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ABSTRACT

In diagnostics of autoimmune thyroid diseases a number of in vitro met-
hods is used to evaluate thyroid function or examine the presence of an-
tithyroid antibodies which may be included in pathogenesis of the dise-
ase or only represent ,silent witnesses" of autoimmune processes.
During the evaluation of thyroid function serum concentrations of thy-
roid-stimulating hormone (T'SH) and thyroid hormones are determined
and due to these concentrations the diagnosis of manifested or subclini-
cal disturbances of thyroid gland is set. Detection of antibodies specific
in dominant thyroid autoantigenes represents confirmation of autoim-
mune pathogenesis of the disease. The concentration of TSH and thy-
roid hormones in blood may be influenced by some diseases and
drugs, so abnormal values can be detected in absence of diseases of
thyroid gland. In the serum of a tested person heterophilic antibodies,
rheumatoid factors or other antibodies may occur, which reduce the
number of specific interactions in the assay, causing increased or dec-
reased concentrations of hormones or autoantibodies. A great number
of methods used in in vitro diagnostics differs very much by sensitivity
which should be considered during the interpretation of laboratory re-
sults. This study presents the most important methods used in diagnos-
tics of autoimmune thyroid diseases.

Key words: Autoimmune thyroid disease, Graves disease, Hashimoto
thyroiditis, in vitro diagnostics

Abbrevations: Ab — antibody, CHO - cell line (express TSHR), FACS —
fluorescence activated cells sorter, FRTL-5 — cell line (express TSHR),
FT3 — free triiodothyronine, FT4 —free thyroxine, HAMA — human an-
ti-mouse antibodies, IgG — immunoglobulin G, K 562 — leukemia cell li-
ne (express TSHR), RIA - radioimmunoassay, RF — rheumatoid factor,
Tg — thyroglobulin, TPO — thyroperoxidase, TSH - thyroid-stimulating
hormone, TSHR - thyroid-stimulating hormone receptor, T3 — triio-
dothyronine, T4 — thyroxine

PATOGENEZA AUTOIMUNSKIH BOLESTI
STITASTE ZLEZDE

Autoimunske bolesti $titaste zlezde, Graves-ova bolest i
Hashimoto tireoiditis nastaju usled pokretanja imunskog
odgovora koji je usmeren prema antigenima sopstvenih ti-
reocita (1). Nakon inicijacije autoimunskog procesa, u pa-
togenezi bolesti klju¢nu ulogu imaju autoantitela usmere-
na prema receptoru za TSH (TSHR) u Graves-ovoj
bolesti 1 T limfociti u Hashimoto tireoiditisu. Tokom bo-
lesti mogu nastati promene u funkciji stitaste zlezde: hi-
pertireoza kod obolelih od Graves-ove bolesti ili hipoti-
reoza kod Hashimoto tireoiditisa. Veoma retko, usled
intenzivnog zapaljenjskog procesa kod obolelih od Hashi-
moto tireoiditisa moze da se javi tireotoksikoza (hashito-
XICOSIS).

Nekad se autoimunske bolesti stitaste zlezde mogu detek-
tovati screening-om (2), posebno u populacijama sa pove-
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SAZETAK

U dijagnostici autoimunskih bolesti Stitaste Zlezde koriste se brojne in

vitro metode kojima se procenjuje tireoidna funkcija ili ispituje prisu-
stvo antitireoidnih autoantitela koja mogu biti uklju¢ena u patogenezu

bolesti ili samo predstavljati “neme svedoke” autoimunskog procesa.
Pri proceni funkcije Stitaste Zlezde odreduju se serumske koncentraci-
je tireostimuliSuc¢eg (T'SH) i tireoidnih hormona i na osnovu njihove kon-
centracije postavlja dijagnoza ispoljenih ili subklini¢kih poremecaja

funkcije Stitaste Zlezde (hipertireoze ili hipotireoze). Potvrdu autoimun-
ske patogeneze bolesti predstavlja detekcija antitela specifi¢nih za do-
minantne tireoidne autoantigene (receptor za TSH, tireoidnu peroksida-
Zu 1 tireoglobulin). Na koncentraciju TSH i tireoidnih hormona u krvi

mogu uticati neka fizioloSka stanja, bolesti i lekovi, tako da se abnormal-
ne vrednosti mogu detektovati i u odsustvu bolesti Stitaste Zlezde. U se-
rumu ispitanika mogu biti prisutna heterofilna antitela, reumatoidni fak-
tori ili druga autoantitela koja smanjuju broj specifi¢nih interakcija u

testu, prouzrokujuci povecanu ili smanjenu koncentraciju hormona ili

autoantitela. Veliki broj metoda koje se koriste uin vitro dijagnostici veo-
ma se razlikuju prema osetljivosti, $to treba imati u vidu prilikom inter-
pretacije laboratorijskih rezultata. U ovom radu su prikazane najvaznije

metode koje se koriste u dijagnostici autoimunskih bolesti Stitaste Zle-
zde: Graves-ove bolesti i Hashimoto tireoiditisa.

