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G. Schonicke, W. Junge

DER TESTOSTERONSPIEGEL — MESSUNG
UND ANALYTISCHE BEWERTUNG

Die heute in der Routinediagnostik
eingesetzten und weitgehend auto-
matisierten Verfahren zur Bestim-
mung der Testosteronkonzentration
im Blut basieren auf immunologi-
schen Methoden, die sich lediglich
durch verschiedene Prinzipien —
z.B. homogener oder heterogener
Ansatz — und durch die MefStechnik
zur Quantifizierung der immunolo-
gischen Reaktion unterscheiden.
Gangige Detektionsmarker sind
Isotope (RIA), Enzyme (EIA, ELISA),
Fluoreszenz- oder Chemilumines-
zenzverbindungen (z. B. ECLIA).

Wie sicher ist jedoch ein immuno-
logisch bestimmter Testosteronwert
beziiglich seiner Richtigkeit? Re-
flektiert die gemessene Testosteron-
konzentration die exakte In-vivo-
Konzentration? Die Antwort lautet:
wenn ja, dann eher zufillig. Uber
die zahlreichen Faktoren, die Einfluld
auf das Resultat einer Testosteron-
messung haben, soll im folgenden
referiert werden.

1. ANALYTISCHE FAKTOREN

Zur Beurteilung der diagnostischen
Leistungsfahigkeit eines analytischen
Verfahrens ist die Kenntnis verschie-
dener Testcharakteristika erforder-
lich. Die wichtigsten Kenngrofen
zur Beschreibung der analytischen
Leistungsfahigkeit von Melverfah-
ren sind in Tabelle 1 zusammenge-
stellt.

Ein entscheidendes Qualitatskriteri-
um einer Testosteronmethode ist

Tabelle 1: Kriterien der analytischen
Leistungsfdhigkeit eines MeBverfahrens

. Selektivitat (Spezifitat)

. Richtigkeit

. Prazision

. Nachweisgrenze

. Funktionelle Sensitivitat
. Linearitat

. Melbereich

NO Ul W =

deren Selektivitat (Spezifitat), also
das Vermdgen, unter zahlreichen,
chemisch sehr dhnlichen Androge-
nen, die sich im Blut befinden, aus-
schlielich Testosteron zu erfassen.
Es ist naheliegend, daf8 die Selektivi-
tat bei Immunverfahren entscheidend
von der Spezifitdt des verwendeten
Antikorpers bestimmt wird. Eine
absolute Selektivitat gibt es selbst bei
modernen Testosteron-Immunoassays
nicht, die Kreuzreaktionen sind
jedoch so gering, dal} sie fiir die
Praxis nicht von Bedeutung sind.
Antikorper verschiedener Hersteller
zeigen allerdings durchaus unter-
schiedliche Kreuzreaktivitaten: Di-
hydrotestosteron, das bedeutendste
kreuzreagierende Androgen, inter-
feriert in den kommerziellen Ver-
fahren zwischen 1,9 und 5,4 %.

Wie bei allen quantitativen Immuno-
assays mufs das Mefssignal der
immunologischen Reaktion zur An-
tigenkonzentration der Probe quan-
titativ ins Verhaltnis gesetzt werden.
Das Verfahren wird also kalibriert,
und zwar mit einer Methode, die
mit groller Anndherung den wahren
Wert des Testosterons bestimmen
kann. Derzeit international aner-
kannte Referenzmethode fiir die
Testosteronbestimmung im Serum ist
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die Isotopenverdiinnungs-Massen-
spektrometrie (ID-GCMS), mit der
eine sog. Referenzstandardisierung
der Immunverfahren vorgenommen
wird: Humanseren mit Testosteron-
konzentrationen, die den gesamten
physiologischen Konzentrationsbe-
reich abdecken, werden mittels der
Referenzmethode analysiert und als
sog. Masterkalibratoren fiir die
Standardisierung des Immunoassays
verwendet. Die Richtigkeit der im-
munologischen Testosteronbestim-
mung wird also durch die Riickfihr-
barkeit der Analysenergebnisse auf
die Referenzmethode zumindest
theoretisch gewdhrleistet.

