir zwei (Cobas 8000 K2 (M1), Cobas 8000 K2 (M2)) der fiinf
Gerdte hohere obere und untere Grenzwerte verglichen mit dem allgemeinen, nicht nach
Geriéten aufgeteilten Referenzbereich (allgemein: 0,55 — 1,48 mmol/l; Cobas 8000 K2 (M1):
0,62 — 1,59 mmol/l; Cobas 8000 K2 (M2): 0,61 — 1,6 mmol/l). Diese Gerite erheben tendenziell
hohere Messwerte. Die unteren Referenzgrenzen weichen um 0,07 bzw. 0,06 mmol/l und die
oberen um 0,11 bzw. 0,12 ab von den gerdteunspezifischen Grenzwerten. Hier erscheint ein
gemeinsamer Referenzbereich fiir alle Geréte ausreichend, da die klinische Relevanz dieser
leicht hoheren Referenzgrenzen insgesamt gering ist. Bei Patienten mit normaler
Nierenfunktion wiirden leicht elevierte Phosphat-Konzentrationen den klinisch titigen Arzt
nicht zu einer Therapie veranlassen, da der Korper eine akute Hyperphophatimie schnell

ausgleicht (44). Demgegeniiber wird von Malberti et al. betont, dass eine chronische
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Hyperphosphatidmie bevorzugt bei chronischer Niereninsuffizienz auftritt und aufgrund von
Folgeschédden therapiert werden sollte. Die Arbeitsgruppe der National Kidney Foundation
NKF-K/DOQI hat fiir die Stadien der Nierenerkrankung 3-4 den Bereich 0,87-1,49 mmol/l
empfohlen, bei  Dialysepatienten = werden mit  1,13-1,78 mmol/l  hohere
Phosphatkonzentrationen toleriert (45). Fiir diese bestimmte Patientengruppe konnte also die
Anwendung gerdtespezifischer Referenzgrenzen iiberdacht werden, um die Messwerte

bestmoglich einordnen zu kdnnen.

Im Vergleich mit den bereits etablierten Referenzgrenzen fiir Phosphat fallt auf, dass die oberen
Referenzgrenzen beinahe iibereinstimmen. Die generierten unteren Referenzgrenzen zeigen
demgegeniiber allerdings stirkere Abweichungen. Sie sind deutlich niedriger, mit dem groBten
Unterschied zur Referenzgrenze des Laborsystems (Quelle: L. Thomas, Labor und Diagnose,
8. Auflage 2012; RLE: 0,55 mmol/l; System: 0,87 mmol). Es stellt sich somit die Frage, ob eine
klinische Anwendung der errechneten Referenzgrenzen ratsam ist. Messwerte, die sonst als
hypophosphatdmisch eingestuft wiirden, wiirden in den Referenzbereich fallen. Dabei ist
festzustellen, dass fiir moderate Hypophosphatimien (0,32 - 0,80 mmol/l) abgesehen von
beatmeten Patienten kaum Hinweise fiir bedeutsame medizinische Folgeerscheinungen belegt
sind. Intubierte Patienten zeigten verbesserte Beatmungsparameter nach Phosphatgabe (46).
Amanzadeh et al. heben hervor, dass schwere Hypophosphatimien (<0,32 mmol/)
behandlungsbediirftig sind gerade bei kritisch kranken Patienten, intubierten Patienten und bei
entsprechender klinischer Symptomatik. Demzufolge erscheint der Einsatz der
Referenzgrenzen als BezugsgroBen in der Klinik moglich. Festzuhalten ist, dass bei
Intensivpatienten schon friithzeitiger niedrigere Messwerte innerhalb des Referenzbereichs
therapiert werden konnten und besonders fiir Patienten mit Niereninsuffizienz sollte die

klinische Relevanz von gerétespezifischen Referenzgrenzen weiter untersucht werden.

Im Verlauf der 50.-Perzentile bezogen auf das Alter wurde fiir TSH ein Abfall der gemessenen
Konzentrationen festgestellt (18-27J.: 0,51 — 4,63 mIU/l; 68 — 77 J.: 0,13 — 3,37 mIU/1). Dieses
Phédnomen deckt sich mit Erkenntnissen aus der Studie von Clerico et al. Sie bediente sich
ebenfalls des indirekten Vorgehens zur Bestimmung von Referenzgrenzen fiir TSH. Es wurden
146.801 Messwerte aus den Laborsystemen von vier verschiedenen Krankenhdusern in Italien
untersucht (47). In einer Studie durchgefiihrt im Nordosten Deutschlands zur Erhebung von
Referenzgrenzen fiir TSH, fT3 und fT4 auf direkte Weise zeigte sich ebenfalls eine
altersabhidngige Abnahme der TSH-Level (48).
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Fiir die fT3-Konzentration wurde ebenfalls eine negative Korrelation zum Alter festgestellt,
was sich vorher bereits in anderen Studien gezeigt hatte (48, 49). Fir fT4 wurde ein
altersabhingiger Anstieg der Konzentrationen beobachtet. Es handelt sich um einen leichten
Anstieg der 50. Perzentile von etwa 16 auf 17 mIU/l zwischen 18 und 80 Jahren, gerade im
Hinblick auf den breiten Referenzbereich fiir fT4. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zu
Kratzsch et al. Diese fanden mit zunehmendem Alter abfallende ft4-Werte. In ihren
Untersuchungen wurden auf direkte Weise Referenzgrenzen ermittelt. 453 Proben von
gesunden Personen aus Deutschland wurden analysiert. Volzke et al. fanden ein leichtes
Absinken der fT4-Konzentration mit dem Alter bei den Ménnern, bei den Frauen einen Anstieg.
Im Median iiber die Zeit zeigten fT3 und fT4 im Sommer ihre hochsten Konzentrationen, im
Winter die niedrigsten. Fiir TSH war dies umgekehrt der Fall (Median TSH 11/2015, 01/2016:
1,54 mIU/l; Median TSH 09/2016: 1,41 mIU/1), was sich aus dem negativen Feedback zwischen
TSH und fT3 bzw. fT4 erklért. Die signifikante Abhédngigkeit von TSH von der Jahreszeit
wurde bereits gezeigt (50). Dabei wurden ebenfalls Hochstwerte fiir TSH im Winter

vorgefunden.