Klju¢ne reci: autoimunska bolest, Stitasta Zlezda, Graves-ova bolest,
Hashimoto tireoiditis, dijagnostika, in vitro

Skrac¢enice: At — antitelo, CHO — ¢elijska linija (eksprimira TSHR),
FACS - metoda proto¢ne citofluorimetrije (engl. fluorescence activa-
ted cells sorter), FRTL-5 — ¢elijska linija (eksprimira TSHR), FT3 - slo-
bodni (engl. free) trijodtironin, FT4 — slobodni (engl. free) tiroksin, HA-
MA — humana antimi$ja antitela (engl. human anti-mouse antibodies),
IgG - imunoglobulin klase G, K 562 — leukemijska ¢elijska linija (ekspri-
mira TSHR), RIA — radioimunolos$ke analiza (engl. radioimmunoassay),
RF - reumatoidni faktor, Tg — tireoglobulin, TPO — tireoperoksidaza (pe-
roksidaza tireocita), TSH — tireostimuliSu¢i hormon (engl. thyroid-stimu-
lating hormone), TSHR —receptor za tireostimuli$u¢i hormon (TSH), T3
— trijodtironin, T4 — tiroksin

¢anim rizikom za njihov nastanak (3, 4), ali znatno ce$ce
autoimunski proces u stitastoj zlezdi zapocinje neprimet-
no i protice bez izrazenih tegoba, tako da su struma i/ili
simptomi prouzrokovani poremecajem funkcije Stitaste
zlezde (hipertireozom ili hipotireozom) prvi znaci bolesti
(5). Klinicki simptomi koji prate blage poremecaje funkci-
je stitaste zlezde su nespecificni (6, 7). Kasnije, hipertireo-
za prouzrokuje gubitak telesne tezine, ubrzan srcani rad,
smanjenu toleranciju toplote, apatiju, tremor 1 misiénu
slabost, a hipotireoza otoke, misi¢ne gréeve, suvu kozu,
konstipaciju, mentalnu usporenost i smanjenu toleranciju
hladnode. Zbog toga se dijagnostka najcesée zapocinje te-
stovima kojima se odreduje tireoidni status, a posle detek-
cije poremecaja u koncentraciji tireoidnih hormona (T4
i/ili T3) i TSH, da bi se postavila dijagnoza autoimunskih
bolesti titaste zlezde, ispituje prisustvo antitela koja pred-
stavljaju markere autoimunskog procesa. Prema tome, la-

Correspondence:

Snezana Zivan&evi¢-Simonovié,

Associate professor of Pathophysiology
School of Medicine, University of Kragujevac
Svetozara Markovica 69, 34 000 Kragujevac
tel: +381 34 370 137

e-mail: simonov@EUnet.yu

Korespondencija:

Snezana Zivan&evié-Simonovié

Vanredni profesor Patoloske fiziologije
Medicinski fakultet u Kragujeveu
Svetozara Markovi¢a 69, 34 000 Kragujevac
tel: +381 34 370 137

e-mail: simonov@EUnet.yu


https://core.ac.uk/display/392155733?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

IMedicus 2003; 4(2): 23-30

boratorijski testovi za dijagnozu autoimunskih bolesti
$titaste zlezde obuhvataju odredivanje koncentracije cir-
kulisu¢ih hormona stitaste Zlezde, ocenu integriteta hipo-
talamusno-hipofizno-tireoidne osovine 1 merenje koncen-
tracije autoantitela na tireoidne antigene bududi da je
koncentracija tireoidnih hormona, kao i prisustvo antiti-
reoidnih autoantitela u krvi odraz autoimunskog procesa
u $titastoj zlezdi (slika 1).
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Slika 1. Koncentracija tireoidnih hormona i prisustvo antitireoidnih autoantitela u
krvi kao odraz autoimunskog procesa u $titastoj zlezdi. U fizioloskim uslovima
(Aa) tireociti sintetiSu tireoidne hormone (T4 i T3) i njihova koncentracija u krvi je
normalna (Ab). Pri patoloskoj stimulaciji TSHR antiTSHR autoantitelima u Gra-
vesovoj bolesti nastaje hiperplazija tireocita i povec¢ava se sinteza tireoidnih
hormona (Ba) koja je pra¢ena pove¢anjem koncentracije T4 i T3 u krvi, i pri-
sustvom antiTSHR antitela, kao i drugih antitela na antigene tireocita (TPO i Tg),
(Bb). Usled autoimunskog Hashimoto tireoiditisa u neposrednoj blizini tireocita
nakupljaju se limfociti, a iz o$tecenih tireocita oslobadaju sintetisani hormoni i
autoantigeni TPO i Tg (Ca), koji prouzrokuju aktivaciju specifi¢nih limfocita i
sintezu antiTPO i antiTg autoantitela koja se nalaze u krvi (Cb).