Diese Vorgehensweise verhindert
nun keineswegs, daf jedes immuno-
logische Testosteronergebnis eine
mehr oder weniger grofse Mel3-
unsicherheit aufweist. Dies ist durch
2 Arten von Fehlern bedingt: Zum
einen durch die systematischen
Fehler, die eine Abweichung vom
Referenzmethodenwert (Unrichtig-
keit, Bias) verursachen und ver-
schiedene Griinde haben kénnen
(z. B. fehlerhafte oder instabile Kali-
bration, Reagenzienwechsel, Un-
spezifitit der Methode, Matrixeffekte
der Probe). Zum anderen durch die
sog. zufdlligen Fehler, die durch

Abbildung 1: Das Gesamtfehler-Konzept

Gemessene Werte Wahrer Wert
_ Systematischer Fehler
Bias
Zufélliger Fehler
L
X i
Gesamtfehler
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Tabelle 2: Konsequenz der Imprdzision
immunologischer Testosteron-
bestimmungen

MeRwert Testosteron 12 nmol/l,

VK =6 %

Somit liegt der tatsachliche Wert mit
einer Wahrscheinlichkeit von

68,3 % zwischen 11,3 und 12,7
95,5 % zwischen 10,6 und 13,4
99,7 % zwischen 9,8 und 14,2

technische Ungenauigkeiten entste-
hen, unvermeidbar sind und daher
statistisch eine Normalverteilung
aufweisen. Das Ausmals zufilliger
Fehler wird durch Bestimmung der
Imprazision einer Methode quanti-
fiziert.

Die Mefunsicherheit ergibt sich
also aus der Summe von Unrichtig-
keit und Imprézision. Abbildung 1
illustriert diese Beziehung. Eine
Unrichtigkeit 1aBt sich bei der im-
munologischen Analyse einer Se-
rumprobe nicht erkennen, da deren
wahre Testosteronkonzentration
nicht bekannt ist. Sie kdnnte nur
durch eine Vergleichsmessung mit
der Referenzmethode ermittelt wer-
den. Die Richtigkeit immunologi-
scher Testosteronmessungen ist bei
Konzentrationen, wie sie bei gesun-
den Mannern zu finden sind, recht
gut. Sie ist aber unzureichend und
unakzeptabel im diagnostisch inter-
essanten, niedrigen Bereich, wie
zahlreiche Vergleichsstudien in
jlingster Zeit gezeigt haben [1-6].

Die Imprézision von Testosteronbe-
stimmungen als Maf8 der Reprodu-
zierbarkeit eines Analysenergebnis-
ses liegt, abhangig von der Hohe
des Testosteronspiegels, zwischen
ca. 2% im oberen und 7,5 % im
subnormalen Melbereich, ausge-
driickt als Variationskoeffizient (VK,
Standardabweichung in Prozent vom
Mittelwert einer Analysenserie). Im
Entscheidungsbereich von 12 nmol/I
werden Variationskoeffizienten von
5-7 % mit immunologischen Ver-
fahren erreicht. Dies bedeutet, da
bei einem Melwert von 12 nmol/I
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Tabelle 3: Qualitdtsanforderung der
Rilibdk an die Testosteronmessung

Richtigkeit ermittelt durch ID-GCMS
Max. zuldssige Unrichtigkeit

(Bias) 16 %
Max. zuldssige Imprézision
(VK) 13 %
Max. zuldssige Abweichung
(2 x VK + Bias) 42 %

Tabelle 4: Ringversuch INSTAND
Januar 2006

Testosteron: 208 Teilnehmer

Zielwert Bereich  Teil- Beste-
nehmer  hens-
quote

[nmol/L] (£42%) MW VK [%]

11,1 6,4-15,8 13,6 12,9 80,8
13,0 7,5-18,5 16,1 12,7

und einem VK von 6 % der Wert
zwischen 9,8 und 14,2 nmol/l liegen
kann, was einer Bandbreite von
insgesamt 36 % entspricht (Tab. 2).
Schon eine relativ geringe Unrich-
tigkeit kann — wenn sie sich zur Im-
prazision additiv verhdlt — den Ge-
samtfehler einer Analyse auf 50 %
steigern.