Fir TSH zeigten sich Unterschiede in den geschlechtsspezifischen Referenzgrenzen, fiir
Minner ist die untere und vor allem die obere Referenzgrenze deutlich hoher. Hier sollten
getrennte Referenzbereiche nach Geschlecht verwendet werden. Bei der Unterteilung der
Daten in Altersklassen von 10 Jahren zeigt die jiingste Altersgruppe die hochsten
Referenzgrenzen, es bestétigt sich der altersabhiingige Abfall der TSH-Konzentration. Arzideh
et al. hingegen fanden hohere obere Referenzgrenzen fiir Frauen, auch war der Referenzbereich
breiter als fiir Manner (35). fT3 und fT4 zeigen Referenzgrenzen, die keine Unterscheidung
nach Geschlecht notwendig erscheinen lassen. Die Altersgruppen in 15 Jahresabschnitten
zeigten fuir fT3 erneut den altersbedingten Konzentrationsabfall. Fiir TSH und fT3 kdnnte man
also die Anwendung altersadaptierter Referenzgrenzen in Betracht ziehen. Bei fT4 ist dies nicht

notwendig.

Stellt man die ermittelten Grenzen fiir TSH den etablierten gegeniiber, féllt auf, dass die unteren
als auch oberen Referenzgrenzen stets niedriger sind. AuBlerdem zeigt sich ein gegenteiliges
Verhalten der oberen Grenzwerte fiir Ménner bzw. Frauen. Mit der indirekten Methode wurde
eine niedrigere obere Referenzgrenze fiir Frauen (3,29 mlIU/1) ermittelt, fiir Mdnner war diese
hoher (3,99 mIU/1). Die Referenzgrenzen von Cobas sind jedoch fiir Frauen héher (3,94 mIU/I)
und fiir Méanner niedriger (3,18 mIU/1). Der groBte Unterschied ergibt sich mit 0,84 mIU/1 fiir

die obere Referenzgrenze der Ménner im Vergleich mit den Angaben aus der Literatur.
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In der Studie von Arzideh et al. betrug die durchschnittliche untere bzw. obere Referenzgrenze
fiir beide Geschlechter gemeinsam 0,31 mU/L bzw. 3.53 mU/L. Damit waren die Werte mit
den bisher publizierten durchschnittlichen Grenzwerten fiir TSH gut iibereinstimmend.
(0.4 mU/L - 3.50 mU/L) (35). Die nun berechneten Referenzgrenzen von 0,19 und 3,36 mU/1
fiir beide Geschlechter weisen damit zwar niedrigere Konzentrationen auf, fligen sich aber
insgesamt in das sehr variable Bild der Referenzbereiche fiir TSH ein. Die Abweichungen von
TSH zu den etablierten Grenzwerten sind grofBer, als dies bei Calcium und Phosphat der Fall
war, dabel ist aber anzumerken, dass TSH auch einen breiteren Referenzbereich aufweist.
Ohnehin wiirde eine Therapie hinsichtlich einer Hyper- oder Hypothyreose nicht aufgrund eines
einzelnen TSH-Messwertes erfolgen. Weiteren Messungen wie die der fT4- und Gesamt-T3-
Konzentration erfolgen simultan oder anschlieend (51). Erst in der Zusammenschau dieser

Ergebnisse mit der klinischen Symptomatik wird eine Entscheidung getroffen.

Bei fT3 zeigt sich eine gute Ubereinstimmung mit den bestehenden Referenzgrenzen, am
hochsten ist diese mit den Angaben von Cobas (RLE: 3,37- 6,47; Cobas: 3,1- 6,8 pmol/l). Der
grofte, aber angesichts der Breite des Referenzbereichs vertretbare Unterschied besteht mit 0,7
pmol/l bei der unteren Referenzgrenze der Ménner zur entsprechenden Grenze im Laborsystem

(Quelle: Herstellerangaben).

In der Gegeniiberstellung der Referenzgrenzen fiir ft4 sind groBere Abweichungen zu
bemerken, so zum Beispiel die hohere obere Referenzgrenze fiir beide Geschlechter als die
entsprechende Grenze vom Hersteller Siemens (21,84 vs. 18,8 pmol/l). Insgesamt ist die
Ubereinstimmung dennoch recht hoch, gerade der zentralen Bereiche der Referenzintervalle.
Die Differenzen mit den Referenzgrenzen sind annehmbar, da fT4 den groBten physiologischen
Schwankungsbereich aller untersuchten Parameter besitzt. Zukiinftig wire bei den
Schilddriisenhormonen ein Vermerk des BMIs im Laborsystem erstrebenswert, da gezeigt
wurde, dass die TSH-Level positiv mit diesem korreliert sind (52). In einer Studie von Bjoro et
al. fiihrte ein Ausschluss von Patienten mit positiven Thyreoperoxidase-Antikdrpern zum
Abfall der oberen Referenzgrenze fir TSH (53). Auch zeigte sich, dass die Alters- und
Geschlechtsdifferenzen des Medians und der oberen Referenzgrenze fiir TSH unter diesem
Ausschluss nicht mehr vorlagen. Somit konnte der Hinweis beziiglich gemessener Antikdrper
helfen, um die variablen Referenzgrenzen der Schilddriisenhormone weiter zu spezifizieren.
AuBerdem ist fiir die Schilddriisenhormone der Jod-Status einer Population von Bedeutung, da
gezeigt werden konnte, dass die regionale Versorgung mit Jod die Referenzgrenzen beeinflusst.

Es wurden Referenzgrenzen in einer vormals jodunterversorgten Region gefunden, die sich
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unterschieden von Referenzgrenzen aus einem Gebiet mit ausreichender Jod-Versorgung (48).
Dies unterstreicht die Notwendigkeit der Erstellung von regions- bzw. populationsspezifischen

Referenzgrenzen fiir die Parameter der Schilddriisenfunktion.

Fiir Parathormon wurde ein leichter Konzentrationsanstieg mit dem Alter beobachtet, was sich
bereits in anderen Studien gezeigt hatte (54, 55). Es konnten geschlechtsspezifische
Referenzgrenzen erwogen werden. Die obere Referenzgrenze der Frauen liegt deutlich
unterhalb der der Minner. Auch eine Stratifikation hinsichtlich der Messgerite erscheint
sinnvoll. Die beiden eingesetzten Gerite hatten sich bereits im Aquivalenztest als sehr
unterschiedlich préisentiert und auch die gerétespezifischen Referenzgrenzen zeigen, dass
Messwerte, die mit Gerdt 1 bestimmt wurden, einen breiteren Referenzbereich aufweisen als
Messwerte von Gerit 2. Diese Tendenz muss jedoch unter Berilicksichtigung der sehr geringen

Datenmenge von Gerét 2 betrachtet werden.