Pored opstih principa laboratorijske dijagnostike koji se
primenjuju i u dijagnozi autoimunskih bolesti $titaste Zle-
zde (poznavanja osetljivosti, specificnosti 1 prediktivne
vrednosti primenjenih testova), optimalna upotreba dijag-
nostickih testova zavisi od vrste 1 stadijuma bolesti, kao i
drugih medicinskih uslova i specifi¢na je za svakog paci-
jenta (8). Zbog toga je za pravilnu interpretaciju rezultata
tireoidnih dijagnostickih testova neophodno dobro po-
znavanje patofizioloskih procesa u stitastoj zlezdi, mogud-
nosti 1 ograni¢enja pojedinih testova, i uticaja mnogobroj-
nih bioloskih faktora koji mogu interferirati pri izvodenju
pojedinih metoda i otezati tumacenje dobijenih rezultata.
U ovom radu e biti prikazani laboratorijski testovi koji
se koriste w7 vitro dijagnostici autoimunskih bolesti $tita-

ste zlezde, sa posebnim osvrtom na uslove koji mogu
uticati na vrednost dobijenih rezultata i koji, nepravilno
protumaceni, mogu dovesti do pogresne dijagnoze i tera-
pije. Posebno ¢e biti istaknut znacaj pojedinih testova u
utvrdivanju tireoidne disfunkcije i postavljanju dijagnoze
Graves-ove bolesti 1 Hashimoto tireoiditisa.

TESTOVI KOJIMA SE ISPITUJE FUNKCIJA
STITASTE ZLEZDE

Odredivanje koncentracije TSH u serumu

U podrudjima u kojima ne postoji nedostatak joda (9),
kod pacijenata kod kojih je tireoidni status stabilan 1 funk-
cija hipotalamusa i hipofize ocuvana, odredivanje koncen-
Stitaste zlezde (10) bududi da senzitivne Celije koje sekre-
tuju TRH 1 TSH reaguju na promene u koncentraciji tire-
oidnih hormona (11).

Testovi kojima se odreduje koncentracija TSH pripadaju
grupi i vitro metoda sa obelezenim antitelima, odnosno
imunometrijskih testova, koji su visoko specificni, ali je
njihov nedostatak mala senzitivnost u diskriminaciji vred-
nosti koje su ispod donje granicne, tako da postoji potre-
ba za kori$¢enjem visokosenzitivnih testova za TSH. Ovi
testovi se mogu koristiti u dijagnostici (kod osoba ¢iji se
simptomi mogu povezati sa tireoidnom disfunkcijom), 1
u screening-u (7, 12) radi procene tireoidnog statusa u
populacijama sa povecanim rizikom za nastanak auto-
imunskih bolesti $titaste zlezde (3, 4). Iako preporuke za
odredivanje TSH u screening-u autoimunskih bolesti $ti-
taste zlezde nisu ujednacene, postoji saglasnost da screen-
ing ne treba raditi pre dvadesete godine zivota (2) zbog
male incidence ovih bolesti kod mladih osoba, kao 1 da
kod starijih osoba treba povremeno odredivati serumsku
koncentraciju TSH. Na primer, prema vodicu Americ-
kog udruzenja za $titastu zlezdu (American Thyroid Asso-
ciation), TSH treba odredivati svakih 5 godina kod oso-
ba koje su starije od 35 godina (13).

Kada je osetljivost celija koje sekretuju TSH na promene

u koncentraciji tireoidnih hormona dobra, nalaz fiziolos-
kih vrednosti TSH ukazuje na to da je funkcija $titaste zle-
zde normalna (14). Medutim, ovakav pristup u laborato-
rijskoj dijagnostici $titaste zlezde nekad moze biti put do

pogresne dijagnoze, zato $to je koncentracija TSH nor-
malna 1 kod pacijenata sa izrazenom hipotireozom koja je

prouzrokovana oboljenjem hipotalamusa ili hipofize (se-
kundarna hipotireoza) (15), a hipertireoza nekad (kod

TSH produkujucih tumora hipofize, rezistencije na tireo-
idne hormone ili interferencije sastojaka seruma u imuno-
radiometrijskom testu za TSH) moze biti pracena nor-
malnom koncentracijom TSH (16). Zbog toga nekad

nije dovoljno postupiti po preporuci Americkog udruze-
nja za stitastu zlezdu (17), ve¢ je neophodno odrediti kon-
centracije tireoidnih hormona, pre svega T4 a nekad 1 T3,
$to je praksa u mnogim evropskim zemljama. I nalaz kon-
centracije TSH koja je blizu gornje grani¢ne vrednosti, uz

normalan FT4, moze ukazati na autoimunsku bolest stita-
ste zlezde (11).
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Na sekreciju TSH uticaj mogu imati neki lekovi, i u ta-
kvim slucajevima abnormalne vrednosti TSH koje se de-
tektuju u serumu nisu odraz procesa u Stitastoj zlezdi.
Agonisti dopamina na pocetku primene mogu (privreme-
no) inhibisati sekreciju TSH do vrednosti ispod granic-
nih, ali jos uvek detektabilnih (18). I amfetamini imaju sli-
¢an efekat (posredstvom oslobadenog dopamina), dok
antagonisti dopamina prouzrokuju suprotan efekat, pove-
cavaju sekrecuju i koncentraciju TSH u serumu.