Vergegenwartigt man sich das theo-
retisch mogliche Ausmal® des Feh-
lers einer Einzelmessung, wird klar,
warum nach den Richtlinien der
Bundesarztekammer zur Qualitats-
sicherung quantitativer laboratori-
umsmedizinischer Untersuchungen
(Rilibdk) die maximal zuldssige Ab-
weichung eines Testosteronresultats
vom Referenzmethodenwert ganze
42 % betragen darf (Tab. 3) — ein
auf den ersten Blick grolsziigiges
Angebot, das jedoch nur der analy-
tischen Qualitdt der angebotenen
kommerziellen Tests entspricht. Es
ist dennoch tberraschend, dal
beim letzten Ringversuch 20 % der
Teilnehmer, das sind 40 Laboratori-
en, den Zielbereich (6,4-15,8 bzw.
7,5-18,5 nmol/l) verfehlt haben
(Tab. 4).

2. EINFLUSS BIOLOGISCHER
\V/ARIABILITAT

Unter diesem Begriff werden Kon-
zentrationsschwankungen von Blut-
bestandteilen verstanden, die einer
physiologisch bedingten tages-,
monats- oder jahresrhythmischen
Verdanderung unterliegen, oder die
sich altersabhdngig dandern, also in
gewisser Hinsicht systematisch sind.
Die Tagesrhythmik der Testosteron-
konzentration ist hinldnglich bekannt
und verlangt eine morgendliche
Blutentnahme fiir die Messung des
Hormons (nach einer neueren Stu-
die wird das Hormon offenbar vom
Wach-Schlaf- und nicht vom Tag-
Nacht-Rhythmus gesteuert).

Tabelle 5: Biologische Variabilitat des
Testosteronspiegels (nach [Politi J,
Fuentes-Arderiu X. Clin Chem 1993;
39:1723])

9,3 %:
Wie wurde diese Zahl ermittelt?

« 20 mannliche, gesunde Probanden

. Monatliche, standardisierte
Blutentnahme tber 1 Jahr

. Lagerung der Proben bei —80°C

« Messung aller Proben in einer
Analysenserie

« Berechnung der Variabilitat jeder
Probandenserie (12 Seren)

. Korrektur um die analytische,
serielle Imprazision ergibt:
Intra-individuelle Schwankung
der Testosteronkonzentration

Tabelle 6: Beispiele intra-individueller
Variabilitat (nach [7])

Natrium 0,7 %
Osmolalitat 1,3 %
Kalium 4,8 %
Cholesterin 6,0 %
Testosteron 9,3 %
SHBG 12,1 %
PSA 14,0 %
GPT/ALT 24,3 %

Ausgedriickt als Variationskoeffizient.
Alle Daten von Gesunden.
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Tabelle 7: Konsequenz der Gesamt-
variabilitat einer Testosteronmessung

MeBwert Testosteron 12 nmol/I,
CV =11,1%

Somit liegt der Wert mit einer
Wahrscheinlichkeit von

ana+bio

bilitat (VKb = 9,3 %) ergibt sich mit
11,1 % (VKgesamt = SQR(VKa +
VKb)). Im genannten Beispiel von
12 nmol/l betragt der tblicherweise
2 Standardabweichungen umfassen-
de und als signifikant angesehene
Bereich (95 %) somit immerhin 7,8

BEWERTUNG

Serum, das bevorzugte Untersu-
chungsmaterial im medizinischen
Laboratorium, ist ein Artefakt und
alle geldsten Blutbestandteile mit
Ausnahme der Gerinnungsproteine
haben im Serum eine hohere Kon-
zentration als im Plasma. Der durch

68,3 % zwischen 10,7 und 13,3 bis 12,2 nmol/l (Tab. 7). die Verwendung von Serum bedingte
95,5 % zwischen 9,4 und 14,6 Fehler ist allerdings mehr von
99,7 %  zwischen 8,0 und 16,0 Es ist leicht einzusehen, da® nur prinzipieller denn von quantitativer