Im Vergleich der ermittelten Referenzgrenzen mit den géngigen Referenzgrenzen zeigen sich
grofle Abweichungen besonders der oberen Referenzgrenze. Diese weicht um 34,47 bis 60,72
pg/ml ab (Frauen bzw. Minner). Daraus ergibt sich ein sehr breiter Referenzbereich fiir
Parathormon. Ursache dafiir konnte die Rolle dieses Laborparameters im klinischen Kontext
sein, da seine Messung nicht routineméBig erfolgt, sondern bei bestimmten Indikationen, wie
etwa Dbei chronischer Niereninsuffizienz, Verdacht auf Hyperparathyreodismus,
Hyperkalzédmie, Vitamin-D-Mangel und intraoperativ bei Eingriffen an Neben-/Schilddriisen
(25). Dadurch ist es wahrscheinlich, dass vorwiegend Messwerte erkrankter Personen im
Datensatz von Parathormon vertreten sind. Gerade der Vitamin D-Status sollte beriicksichtigt
werden, da er in gegensinniger Beziehung zum Parathormon-Level steht (55). Auch die
Nierenfunktion spielt eine wichtige Rolle, denn es zeigten sich bei reduzierter eGFR erhohte
Parathormon-Konzentrationen (56). Dies liegt an der reduzierten renalen Umwandlung der
Vitamin D-Vorstufe in aktives Vitamin D und der daraus resultierenden niedrigen Calcium-
Konzentration, nidher beschrieben in Abschnitt 1.4. Aufgrund dieser Einflussfaktoren auf die
Parathormon-Konzentration, sollten Referenzgrenzen von Nieren-gesunden Patienten mit

ausreichender Vitamin D-Versorgung bestimmt werden (57).

In den erfolgten Berechnungen wurden Patienten von nephrologischen Stationen
ausgeschlossen, dennoch konnen Messwerte von Nieren-erkrankten Personen damit nicht
vollstindig erfasst worden sein. SchlieBlich kénnen sie auch auf anderen Stationen in
Behandlung gewesen sein. Desweiteren konnte kein Abgleich mit dem Vitamin D-Status

vorgenommen werden, um Patienten mit zu niedrigen Konzentrationen auszuschlieen. Diese
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Faktoren und die Tatsache, dass es sich bei Parathormon um einen Spezial-Parameter handelt,
der nicht standardméBig erfasst wird, miissen zu einem grofen Anteil pathologischer Werte
beigetragen haben. Dies hat die Abgrenzung der Verteilungen der nicht-pathologischen von den
pathologischen Werten erschwert. Auch die unterschiedlichen Messgerite haben die Ermittlung
von plausiblen Referenzgrenzen weiter beeintriachtigt sowie der miBige Datenumfang. Die
mittels RLE bestimmten Referenzgrenzen sind somit ungeeignet, um in der klinischen Praxis
eingesetzt zu werden. Weitere klinische Informationen sind nétig, um die Daten besser

préselektieren zu konnen und somit plausible Referenzgrenzen zu erhalten.

4.4 Vitamin D: Schlussfolgerungen zu notwendigen Merkmalen eines
RLE-geeigneten Laborparameters

Fiir den Datensatz der Vitamin D-Messwerte war die Anwendung des RLE aus verschiedenen
Griinden erschwert. Einerseits war der Datensatz an Messwerten nicht sehr umfangreich.
Zunichst lagen 27.688 Messwerte vor, nach Eingrenzung auf 18 bis 100 Jahre und Ausschluss
bestimmter Patientengruppen 21.104 Werte. Dies leitet iiber zum nichsten Grund: der starken
saisonalen Schwankungen der Vitamin D-Konzentrationen. Bei der visuellen Inspektion des
Medians iiber die Zeit wurde dies offensichtlich und daher eine Unterteilung der Messwerte
von 18 bis 80 Jahre in Werte, die in Sommer- bzw. Wintermonaten erhoben wurden,
vorgenommen. Auch dies trug zum schrumpfenden Umfang an Daten weiter bei
(Sommer: 7.838 Messwerte fiir beide Geschlechter, 5.073 fiir Frauen, 2.765 fiir Manner;
Winter: 7.941 Messwerte fiir beide Geschlechter, 5.017 fiir Frauen, 2.923 fiir Ménner). Der
RLE benétigt fiir die Berechnungen eine Mindestanzahl von 2000 Messwerten, empfohlen
werden 4000 (23). Desweiteren weist der Datensatz fiir Vitamin D keine Normalverteilung auf
(s. Abb. 22). Es stellen sich deutlich zwei gro3e Subgruppen dar, wodurch der RLE nicht in der
Lage ist, die sonst hidufigeren nicht-pathologischen Messwerte von den selteneren
pathologischen Werten abzugrenzen. Die ungewdhnliche Verteilung fiihrt zu der Annahme,
dass zwei Populationen der nicht-pathologischen Werte bestehen. Dabei stellt die erste
Subgruppe das Patientenkollektiv dar, das einen niedrigeren Vitamin D-Spiegel aufweist. Die
zweite Subgruppe setzt sich aus Patienten mit hoheren Vitamin D-Konzentrationen zusammen.
Vermutlich handelt es dabei um Patienten, die Vitamin D substituieren. Letztlich zeigen diese
genannten Problematiken wichtige Merkmale auf, die ein Laborparameter erfiillen sollte, um
mithilfe der Methode des RLE Referenzgrenzen zu gewinnen: er sollte normalverteilt sein und
hiufig angefordert werden in der klinischen Praxis, um einen umfangreichen Datensatz zu

gewihrleisten, und nicht durch Substitution oder Medikation beeinflusst werden.
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4.5 Vitamin D: Einflussfaktoren auf Referenzgrenzen und zukiinftige

Beriicksichtigungen

Die Pravalenz des Vitamin D-Mangels mit Werten unter 50 nmol/l ist hoch in Deutschland:
57% der Ménner und 58% der Frauen sind betroffen. Gerade Frauen im hoheren Lebensalter
sind betroffen (75% der Frauen von 65 bis 79 Jahren) (58). Hintzpeter et al. nutzten fiir ihre
Erhebungen die Daten von 2267 Frauen und 1763 Miannern im Alter von 18 bis 79 Jahren, die
im Rahmen des German National Health Interview and Examination Survey 1998 (GNHIES)
gesammelt wurden. Dabei stellte sich heraus, dass 1.5% der Ménner und 3.8% der Frauen
Vitamin D-Prédparate zusetzten. Bezogen auf unsere Daten kann aber von einem deutlich
hoheren Anteil ausgegangen werden, da in den letzten Jahren verstirkt Aufmerksamkeit auf die

Bedeutung von Vitamin D gerichtet wurde und die Verteilung dies nahelegt.