Na tacnost odredivanja koncentracije TSH u serumu ispi-
tanika mogu uticati sastojci seruma, autoantitela specific-
na za TSH 1 heterofilna antitela (humana antimisja antite-
la, HAMA, antiidiotipska antitela i reumatoidni faktori,
RF) pristuna u serumu pacijenata kod kojih su ranije
primenjeni mis$ji imunoglobulini i kod razlicitih autoi-
munskih bolesti (19, 20). Kako HAMA mogu prouzro-
kovati povecanje vrednosti TSH koje ne odgovara stvar-
noj koncentraciji hormona (21, 22), njihov efekat se
moze spreciti pethodnom inkubacijom seruma koji se te-
stira sa neimunizovanim (normalnim) misjim serumom
ili komercijalnim blokiraju¢im reagensima (23). Kod oko
8% pacijenata sa reumatoidnim faktorom u serumu detek-
tuje se lazno povecana koncentracija TSH usled interfe-
rencije RF sa reagensima (24), ali se samo deo interakcija
RF sa reagensima (oko 20%) moze spreciti upotrebom
blokirajuceg reagensa.

Tako je pokazano da postoji log/linear odnos izmedu kon-
centracije serumskog TSH i tiroksina, zbog individualnih
varijacija u nagibu krivulje i velike varijabilnosti u senzitiv-
nosti TSH testova u opsegu vrednosti koje su manje od
normalnih (25), kao 1 ozbiljnosti stanja koja su prouzro-
kovana smanjenom ili pove¢anom koncentracijom tireo-
idnih hormona (koja se odrazava u abnormalnom TSH),
funkciju $titaste zlezde nije moguce proceniti samo na
osnovu TSH.

Odredivanje koncentracije ukupnih tireoidnih
hormona

Bududi da svaka individua ima osobenu tireoidnu funkci-
ju 1 da varijacije u koncentraciji tireoidnih hormona kod
zdravih osoba iznose do +/- 25% (26), koncentracija T4
1 T3 u krvi nije konstantna. Bioloske varijacije u koncen-
traciji tireoidnih hormona u krvi posledica su ritmickih
promena (27) i mogu se detektovati odredivanjem kon-
centracije T4 1 T3 u krvi ispitanika.

RIA metode, zasnovane na principima saturacije, pri

ogranicenoj kolicini reagensa (28, 29) 1 elektroforeza

(30) predstavljaju prve eseje za merenje koncentracije hor-
mona i malih molekula u bioloskim uzorcima. Kasnije su

metode usavrsene, posebno nakon otkrica hibridomske

tehnologije (31) kojom se specificna monoklonska antite-
la mogu obezbediti u dovoljnoj kolicini, sto je omogucilo

rutinsko odredivanje koncentracije supstanci male mole-
kulske tezine.

S obzirom na to da na koncentraciju proteina za koje se
vezuju tireoidni hormoni mogu uticati mnogi lekovi (es-
trogen 1 kontraceptivni lekovi koji sadrze estrogen, tamok-
sifen-citrat, heroin, metadon-hidrohlorid, fluouracil, mi-
totan, androgeni i anabolicki steroidi, nikotinska kiselina

i glikokortikoidi) ili stanja (npr., nefrotski sindrom),
izmerena koncentracija ukupnih tireoidnih hormona re-
flektuje promene u sadrzaju proteina plazme. Zbog hor-
monskih promena koje povecavaju nivo proteina (no-
saca) za T4 1 T3, u trudnodi se detektuje povecana
koncentracija TT4 1 TT3 koja nije prouzrokovana patolos-
kim procesom u stitastoj zlezdi.

Tako lekovi koji ubrzavaju metabolizam tireoidnih hor-
mona u jetri (rifampicin, rifabutin, fenitoin, karbamaze-
pin i fenobarbital), indukcijom enzimskog sistema cito-
hroma P-450, mogu ubrzati metabolicku eliminciju T4 i
T3, oni nemaju znacaja kod eutireoidnih pacijenata (32),
ali ako je sekrecua tireoidnih hormona sman]ena ubrzan
metabolizam moze prouzrokovati smanjenje izmerene
koncentracije ispod donje referentne vrednosti. Lekovi
koji uti¢u na perifernu konverziju T4 u T3 (inhibicijom
monodejodinaze u jetri i bubrezima), mogu da prouzro-
kuju smanjenje koncentracije T3.

Cirkulisuca antitela na tireoidne hormone, opisana kako
kod tireoidnih, tako i1 kod netireoidnih bolesnika, hetero-
filna antitela (HAMA 1 RF), mogu prouzrokovati agrega-
ciju imunoglobulina i/ili ukrsteno reagovati sa antitelima
iz eseja. Prisustvo cirkulisucih autoantitela moze prouzri-
kovati lazno povecane ili lazno smanjene vrednosti tireoid-
nih hormona, $to zavisi od prirode (specificnosti) antitela
1 od dizajna eseja, tj. od tehnike separacije (33). Antitela
na tireoidne hormone su opisana kako kod tireoidnih
(34, 35, 36), tako 1 kod nekih netireoidnih bolesti (37,
38, 39) 1 obicno su poliklonska. Titar antitela (35), njiho-
va specificnost 1 afinitet odreduju klinicki znacaj interfer-
ence u odredenom testu (eseju). U testovima u kojima po-
stoji samo jedno antitelo, usled prisustva autoantitela
koja su specifi¢na za tireoidne hormone detektovana kon-
centracija ¢e biti manja od stvarne koncentracije hormona
u krvi/serumu (zbog toga $to se obelezeni hormon vezuje
za autoantitelo, kao 1 za antitelo iz test-kompleta stvaraju-
¢1 sa njima imunske komplekse). Budu¢i da se meri aktiv-
nost ukupno formiranih kompleksa bi¢e detektovana ve-
¢a aktivnost obelezivaca, $to u RIA i srodnim analizama
zna¢i manju koncentaciju merene supstancije ($to je she-
matski predstavljeno u ref. 40).