Nimmt man nun einem Probanden
zu mehreren Zeitpunkten im wo-
chentlichen oder monatlichen Ab-
stand immer zur gleichen Tageszeit
eine Probe ab, wird dann der Testo-
steronspiegel immer gleich sein?
Nattrlich ist die Antwort hierauf
Nein. Der Testosteronspiegel eines
Individuums weist eine zufillige
Verteilung auf, die um seinen indi-
viduellen Mittelwert streut, und
dieser ist fir die Diagnostik eigent-
lich relevant. Diese Form der biolo-
gischen ,Imprézision” nennt man
intra-individuelle Variabilitat, die
durch diverse physiologische oder
auch unphysiologische Einfliisse
bewirkt wird. Sie ist fir zahlreiche
Melgréen des Blutes experimen-
tell ermittelt worden und betragt fiir
Testosteron 9,3 %, ausgedriickt
wiederum als Variationskoeffizient
und berechnet aus der beobachteten
Verteilung bei gesunden Ménnern.
In Tabelle 5 ist kurz das Vorgehen
zur Bestimmung dieses Wertes dar-
gestellt, Tabelle 6 gibt einige Bei-
spiele fiir die Streuung weiterer Pa-
rameter [7].

In Analogie zur Betrachtung bei der
analytischen Streuung kann aus rein
biologischer Perspektive fiir einen
MeRwert von 12 nmol/l folgende
Feststellung getroffen werden: Mit
68,3 % Wahrscheinlichkeit liegt der
mittlere Patienten-Wert zwischen
10,9 und 13,1, mit 95,5 % zwischen
9,8 und 14,3 und mit 99,7 % Wahr-
scheinlichkeit zwischen 8,7 und
15,3 nmol/l. Hierzu muf nun noch
analytische addiert werden: die Ge-
samtstreuung VKg aus analytischer
(VKa = 6 %) und biologischer Varia-

eine Verbesserung der analytischen
Prazision eine Qualitatsverbesserung
in diagnostischer Hinsicht bringen
wiirde, da die intra-individuelle
Variabilitat naturgemaR nicht ver-
andert werden kann.

3. PRAANALYTISCHE EINFLUSSE
AUF DIE TESTOSTERONMESSUNG

Mit der Entscheidung, einem Patien-
ten fiir eine Testosteronbestimmung
Blut zu entnehmen, beginnt die sog.
prdanalytische Phase dieser Unter-
suchung. Sie beinhaltet die Vorbe-
reitung des Patienten, die Technik
der Venenpunktion sowie die Auf-
bereitung, Lagerung und ggfs. den
Versand der Probe. Bei jedem die-
ser Teilschritte kann es zu Verdnde-
rungen der Probe, also zu Fehlern
kommen, durch die der gemessene
Wert nicht mehr der wahren, intra-
vasalen Testosteronkonzentration des
Patienten entspricht. Diese Fehler
sind Ubrigens oft deutlich gréler
als die durch analytische Streuung
bedingten und haben den Nachteil,
daf sie mit der tblichen Qualitats-
kontrolle nicht erkannt werden
kénnen. Deswegen mull es Ziel
aller praanalytischen Mafinahmen
sein, eine Probe der Analyse zuzu-
flhren, deren Zusammensetzung
moglichst identisch ist mit dem Ma-
terial, dafl durch das Gefdlsystem
des Patienten fliel’t.

Das Dilemma beginnt aber nun
schon damit, daR dieses Ziel schon
aus rein praktischen Griinden von
vornherein aufgegeben wird: durch
keines Patienten Adern flielst Serum!

Bedeutung.

Einen bedeutsamen Effekt auf die
Konzentration vieler Blutbestand-
teile haben nun 2 EinfluBgroRen,
auf die ndher eingegangen werden
soll, da sie gut kontrollierbar sind:
Es ist zum einen die Kérperposition
des Patienten bei der Blutentnahme
und die Art und Dauer der Venen-
stauung.