Ursachen flir einen Mangel an Vitamin D sind vielfdltig. Da die Umwandlung in aktives
Vitamin D UV-abhdngig in der Haut geschieht, ist beispielsweise eine unzureichende
Sonnenexposition ein Risikofaktor. Dies konnte fiir bestimmte Berufsgruppen wie etwa
Schichtarbeiter und Pflegekrifte, aber auch generell fiir Arbeiter, die vornehmlich drinnen
arbeiten, gezeigt werden. Bei ihnen besteht grofteils ein Vitamin D-Mangel (80% der
Schichtarbeiter, 77% der drinnen Arbeitenden, 72% der Studierenden aus dem
Gesundheitswesen) (59). Dies fiihrt zu der Uberlegung, ob unter den klinischen Angaben ein
Vermerk des Berufs hilfreich wire, um gezielt Messwerte von Patienten dieser Berufsgruppen
von der Referenzwertbestimmung auszuschlieBen. Sollte ihr Anteil an den verfiigbaren
Messwerten besonders grof3 sein, wére das sinnvoll.

Bei der kutanen Vitamin D-Synthese ist auch die Hautpigmentierung zu beachten. In Kreta
wurden so sehr niedrige Vitamin D-Spiegel gefunden. Durchschnittlich 19.48+9.51
(ng/mI+SD) fiir Manner und 18.01+£9.01 (ng/ml+SD) fiir Frauen bei einem Grenzwert von 20
ng/ml. 21% der Einwohner waren zudem von einem starken Vitamin D-Mangel betroffen mit
Werten unter 10 ng/ml. Dies wurde neben Erndhrungsgewohnheiten auf die starke
Hautpigmentierung zuriickgefiihrt (60, 61). Dies lédsst die zusétzliche Angabe der Ethnie im
Laborinformationssystem zur Verkniipfung mit den Messwerten sinnvoll erscheinen bei der
Berechnung von Referenzgrenzen fiir Vitamin D, da in Deutschland ein steigender Anteil von

Immigranten und Gefliichteten vertreten ist.

Die ungeniigende Zufuhr von Vitamin D {iber die Nahrung, stellt einen weiteren Einflussfaktor
dar. Eine empfohlene Vitamin D-Einnahme von 5 mg/Tag wird von den meisten Ménnern

(80.9%) und Frauen (88.5%) nicht erreicht, sie liegt durchschnittlich bei etwa der Hilfte des
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Wertes (58). Dies kann einen Mangel bestirken, wenngleich aber die Hauptquelle von Vitamin
D die Sonnenexposition darstellt (62). Ein Hinweis zum BMI des Patienten im Laborsystem
konnte tiberdacht werden, da dieser sich gegenldufig zur Vitamin D-Konzentration verhélt. Dies
ist darin begriindet, dass sich Vitamin D in Korperfett ablagert. Auch der ungesiindere
Lebensstil von Patienten mit hohem BMI, der eventuell durch einen geringeren Aufenthalt im
Freien und eine unausgewogene Erndhrung geprégt ist, kann den Mangel bestéirken (63). Es
konnte gezeigt werden, dass bei Patienten mit einem BMI >40 32% der Frauen und 46% der

Mainner von einem Vitamin D-Mangel betroffen sind.

Die Festlegung von festen Referenzbereichen fiir Vitamin D ist aufgrund der vielen
Einflussgrofen, von denen im vorigen einige wichtige genannt wurden, problematisch. Weitere
Faktoren spielen eine Rolle, wie etwa Bekleidung, Verwendung von Sonnenschutzmitteln,
Breitengrad des Wohnorts und Vitamin D Substitution (61). Ferrari et al. schlagen daher vor,
Referenzgrenzen fiir Vitamin D mittels eines Algorithmus unter Beriicksichtigung nicht nur
von Alter und Geschlecht, sondern auch der Jahreszeit, der UV-Exposition, des BMI, der
Ethnie, des Messverfahrens und einer gegebenenfalls bestehenden Vitamin D Substitution. Die
Berticksichtigung dieser Faktoren lieBe sich mittels des RLEs umsetzen, wenn es zu einer
Verkniipfung der Messwerte mit den entsprechenden weitergehenden klinischen Angaben
kommt. Hinsichtlich der durchgefiihrten und erfolglosen Berechnungen wiirde in Zukunft
vorrangig die Angabe iiber eine medikamentdse Zufuhr von Vitamin D zusammen mit einem
grofBBeren Datensatz (generiert z. B. durch einen Einschluss von Messwerten gesammelt {iber
einen ldngeren Zeitraum) die Ermittlung von Referenzgrenzen unter Verwendung des RLE

wahrscheinlich ermdglichen.

4.6 Ausblick: Weitere Anwendungsmoglichkeiten der Methode

Die durchgefiihrten Berechnungen von Referenzgrenzen fiir verschiedene endokrinologische
Parameter haben gezeigt, dass mit der angewandten indirekten Methode Referenzgrenzen
ermittelt werden konnten, die denen sehr dhnlich sind, die mit der direkten Methode bestimmt
wurden. Dabei wurden besonders fiir Calcium und Phosphat sehr hohe Ubereinstimmungen
gefunden. Dies liegt in physiologischen (anndhernde Normalverteilung der Messwerte) und
strukturellen Gegebenheiten (grole Datenmengen aufgrund hoher Anforderungsfrequenz)
begriindet. Fiir die Schilddriisenhormone ergaben sich grofere Abweichungen. Bei
Parathormon ergab sich ein zu breiter Referenzbereich bedingt wahrscheinlich durch einen zu
groflen Anteil pathologischer Werte. Die errechneten Referenzgrenzen erscheinen daher nicht