Odredivanje koncentracije slobodnih tireoidnih
hormona

Uticaj proteina nosaca na koncentraciju ukupnih tireoid-
nih hormona u cirkulaciji nametnuo je potrebu odrediva-
nja slobodnih frakcija (FT4 1 FT3). Budu¢i da su bioloski
aktivni jedino slobodni hormoni, odredivanje njihove
koncentracije bolje odrazava metabolicke promene koje
su prouzrokovane nedostatkom ili viskom tireoidnih hor-
mona.

Ne postoji opsteprihvacen princip ili vodi¢ koji bi pre-
cizno definisao indikacije za odredivanje koncentracije
slobodnih tireoidnih hormona. U nekim zemljama se pre-
porucuje odredivanje koncentracije FT'4 ukoliko je pret-
hodno detektovana abnormalna serumska koncentracija
TSH, dok se u drugim za procenu tireoidnog statusa isto-
vremeno odreduje koncentracija TSH 1 FT4. U nekim in-
situcijama se FT3 odreduje rutinski kada postoji povecan
TSH (41), dok se u drugim FT3 odreduje jedino ako je
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FT4 u granici normalnih vrednosti. Kada je suspektna hi-
pertireoza, nekad je pored FT4 neophodno odrediti i
FT3, zbog mogucnosti “T3 toksikoze”. Smatramo da je
radi procene tireoidnog statusa, a posebno kod pacijenata
kod kojih se po prvi put ispituje funkcija titaste Zlezde,
neophodno odrediti FT4 1 TSH, a ako je detektovana nor-
malna koncentracija FT4 uz suprimiran TSH, potrebno
je odrediti 1 koncentraciju FT3.

Na koncentraciju slobodnih tireoidnih hormona mogu
uticati neki lekovi: nesteroidni antiinflamatorni lekovi
(42) 1 heparin (43) indukuju oslobadanje tirecoidnih hor-
mona od vezujucih proteina i prouzrokuju povecanje kon-
centracije slobodnih T4 1 T3 u serumu, a fenitoin 1i
karbamazepin interferiraju u testovima za odredivanje slo-
bodnih tireoidnih hormona, prouzrokujuéi smanjene
vrednosti FT4 1 FT3 (17). Amiodaron i kontrastna sred-
stva koja sadrze jod, beta blokatori i kortikosteroidi, inhi-
bisu centralnu i perifernu konverziju T4 u T3, ¢iji je efe-
kat povecana koncentracija FT4 u serumu, a smanjena
koncentracija FT3.

Pri odredivanju koncentracije cirkulisu¢ih slobodnih hor-
mona (FT4 1 FT'3) uticaj autoantitela na tireoidne hormo-
ne ima daleko manji znacaj (44). Medutim, povecana kon-
centracija FT4, FT3, T4 ili T3 udruzena sa povecanom

koncentracijom TSH ukazuje na interferenciju. Pokazana

je povecana koncentracija FT4 kod pacijenata sa velikom

koncentracijom RF u serumu (45).

PROCENA FUNKCIJE STITASTE ZLEZDE
Dijagnoza klini¢ki manifestnih i subklinickih poremedaja
$titaste zlezde postavlja se na osnovu koncentracije tireoid-
nih hormona i TSH u serumu. Jasan laboratorijski nalaz,
povecana koncentracija FT4 i/ili FT3 uz suprimiran TSH
ukazuje na manifestnu, a normalne koncentracije tireoid-
nih hormona 1 smanjena vrednost TSH na subklinicku
hipertireozu. Analogno tome, smanjene koncentracije
hormona $titaste zlezde 1 povecana koncentracija TSH po-
tvrduje dijagnozu hipotireoze, a normalne koncentracije
FT4 (i eventualno FT3) i povecan nivo TSH na postoja-
nje subklinicke hipotireoze. Subklinicki oblici tireoidne
disfunkcije najcesée prelaze u klinicki manifestne oblike,
vreme do ispoljavanja poremecaja funkcije $titaste zlezde
moze da bude veoma razlicito (46). Kod 3-18% pacijena-
ta sa subklinickom hipotireozom godisnje se razvije kli-
nicki manifestna hipotireoza (47), 90% hipotireoze prou-
zrokovano je Hashimoto tireoiditisom, a najveéa je
verovatnoca prelaska subklinicke u manifestnu hipotireo-
zu ako je vrednost TSH vec¢a od 20 mU/L.

Postoji shvatanje da subklinicka hipotireoza i hipertireo-
za predstavljaju najlakse oblike tireoidne insuficijencije 1
tireotoksikoze (11) buduci da kod pacijenata sa subkli-
nickom hipotireozom pri supstitucionoj terapiji levotirok-
sinom nastaje poboljsanje (48), a kod osoba sa subklinic-
kom hipertireozom postoji povecan rizik za nastanak
osteoporoze ili fibrilacije pretkomora srca (49).