Schon vor fast 100 Jahren wurde
von einem Kieler Internisten be-
schrieben [8], dals die Serumeiweil3-
konzentration bei aufrechter Korper-
position etwa 10-15 % héher als in
liegender Position ist. Der Grund
ist, dals beim Wechsel vom Liegen
zum Stehen durch hydrostatische
und osmotische Effekte Plasmawas-
ser aus dem Intravasalraum in das
Interstitium gedriickt wird und zwar
vornehmlich am arteriellen Ende
der Kapillaren. Deren Endothel
wirkt wie ein Filter und halt alle
grollmolekularen Bestandteile in
der Blutbahn zurtick, also Zellen
und Proteine, die dadurch intravasal
konzentriert werden. Dieser Effekt
wirkt sich ebenfalls auf alle kleinen
Molekile aus, wenn sie an Serum-
proteine gebunden sind, z. B. Eisen,
Kalzium, Cholesterin, Steroidhor-
mone inklusive das gebundene
Testosteron — nicht aber das freie
Hormon, das wie Natrium, Kalium,
Chlorid oder Harnstoff die Kapillar-
membran ungehindert passieren
kann.

Die Venenstauung mittels Staubinde
fihrt zum prinzipiell gleichen Effekt
wie der Ubergang vom Liegen zum
Stehen: der gestoppte venose Ab-
flul® resultiert durch den weiteren
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Tabelle 8: Anderung der Cholesterin-
konzentration durch Lagednderung
und Venenstauung

Stehend tiber 30 min, Venen-

stauung Gber 5 min 242 mg/d|
Liegend tber 20 min,
Keine Venenstauung 190 mg/dl

Differenz: 22 %

arteriellen Blutzufluf in einer Erho-
hung des hydrostatischen Drucks in
den Kapillaren distal zur vendsen
Okklusion, was wiederum einen
Austritt von Plasmawasser in das
Interstitium zur Folge hat. Untersu-
chungen an Gesunden haben ge-
zeigt, dals pro Minute Stauung die
intravasale Konzentration von hoch-
molekularen Blutbestandteilen um
ca. 2 % ansteigt.

In Tabelle 8 ist das Ergebnis eines
Versuches dargestellt, in dem beide
Konzentrierungseffekte in sich ergan-
zender Weise kombiniert wurden:
der durch Stehen und 5-miniitige
Stauung bedingte Anstieg von
Cholesterin betrug immerhin 22 %,
dhnlich wiirde sich auch der Testo-
steronspiegel dndern. Auch an die-
sen Effekt mul® bei der Bewertung
von Laboranalysen gedacht werden.
Er 1Rt sich allerdings durch eine
standardisierte Blutentnahmetechnik
weitgehend vermeiden: Vor der
Punktion sollte der Patient 15 Minu-
ten liegen oder sitzen, und die
Venenstauung sollte 1 Minute nicht
tiberschreiten.

FaziT

Die derzeitigen immunologischen
Verfahren zur Testosteronmessung
erfillen nur unzureichend die dia-
gnostisch erforderliche analytische
Qualitat. Wiinschenswert ware die
Entwicklung eines ,ultrasensitiven”
Verfahrens — so wie es bei den TSH-
Methoden vor einigen Jahren gelang
— da fast ausschlieBlich der Konzen-
trationsbereich nahe Null klinisch
und diagnostisch relevant ist.

Die Melunsicherheit der Testoste-
ronbestimmung sollte auch zur
Konsequenz haben, dal’ die mathe-
matischen Modelle zur Abschatzung
des freien oder bioverfiigharen
Testosterons sehr kritisch bewertet
werden, zumal die Melbunsicherheit
der SHBG-Messung als zusétzliche
Fehlerkomponente anzusehen ist.

Die angefiihrten Beispiele lber
theoretisch mégliche Variations-
breiten sollen nun nicht dazu ver-
leiten, Testosteronresultaten tber-
haupt nicht mehr zu trauen. In der
Regel verhalten sich namlich die
beschrieben Fehler nicht additiv,
sondern kénnen sich sogar kom-
pensieren. Streng genommen ist
der Begriff Fehler in diesem Kontext
ohnehin unpassend — die beschrie-
benen Effekte sind lediglich Aus-
druck der Unscharfe von Natur und
menschlichem Handeln.
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