plausibel. Grenzwerte fiir Vitamin D, Renin und Aldosteron konnten nicht ermittelt werden.
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Zukiinftig wire die Vernetzung weiterer klinischer Angaben mit den Messwerten im
Laborsystem erstrebenswert. Dies ist ganz konkret fiir Vitamin D der Fall, wo eine zweigipflige
Verteilung gefunden wurde. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Gruppe der nicht-
pathologischen Messwerte sich aus zwei Gruppen zusammensetzt: Patienten, die Vitamin D
substituieren und Patienten, die dies nicht tun. Informationen beziiglich der Sonnenexposition,
der Ethnie und des BMI konnten ebenfalls bei der Referenzwertbestimmung zukiinftig
berticksichtigt werden und ihr Einfluss auf die resultierenden Referenzgrenzen untersucht
werden. Auch um relevante Referenzgrenzen fiir Parathormon errechnen zu koénnen, miissten
klinische =~ Angaben  einbezogen  werden. Hier wiren Hinweise  beziiglich
Niereneinschrinkungen und Vitamin D-Status hilfreich, um den Anteil pathologischer

Messwerte an dem Gesamtdatensatz weiter zu reduzieren.

Insgesamt bietet sich mit dieser indirekten Methode eine Alternative zur konventionellen
direkten Erstellung von Referenzgrenzen. Sie ist deutlich weniger kosten- und zeitintensiv und
bietet Laboren die Moglichkeit, laborinterne Referenzgrenzen zu erstellen. Voraussetzung ist
ein umfangreicher Datenpool. Fiir selten angeforderte Parameter oder kleine Labore kann der
Zusammenschluss mit anderen Laboren erwogen werden, wenngleich dann wiederum Aspekte
der abweichenden analytischen Verfahren und Patientengruppen bedacht werden miissen.
Spezielle Parameter bediirfen allerdings einer genaueren Préselektion anhand klinischer

Informationen.
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3. Zusammenfassung

Medizinische Referenzgrenzen sollten von jedem Labor fiir jeden angebotenen Test anhand
einer Gruppe gesunder Personen selbst bestimmt werden. Diese Empfehlung zur direkten
Bestimmung stellt sich als aufwéandig und kaum realisierbar dar, weshalb ihr kaum entsprochen
wird. Labore behelfen sich, indem sie bestehende Referenzgrenzen iibernehmen, welche aus
der Literatur, von den Gerédteherstellern oder anderen Laboren stammen. Diese Strategie ist
nicht unkritisch, da oftmals keine Validierung erfolgt und die angewandten Grenzen unpassend
sein konnen hinsichtlich der Patientenpopulation, der prdanalytischen Verfahren und der
Messgerdte. Daher bietet sich die indirekte Methode als Alternative an. Diese verwendet
Patientendaten, welche in Laborinformationssystemen gespeichert sind, um aus der gemischten
Verteilung von pathologischen und nicht-pathologischen Werten Referenzgrenzen zu
bestimmen. Diese passen somit zu den laboreigenen Analysemethoden, sowie zu dem

behandelten Patientenkollektiv.

Es wurden Referenzgrenzen fiir Erwachsene fiir verschiedene endokrinologische Parameter
(Calcium, Phosphat, TSH, fT3, fT4, 25-OH-Vitamin D, Parathormon, Renin, Aldosteron)
berechnet. Dafiir wurde eine indirekte Methode, der von Arzideh entwickelte Reference Limit
Estimator (RLE), auf die Messwerte von Patienten aus dem Zentrallabor des
Universititsklinikums Schleswig-Holstein (UKSH) angewandt. Diese ermoglichte es, die
Verteilung der nicht-pathologischen Werte von der Verteilung der pathologischen Werte
abzugrenzen und aus den nicht-pathologischen Daten retrospektiv Referenzgrenzen fiir
Erwachsene zu ermitteln. Eine weitere Aufteilung nach Geschlecht und Alter wurde
vorgenommen. Es wurden Altersklassen zwischen 18 und 80 Jahren gebildet und in einigen

Fillen erfolgte eine saisonale oder gerdtebezogene Stratifizierung.

Die berechneten Referenzgrenzen wurden einem Vergleich mit etablierten Referenzgrenzen
unterzogen. Dabei zeigte sich eine hohe Ubereinstimmung, gerade fiir Calcium. Bei Phosphat
ergab sich eine niedrigere untere Referenzgrenze. Fiir die Schilddriisenhormone ergaben sich
leichte Abweichungen zu den etablierten Referenzgrenzen, aber trotzdem dhnliche Grenzwerte
gerade im Hinblick auf den breiten physiologischen Schwankungsbereich dieser
Laborparameter. Fiir Parathormon zeigte sich eine deutlich hohere obere Referenzgrenze,
besonders fiir die Mianner. Insgesamt ergab sich ein sehr breiter Referenzbereich, der nicht
plausibel erscheint. Referenzgrenzen fiir Vitamin D konnten nicht ermittelt werden, da die
Daten keiner Normalverteilung folgten, ebensowenig fiir Renin und Aldosteron aufgrund des

zu geringen Datenumfangs.
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Insgesamt handelt es sich beim RLE um eine sinnvolle Vorgehensweise, um klinisch relevante
Referenzgrenzen besonders fiir Routineparameter mit Normalverteilung auf unkompliziertem
Wege zu erhalten. Es bietet sich somit eine vorteilhafte Alternative zur konventionellen
Bestimmung von Referenzgrenzen. Es eriibrigen sich die finanziellen, zeitlichen und
arbeitsaufwindigen Schwierigkeiten, da das Programm in die Laborsoftware integriert werden
kann und auf Basis der Patientendaten Berechnungen vornimmt. Gerade fiir Routineparameter
ist es sehr gut geeignet. Allerdings sind fiir schwierigere Laborparameter, die keine
Normalverteilung aufweisen oder deren Datensatz zu viel pathologische Werte enthélt, weitere
Schritte notig. Das Vorgehen konnte zukiinftig ausgebaut werden durch die Kombination mit
klinischen Informationen. Dabei wire besonders der Vermerk der Medikation, bestehende

Krankheiten und Mangelzustinde von Interesse.
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7. Anhang