Pri interpretaciji laboratorijskih rezultata kojima se potvr-
duje dijagnoza subklinickih ili klinicki manifestnih po-
remecaja funkcije $titaste zlezde posebnu paznju treba
pokloniti rezultatima tesko bolesnih pacijenata, zbog mo-

guénosti da su vrednosti izvan opsega referentnih prou-
zrokovane drugim, netireoidnim bolestima ili terapijom,
$to se oznacava kao “euthyroid sick syndrome” (50).

Kada se laboratorijskim testovima ustanovi abnormalna
koncentracija TSH i/ili tireoidnih hormona 1 potvrdi po-
stojanje tireoidne disfunkcije, to je samo prvi korak u di-
jagnozi autoimunskih bolesti Stitaste. Za potvrdu auto-
imunske patogeneze bolesti neophodno je detektovati
aktivnost autoreaktivnih limfocita usmerenih prema sop-
stvenom tireoidnom tkivu, $to se u praksi najcesée ostva-
ruje neinvazivnim metodama, odredivanjem koncentraci-
je autoantitela specifi¢nih za tireoidne antigene u serumu
ispitanika.

ODREDIVAN]JE KONCENTRACIJE
ATITIREOIDNIH AUTOANTITELA

Autoantitela, kao markeri autoimunskog procesa, mogu
odrazavati prisustvo, prirodu i intenzitet autoimunskog
procesa (51), a detekcija cirkuli$ucih autoantitela moze

da ukaze na bolest u preklinickom periodu (52). Obelezje

(zig) autoimunskih bolesti $titaste zlezde je prisustvo cir-
kuli$ucih antitireoidnih autoantitela, od kojih su najzna-
¢ajnija autoantitela specificna za tireoidnu peroksidazu

(antiTPO At, ranijji naziv “antimikrozomalna antitela”),
tireoglobulin (antiTg At) i TSH receptor (antiTSHR At)

(53). Veliki titar antitireoidnih autoantitela pokazatelj je

aktivnosti 1 tezine bolesti (51).

Da bi se testovi kojima se ispituje prisustvo autoantitela u
serumu mogli koristiti u klinickoj praksi neophodno je
kvantifikovati 1 poznavati njihove parametre: osetljivost
(broj osoba sa pozitivnim autoantitelima u kojih ¢e se raz-
viti bolest prema ukupnom broju osoba kod kojih ce se
razviti bolest), specificnost ($ansa osobe koja nema auto-
antitela u serumu da se ne razvije data autoimunska bo-
lest) 1 pozitivau prediktivau vrednost (test ima visoku po-
zitivnu prediktivnu vrednost ako se kod svake osobe sa
autoantitelima u serumu razvije bolest). Prediktivna vred-
nost testa se odreduje prospektivnim studijama.

Za merenje antitireoidnih autoantitela mogu se koristiti
brojne tehnike: hemaglutinacija (koja nije specificna za
imunoglobuline klase G (IgG), male je osetljivosti 1 zavisi
od izvrsioca), eseji koji se zasnivaju na aktivnosti enzima
(1 zbog toga nisu dovoljno precizni) i tehnike koje se za-
snivaju na direktnom merenju koncentracije ispitivane
supstance kao §to su radioimunoloske (RIA) i srodne
nckad nisu 1 najkorisniji u postavljan]u dijagnoze auto-
imunskih bolesti titaste zlezde buduci da postoji obrnut
odnos senzitivnosti i specificnosti testa i da je utvrdeno da
zdrave osobe mogu imati malu koncentraciju antitireoid-
nih autoantitela u serumu.

Odredivanje koncentracije antiTPO antitela

U intratireoidnim limfocitima se sinteti$u antiTPO anti-
tela (54). Ta antitela su uslov bez koga nema autoimun-
skog tireoiditisa 1 prisutna su u serumu u relativno velikoj
koncentraciji, koja se meri mikrogramima, ili ¢ak miligra-
mima po mililitru (55).
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Tako je semi-kvantitativni aglutinacioni test najstariji test

kojim su detektovana «antimikrozomalna antitela» (56)

zbog nedovoljne osetljivosti uglavnom je zamenjen imu-
noesejom kojim se odreduje koncentracija antiTPO anti-
tela. Zbog znatne razlike u senzitivnosti 1 specifi¢nosti ta

dva testa, izmedu njih se ne moze staviti znak jednakosti.

Koncentracija antiTPO At se moze odredivati u screen-
ing-u autoimunskih bolesti stitaste zlezde, radi postavlja-
nja dijagnoze bolesti kod osoba kod kojih je pokazan po-
remecaj tireoidne funkcije (hipotireoza ili hipertireoza) i

u pracenju efekata terapije. U screening-u se antitireoidna

autoantitela odreduju kod starijih osoba (4) i u toku trud-
noce (screening antiTPO antitela u ranoj trudnoéi moze

omoguciti otkrivanje osoba sa povecanim rizikom za na-
stanak poremecaja funkcije stitaste zlezde posle porodaja)

(3). Kada je suspektna hipotirecoza, antiTPO antitela se

odreduju da se potvrdi autoimunska priroda bolesti, dok
je odredivanje koncentracije ovih antitela od manjeg zna-
¢aja u pracenju bolesti u toku terapije.