Tabelle 20: Geritestatistik fiir Calcium. Tabelle 21: Geritestatistik fiir Phosphat.
N = Anzahl, Ca = Calcium, K = Kiel, N = Anzahl, Ph = Phosphat, K = Kiel,
L = Liibeck, M = Modul. L = Liibeck, M = Modul.
N (Ca) Geritename N (Ph) Geritename
116 Cobas 8000 K1 (M1) 37 Cobas 8000 K1 (M1)
28 Cobas 8000 K1 (M2) 55 Cobas 8000 K1 (M2)
167408 Cobas 8000 K1 (M3) 62759 Cobas 8000 K1 (M3)
25460 Cobas 8000 K2 (M1) 11774 Cobas 8000 K2 (M1)
171251 Cobas 8000 K2 (M2) 72773 Cobas 8000 K2 (M2)
403 Cobas 8100 L 179 Cobas 8100 L
145 Cobas 8000 L2 (M1) 82 Cobas 8000 L2 (M1)
114950 Cobas 8000 L2 (M2) 40147 Cobas 8000 L2 (M3)
2 Cobas 8000 L2 (M4) 2 Cobas 8000 L2 (M4)
190023 Cobas 8000 L1 (M1) 105586 Cobas 8000 L1 (M2)
210 Cobas 8000 L1 (M2) 125 Cobas 8000 L1 (M4)
1 Cobas 8000 L1 (M3) 2766 Dimension

4 Cobas 8000 L1 (M4)

Tabelle 22: Geritestatistik fiir TSH. Tabelle 23: Geritestatistik fiir fT3.
N = Anzahl, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul. N = Anzahl, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.
N (TSH) Geriitename N (fT3) Geritename
38 Cobas 8000 K1 (M1) 16 Cobas 8000 K1 (M1)
37 Cobas 8000 K1 (M2) 10 Cobas 8000 K1 (M2)
70640 Cobas 8000 K1 (M4) 31661 Cobas 8000 K1 (M4)
41591 Cobas 8000 K2 (M3) 72 Cobas 8000 K1 (M5)
44690 Cobas 8000 K2 (M4) 21321 Cobas 8000 K2 (M3)
267 Cobas 8100 L 20614 Cobas 8000 K2 (M4)
191 Cobas 8000 L2 (M1) 103  Cobas 8100 L
37551 Cobas 8000 L2 (M5) 250 Cobas 8000 L2 (M1)
18483 Cobas 8000 L2 (M4) 282 Cobas 8000 L2 (M5)
103535 Cobas 8000 L1 (M3) 4472 Cobas 8000 L2 (M6)

39502 Cobas 8000 L1 (M4)




Tabelle 25: Gerétestatistik fiir Parathormon.
N = Anzahl, PTH = Parathormon, K = Kiel, L =
Liibeck, M = Modul.

Tabelle 24: Geritestatistik fiir fT4.
N = Anzahl, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

N (fT4) Geritename N (PTH) Geriitename
17 Cobas 8000 K1 (M1) 14 Cobas 8000 K1 (M1)
5 Cobas 8000 K1 (M2) 59 Cobas 8000 K1 (M4)
35 Cobas 8000 K1 (M4) 14691 Cobas 8000 K2 (M4)
32083 Cobas 8000 K1 (M5) 115 Cobas 8100 L
20981 Cobas 8000 K2 (M3) 17 Cobas 8000 L2 (M1)
21716 Cobas 8000 K2 (M4) 97 Cobas 8000 L2 (M5)
110 Cobas 8100 L 9 Cobas 8000 L2 (M6)
30 Cobas 8000 L2 (M1) 118 Cobas 8000 L2 (M4)
4759  Cobas 8000 L2 (M5) 10073 Cobas 8000 L1 (M4)
302 Cobas 8000 L2 (M6)
240 Cobas 8000 L2 (M4)
41436 Cobas 8000 L1 (M3)

Tabelle 26: Geritestatistik fiir Renin. N = Anzahl.

N (Renin)

Geritename

3205

BEP2000 Liibeck

Tabelle 27: Geritestatistik fiir Aldosteron. N = Anzahl, Aldo. = Aldosteron.

N (Aldo.)

Geritename

2799 BEP2000 Liibeck

Tabelle 28: Geritestatistik fiir Vitamin D. N = Anzahl, Vit. D = Vitamin D.

N (Vit. D)

27980

Geritename

HPLC Liibeck
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fT4 (pmol/l)

Cobas 8000 L1 (M3) - l

Cobas 8000 K1 (M5)

Cobas 8000 K2 (M3)

Cobas 8000 K2 (M4)

fT3 (pmol/l)

-00
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-0g
-G,
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Abbildung 29: a.: Aquivalenztest der hiufigsten Messgerite fiir fT4. K = Kiel, L = Liibeck,
M = Modul.

b.: Aquivalenztest der hiiufigsten Messgerite fiir fT3. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.
c.: Aquivalenztest der hiiufigsten Messgerite fiir TSH. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.
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Tabelle 30: Aquivalenztest der Geriite fiir Calcium mit einem Epsilon-Wert von 10%. KI =
Konfidenzintervall, 4q.= dquivalent, n. 4q.=nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1 Geriit 2 KI Ergebnis
Cobas 8000 K2 (M2) Cobas 8000 K1 (M3) [(- 0,006) — (- 0,004)] &q.
Cobas 8000 K2 (M2) Cobas 8000 L1 (M1)  [0,008 —0,01] aq.
Cobas 8000 K2 (M2)  Cobas 8000 K2 (M1) [0,007 —0,011] aq.
Cobas 8000 K2 (M2)  Cobas 8000 L2 (M2)  [0,007 —0,009] aq.
Cobas 8000 K1 (M3)  Cobas 8000 L1 (M1) [0,012-0,014] aq.
Cobas 8000 K1 (M3)  Cobas 8000 K2 (M1) [0,012-0,016] aq.
Cobas 8000 K1 (M3)  Cobas 8000 L2 (M2) [0,012—-0,014] aq.
Cobas 8000 L1 (M1)  Cobas 8000 K2 (M1) [(- 0,001)—0,003] aq.
Cobas 8000 L1 (M1)  Cobas 8000 L2 (M2)  [(- 0,002) —0,001] aq.
Cobas 8000 K2 (M1)  Cobas 8000 L2 (M2)  [(- 0,003) —0,001] aq.

Tabelle 31: Aquivalenztest der Geriite fiir TSH mit einem Epsilon-Wert von 10%. KI =
Konfidenzintervall, 4q.= d4quivalent, n. 4q.= nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1

Gerit 2

KI

Ergebnis

Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L2 (M4)

Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L2 (M4)
Cobas 8000 L2 (M5)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L2 (M4)
Cobas 8000 L2 (M5)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L2 (M4)
Cobas 8000 L2 (M5)
Cobas 8000 L2 (M4)
Cobas 8000 L2 (M5)
Cobas 8000 L2 (M5)

[(- 0,002) — 0,026]
[(- 0,04) — (- 0,08)]
[(- 0,009) — 0,017]
[(- 0,026) — 0,013]
[0,006 — 0,038]

[(- 0,05) — (- 0,022)]
[(- 0,019) — 0,003]
[(- 0,036) — 0]

[(- 0,004) — 0,024]
[0,015 —0,041]

[(- 0,002) — 0,037]
[0,03 — 0,062]

[(- 0,028) — 0,007]
[0,005 — 0,031]
[0,009 — 0,048]

Tabelle 32: Aquivalenztest der Gerite fiir fT3 mit einem Epsilon-Wert von 10%. KI =
Konfidenzintervall, 4q.= dquivalent, n. 4q.=nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1

Gerit 2

KI

Ergebnis

Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K1 (M4)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M4)

Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 L1 (M4)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 L1 (M4)
Cobas 8000 L1 (M4)

[(- 0,002) — 0,036]
[0,015 — 0,054]
[0,08 —0,113]

[(- 0,004) — 0,039]
[0,061 — 0,098]
[0,043 — 0,081]

66



Tabelle 33: Aquivalenztest der Gerite fiir fT4 mit einem Epsilon-Wert von 10%. KI =
Konfidenzintervall, 4q.= d4quivalent, n. 4q.= nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1

Gerit 2

Cobas 8000 K1 (M5)
Cobas 8000 K1 (M5)
Cobas 8000 K1 (M5)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M4)

Cobas 8000 K2 (M3)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 K2 (M4)
Cobas 8000 L1 (M3)
Cobas 8000 L1 (M3)

KI Ergebnis
[0,217 - 0,358] aq.
[0,156 — 0,295] iq.
[0,527 — 0,642] iq.
[(- 0,14)-0,016] iq.
[0,23 —0,364] iq.
[0,293 —0,425] iq.

Tabelle 34: Aquivalenztest der Gerite fiir Parathormon mit einem Epsilon-Wert von 10%. KI =
Konfidenzintervall, 4q.= dquivalent, n. 4q.= nicht dquivalent, K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

Gerit 1

Gerit 2

KI Ergebnis

Cobas 8000 K2 (M4)

Cobas 8000 L1 (M4)

[(-10.494) — (-8.288)] n. 4q.

10.000 -

Frequenz

Nachkommastellen von Calcium
Abbildung 30: Histogramm der Nachkommastellen (0,00 bis 0,99) fiir die Messwerte von Calcium.
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Abbildung 31: a.: Histogramm der Nachkommastellen (0,00-0,99) fiir die Messwerte von Phosphat.
b.: Histogramm der Nachkommastellen (0,00-0,99) fiir die Messwerte von fT3.
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Estimation of permissible variation

The permissible analytical varlation pCV, and the empliri-
cal (blological varlation) CV, are derived as recently
described [9]. CV Is only considered as a surrogate for the
biological variation because it also includes the analytical
varlance. It Is derlved from the upper and lower reference
limits. In the case of a normal distribution CV,=(RL,—
RL,)/3.92. Because the distribution of most quantities is
not known, a log-normal distribution may be assumed
[18], and CV_ becomes CV,".

Assuming log-normally distributed data, standard
deviation and median on the logarithmic scale s, and
Med,_, can be calculated by the following equation

S;;n=(INRL,~InRL,)/3.92 ®
Med, =(InRL +InRL,)/2
On the logarithmic scale, mean and median are iden-
tical. The arithmetic mean and standard deviation on the
linear scale are according to Ref. [19-21]:

Mean=exp(Med, +0.5s} )

EJn

©
S, m=Med, [exp(s; )11’

From these, CV," valid on the linear scale can be cal-
culated by equations 7 and 8

CV,"100s,,_/Mean=100-Mean{exp(s;  )-1I"*/Mean (7)

CV, =100 (exps; —1)** )

Nachkommastellen von Parathormon

Nachkommastellen von Vitamin D

09"

Abbildung 32: a.: Histogramm der Nachkommastellen fiir die Messwerte von Parathormon.
b.: Histogramm der Nachkommastellen fiir die Messwerte von Vitamin D.

The permissible CV, at the median on the linear scale
[Med=exp(Med, )=(RL-RL,)*"] can be obtained from CV*
by equation 9 as explained in Ref.[9):

pCV, =(CV,"-0.25)™ ©

From this, the permissible analytical standard devia-
tion at the median is

PS, e = PCV, 0.01-Med (10)

The analytical standard deviation is assumed to
increase linearly with the measured value x and can be
calculated at any x, by equations 11 and 12:

S, u=aX+b (1)
The slope a in equation 11is
a=(ps, . —02-ps, ,,)/Med
and the intercept b is
b=0.2~psu_’
The permissible standard deviation at x, is
psA}‘:Kps‘_u —0.2-ps"“_‘,)/Medl-x,+02-psuﬂd (12)
This can be expressed as coefficient of variation:
pcvh,nz psA,u'lOO/xi (13)

The intercept b in equation 11 is related to the detec-
tion limit. Because the detection limit is usually unknown
for the matrix of human materials, 20% of the s, at the
median is applied here as a substitute.

Abbildung 33: Formeln zur Berechnung der zuldssigen Differenz aus Haeckel et al (2016). (33)
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Abbildung 34: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.
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b.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Calcium fiir Frauen von 18-80 Jahren.
c.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Calcium fiir Méanner von 18-80 Jahren.
d.: Zeitabhéngiger Median fiir Calcium fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren (blau gestrichelt). KI
= Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

e.. Zeitabhédngiger Median fiir Calcium fiir Frauen von 18-80 Jahren (blau gestrichelt). KI

Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

f.: Zeitabhingiger Median fiir Calcium fir Ménner von 18-80 Jahren (blau gestrichelt). KI

Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Abbildung 35: a.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Calcium fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben
die untere und obere Referenzgrenze an.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Calcium fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

c.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Calcium fiir Méanner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

d.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren.
e.: Altersabhingiger er Verlauf der 50.-Perzentile fiir Phosphat fiir Frauen von 18-80 Jahren.

f.: Altersabhingiger er Verlauf der 50.-Perzentile fiir Phosphat fiir Ménner von 18-80 Jahren.
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Abbildung 36: a.: Zeitabhingiger Median fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
b.: Zeitabhidngiger Median fiir Phosphat fiir Frauen von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
c.. Zeitabhingiger Median fiir Phosphat fiir Mainner von 18-80 Jahren (blau gestrichelt
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
d.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Phosphat fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und
obere Referenzgrenze an.
e.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Phosphat fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.
f.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Phosphat fiir Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
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Abbildung 37: a.: Altersabhédngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir TSH fiir beide Geschlechter von 18-

80 Jahren.

b.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir TSH fiir Frauen von 18-80 Jahren.

c.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir TSH fiir Manner von 18-80 Jahren.

d.: Zeitabhéngiger Median fir TSH fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

e.. Zeitabhidngiger Median fiir TSH fiir Frauen von
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

f.. Zeitabhingiger Median fir TSH fiir Ménner von
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

18-80 Jahren (blau gestrichelt).