Kod autoimunskog tireoiditisa antiTPO antitela pozitiv-
na su kod skoro 100% obolelih. U klinicki nerazja$nje-
nim situacijama veliki titar antiTg 1 ant'TPO potvrduje

dijagnozu bolesti 1 ukazuje da ée se razviti klinicki mani-
testna forma bolesti (sa incidencom od 5% godisnje). U

studijama koje su ispitivale ucestalost autoimunskog tireo-
iditisa kod osoba sa povecanim vrednostima TSH pokaza-
no je da bar 50% osoba sa TSH ve¢im od 5 mU/L 1 80%

osoba sa TSH veéim od 10 mU/L sadrzi autoantitela na ti-
reoidne antigene (9, 57, 58). AntiTPO i antiTg At prisut-
na su u serumu 50-90% obolelih od Graves-ove bolesti,
smatra se da predstavljaju marker pridruzenog tireoiditi-
sa, a visok titar ovih antitela moze ukazati na kasniji raz-
voj hipotireoze. Autoantitela na tireoidne antigene mogu

se detektovati kod bolesnika sa drugim bolestima $titaste

zlezde, drugim autoimunskim bolestima (Diabetes melli-
tus tip 1) 1 u normalnoj populaciji, vise kod zena. Dok ve-
liki titar antitireoidnih autoantitela omogucava predikciju

bolesti u preklinickom periodu (52) do sada nije utvrden

znacaj malog titra ovih antitela, posebno ako je funkcija

stitaste zlezde nepromenjena.

Odredivanje koncentracije antiTg antitela
Tireoglobulin je najzastupljeniji protein tireocita, tokom
autoimunskog procesa se oslobada iz ¢elija 1 dostupan je
Celjjama imunskog sistema. Posle aktivacije specificnih
limfocita indukuje sintezu antiTg At. Prihvaceno je shva-
tanje da antiTg At nemaju znacajniju ulogu u patogenezi
bolesti 1 da najverovatnije predstavljaju samo markere
autoimuskog procesa. U nekim studijama u kojima je ispi-
tivano prisustvo antiTPO i antiTg antitela pokazano je da
izolovano povecanje antiTg antitela ne postoji (59) $to su-
geride da u dijagnozi autoimunskih bolesti stitaste zlezde
treba odredivati samo antiTPO, a ne 1 antiTg antitela. Me-
dutim, na osnovu svog iskustva Kaplan (8) sugerise da an-
tiTg At treba odredivati. Razli¢iti zakljucei proizasli iz pi-
mene razlicitih dijagnostickih testova jo$ jednom ukazuju
na to da dobijeni rezultati laboratorijskih testova zavise
od primenjene metode i da ih zbog toga treba veoma
oprezno tumaciti.

Odredivanje koncentracije antiTSHR antitela

Jos 1956. godine utvrdeno je da Graves-ovu bolest prou-
zrokuje stimuli$uca supstanca koja se nalazi u serumu
obolelih, ¢ije je dejstvo dugotrajnije od dejstva TSH (60),
a oznacena je kao Long Actyng Thyroid Stimulator
(LATS). Kasnijje je pokazano da je stimulisuca supstanca
IgG (61, 62), sto je ukazalo da humoralna autoimunost
(. autoantitela) moze biti uzrok glandularne hiperfunkei-
je. Vedina ant'TSHR antitela ima stimuliSuce dejstvo na
tireocite (63), ali postoje podaci o postojanju inhibisucih
1 ,neutralnih® antitela (55). Tako kod autoimunskih bo-
lesti $titaste zlezde postoji koegzistencija stimulisucih i in-
hibisu¢ih autoantitela (64), stimuli$uca antitela predomi-
nantno su zastupljena kod obolelih od Graves-ove
bolesti, a inhibisuéa kod Hashimoto tireoiditisa. Inhibisu-
¢a autoantitela mogu prouzrokovati hipotireozu, a u izve-
snim slucajevima 1 atrofi¢ni tireoiditis (primarni mikse-
dem).

AntiTSHR antitela su u serumu prisutna u nanogram-
skim koncentracijama (65, 66). Danas su dostupni brojni
testovi kojima se odreduje njihova koncentracija (radiore-
ceptorski test, imunoprecipitacija, imunofluorescencija) 1
priroda (bioloski testovi, u kulturi ¢elija koje ispoljavaju
TSHR).

U radioreceptorskom testu koncentraciju autoantitela
meri se na osnovu inhibicije vezivanja TSH (67) za eks-
trakt membrane svinjskih tireocita. Izolovanje humanog
TSHR (iz kulture Celijske linije K562, koja eksprimira
TSHR) i monoklonskog antitela koje prepoznaje nativnu
konformaciju TSHR omogudilo je dobijanje izuzetno
osetljivog imunoeseja (66) koji predstavlja osnov savre-
menih dijagnostickih testova za detekciju antiTSHR anti-
tela.

Prisustvo andTSHR u serumu moze se ispitivati imuno-
citohemijski (68), metodom protocne citofluorimetrije

(engl. fluorescence activated cells sorter, FACS) kojom se

najsavremenijom tehnologijom (uz koris¢enje FACSscan

analizera) ispituje vezivanje anttTSHR antitela za mem-
branu Celija koje ispoljavaju TSHR (69, 70). Imunopreci-
pitacijom (71) se ispituje vezivanje autoantitela seruma za

rekombinantni TSHR (72).