18-80 Jahren (blau gestrichelt).
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Abbildung 38: a.: Geschétzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir TSH fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die
obere Referenzgrenze an.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir TSH fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die obere Referenzgrenze an.
c.. Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir TSH fiir Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die obere Referenzgrenze an.
d.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren.

e.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir T3 fiir Frauen von 18-80 Jahren.

f.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir fT3 fiir Ménner von 18-80 Jahren.
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Abbildung 39: a.: Zeitabhingiger Median fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

b.: Zeitabhéngiger Median fiir fT3 flir Frauen von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

c.. Zecitabhidngiger Median fir fT3 fiir Ménner von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

d.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir fT3 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

e.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir fT3 fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

f.: Geschétzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle Daten
(blau) fiir fT3 fiir beide Geschlechter und fiir Frauen bzw. Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen
geben die untere und obere Referenzgrenze an.
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Abbildung 40: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir T4 fiir beide Geschlechter von 18-
80 Jahren.

b.: Altersabhédngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir fT4 fiir Frauen von 18-80 Jahren.

c.: Altersabhéngiger Verlauf der 50.-Perzentile flir fT4 fiir Méanner von 18-80 Jahren.

d.: Zeitabhéngiger Median fiir fT4 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

e.. Zeitabhédngiger Median fiir fT4 fir Frauen von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

f.. Zeitabhingiger Median fiir fT4 fiir Maéinner von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Abbildung 41: a.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir fT4 fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die
untere und obere Referenzgrenze an.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir fT4 flir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

c.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir fT4 fiir Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere
Referenzgrenze an.

d.: Altersabhédngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80
Jahren.

e.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Parathormon fiir Frauen von 18-80 Jahren.

f.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Parathormon fiir Ménner von 18-80 Jahren.
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Abbildung 42: a.: Zeitabhéngiger Median fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

b.: Zeitabhéngiger Median fiir Parathormon fiir Frauen von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

c.. Zeitabhingiger Median fiir Parathormon fiir Ménner von 18-80 Jahren (blau gestrichelt).
KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

d.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die obere
Referenzgrenze an.

e.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Parathormon fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die obere
Referenzgrenze an.

f.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Parathormon fiir Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die obere
Referenzgrenze an.
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Abbildung 43: a.: Gerédtespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin),
pathologischen (rot) Werte und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-
80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M =
Modul.

b.: Geritespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

c.: Geritespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir Médnner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

d.: Gerédtespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben
die untere und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

e.: Geritespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.

f.: Gerétespezifische geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Parathormon fiir Médnner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben die untere
und obere Referenzgrenze an. K = Kiel, L = Liibeck, M = Modul.
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Abbildung 44: a.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Sommermesswerte von Vitamin D
fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren.

b.: Altersabhédngiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von
18-80 Jahren.

c.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Médnner von
18-80 Jahren.

d.: Zeitabhédngiger Median fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter von 18-80
Jahren (blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

e.. Zeitabhingiger Median fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

f.: Zeitabhéngiger Median fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Méanner von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).
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Abbildung 45: a.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte
und fiir alle Daten (blau) fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter von 18-80
Jahren. Griine Zahlen geben die obere Referenzgrenze an.

b.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben
die obere Referenzgrenze an.

c.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Sommermesswerte von Vitamin D fiir Ménner von 18-80 Jahren. Griine Zahlen geben
die obere Referenzgrenze an.

Abbildung d.: Altersabhéingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir
beide Geschlechter von 18-80 Jahren.

e.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von
18-80 Jahren.

f.: Altersabhingiger Verlauf der 50.-Perzentile fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Ménner von
18-80 Jahren.
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Abbildung 46: a.: Zeitabhédngiger Median fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter
von 18-80 Jahren (blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

b.: Zeitabhingiger Median fir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

c.. Zeitabhangiger Median fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Manner von 18-80 Jahren
(blau gestrichelt). KI = Konfidenzintervall (blau gepunktet). Median (rot).

d.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir beide Geschlechter von 18-80 Jahren.

e.. Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Frauen von 18-80 Jahren.

f.: Geschitzte Verteilung der nicht-pathologischen (griin), pathologischen (rot) Werte und fiir alle
Daten (blau) fiir Wintermesswerte von Vitamin D fiir Ménner von 18-80 Jahren.

82



Danksagung

Ich mochte mich an dieser Stelle bei Herrn Prof. Dr. med. Ralf Junker fiir die freundliche
Uberlassung des Themas und Bereitstellung der umfangreichen Datensitze bedanken. Die
regelméBigen Besprechungen und konstruktiven Anregungen waren ein wertvoller

Bestandteil in der Bearbeitung der Fragestellung.

Einen groBen Dank mochte ich an Frau Dr. rer. nat. Antje Torge fiir ihre stete Betreuung
aussprechen. Die Bereitstellung ihrer entwickelten Methoden und ihre mathematischen

Kenntnisse haben wesentlich zum Voranschreiten der Arbeit beigetragen.

Desweiteren mochte ich Herrn Dr. rer. nat. Farhad Arzideh fiir seine Riickmeldungen und

weiterfiihrenden Hinweise danken.

Meiner Familie und meinem Ehemann sei gedankt fiir ihren fortwéhrenden Zuspruch und ihre
Geduld wéhrend der gesamten Bearbeitungsdauer und meiner Patentante fiir das

Korrekturlesen.

Und abschlieBend: Soli Deo Gloria.

83