AntiTSHR antitela u serumu ispitanika potvrda su autoi-
munskog procesa koji je usmeren prema TSHR tireocita.
Da bi se odredila priroda antitela (stimulisuca ili blokiraju-
¢a) neophodni su dodatni testovi, u ¢ijoj je osnovi ispitiva-
nje efekta antitela na Celije koje na membrani ispoljavaju
TSH receptor (u ¢elijskoj kulturi, u uslovima in vitro).
Diskriminacija izmedu stimulisu¢ih 1 inhibisu¢ih anti-
TSHR antitela moguca je u kulturi humanih tireocita ili
TSHR-transformisanih celija (CHO ili FRTL-5), ali se
ovaj test ne moze koristiti u rutinskoj dijagnostici autoi-
munskih bolesti stitaste Zlezde.

Bioloski test meri aktivaciju (na pr., sintezu cAMP) celija
u kulturi u prisustvu antiTSHR antitela. Efekat autoanti-
tela testira se u kulturi humanih tireocita (73, 74) ili dru-
gih (transformisanih) Celija koje ispoljavaju TSHR (75,
76).

S obzirom na to da su u upotrebi veoma raznovrsni testo-
vi za otkrivanje prisustva antiTSHR antitela u serumu is-
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pitanika, koji se znatno razlikuju prema osetljivosti, rezul-
tati pojedinih klinickih studija medusobno se ne mogu
porediti, ve¢ samo prikazati (uz neophodan prikaz meto-
de ispitivanja). Dobijeni rezultati upotpunjuju znanje o
patogenezi autoimunskih bolesti stitaste zlezde.
Upotrebom standardnog radireceptorskog testa anti-
TSHR At detektovana su kod 70-90% pacijenata sa Gra-
ves-ovom bolesti (77, 78), ali je izvestan broj rezultata
bio «lazno negativan». Testovima «druge generacije» (sa
izolovanim humanim TSHR i1 monoklonskim antitelima
specificnim za TSHR)) antiTSHR At su detektovana kod
skoro 100% obolelih. Ovim testovima su kod 15% osoba
sa Hashimoto tireoiditisom detektovana antiTSHR At
(u poredenju sa 6% obolelih, otkrivenih standardnim ra-
dioreceptorskim testom), a mali titar antiTSHR antitela
detektovan je 1 kod zdravih osoba (1:282), pacijenata sa
bolestima $titaste zlezde koje nemaju autoimunsku gene-
zu (3:115) 1 sa drugim autoimunskim bolestima (2:69).

Imunoiprecipitacijom je pokazano da se najveci deo anti-
TSHR antitela iz seruma obolelih od Graves-ove bolesti
vezuje za nativni molekul, a manji deo (oko 30%) za epi-
tope u delu molekula koji nije eksprimiran u trodimenzio-
nalnoj konformaciji receptora.

Bioloskim testovima je utvrdeno da su stimuli$uca anti-
TSH receptor antitela prisutna kod 80-100% pacijenata
sa hipertireozom u neleéenoj Graves-ovoj bolesti (55), da
se njihov titar smanjuje tokom tlreosupreswne terapije, a
titar inhibisucih autoantitela povecava posle terapije radi-
oaktivnim jodom.

ZAKLJUCAK

U ovom radu su prikazane mogucnosti i ogranicenja i vi-
tro metoda bez kojih se ne moze postaviti dijagnoza auto-
imunskih bolesti stitaste zlezde. Tim metodama se proce-
njuje funkcija tireoidne zlezde i ispituje prisustvo
autoantitela specificnih za tireoidne antigene u krvi. Na
osnovu povecane koncentracije T4 i/ili T3, uz inhibisanu
vrednost TSH 1 prisustvo antiTSHR autoantitela u seru-
mu postavlja se dignoza Graves-ove bolesti, dok smanje-
ne koncentracije tireoidnih hormona, povecana koncen-
tracija TSH 1 prisustvo antiTPO (i/ili antiTg) antitela
potvrduje dijagnozu autoimunskog Hashimoto tireoiditi-
sa. Odredivanje koncentracije antitireoidnih autoantitela
ima poseban znacaj kod subklinickih poremecaja funkcije
stitaste zlezde (posebno kod subklinicke hipotireoze) i
moze ukazati na pojavu klinicki manifestnih oblika bole-
sti. Pored antiTSH At, kod obolelih od Graves-ove bole-
sti najcesce se detektuju i antiTPO 1i/ili antiTg At koja
predstavljaju “svedoke” autoimunskog procesa, a kod
obolelih od Hashimoto tireoiditisa mogu biti prisutna
(uglavnom 1nh1blsuca) antiTSHR At. Pri izvodenju 1 in-
terpretaciji tireoidnih 2 vitro testova u vidu treba imati
brojne faktore koji su prisutni u serumu ispitanika, a mo-
gu interferirati sa reagensima 1 biti izrok “lazno” pozitiv-
nih ili negativnih rezultata. Zbog toga je posebno vazna
saradnja lekara klini¢ara sa laboratorijom 1 klini¢ka kontro-
la kvaliteta, kako bi se izbegla mogucnost nepravilnog tu-
macenja rezultata laboratorijskih testova, koja moze vodi-
ti pogresnoj dijagnozi bolesti i terapiji.
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