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LABORATORIJSKA PODRSKA U DIJAGNOZI
HIPERTIREOIDIZMA

Sazetak: Postavljanje ta¢ne dijagnoze i efikasno lecenje tireoidnih oboljenja zahteva
kvalitetan laboratorijski servis. Poboljsanje specificnosti i osetljivosti biohemijskih
tireoidnih testova u prethodnih Cetrdeset godina je dramati¢no uticalo na klini¢ke
strategije u detekciji i tretmanu tireoidnih oboljenja. Pobolj3anje osetljivosti metoda za
odredivanje tireoidnog stimuliSu¢eg hormona, tiretropina (TSH) je omogucilo
detekciju hipertireoidizma. Vec¢ina teku¢ih metoda je u mogucénosti da postigne
funkcionalnu osetljivost od 0,02 mIU/L ili manje Sto predstavlja neophodni detekcioni
limit za ceo opseg TSH vrednosti koje se srecu od hipo do hipertireoidizma. Sa ovim
nivoom osetljivosti moguce je razlikovanje velike TSH supresije koja je tipi¢na za
teSku Graves-ovu tireotoksikozu (TSH < 0,01 mIU/L) od supresije TSH (0,01 - 0,1
mlIU/L) koja se sreée kod blagog (subklinickog) hipertireoidizma i kod nekih
pacijenata sa netireoidnim oboljenjima. Dana3nji tireoidni testovi koji koriste serum se
izvode kao automatizovane imunometrijske metode i koriste specifi¢na antitela. Sa
uspostavljanjem standarda izvodenja nastavlja se sa razvojem metodologije i novih
tehnologija i instrumenata kao podrdka u dijagnozi hipertiroidizma.

Kljuéne reéi: hipertireoidizam, TSH, funkconalna osetljivost, laboratorijska podrska.

Summary: Physicians need quality laboratory testing support for the accurate
diagnosis and cost-effective management of thyroid disorders. Over the past forty
years, improvements in the sensitivity and specificity of biochemical thyroid tests
have dramatically impacted clinical strategies for detecting and treating thyroid
disorders. Improvements in the sensitivity of assays to measure the pituitary thyroid
stimulating hormone, thyrotropin (TSH) now allow TSH to be used for detecting
hypothyroidism. Modern-day TSH methods with their enhanced sensitivity are Most
of the current methods are capable of achieving a functional sensitivity of 0.02mIU/L
or less, which is a necessary detection limit for the full range of TSH values observed
between hypo- and hyperthyroidism. With this level of sensitivity, it is possible to
distinguish the profound TSH suppression typical of severe Graves’ thyrotoxicosis
(TSH < 0.01 mIU/L) from the TSH suppression (0.01 — 0.1 mIU/L) observed with
mild (subclinical) hyperthyroidism and in some patients with a non-thyroidal illness.
Current thyroid tests are usually performed on serum by automated immunometric
methods that employ specific antibodies. Methodology continues to evolve as
performance standards are established and new technology and instrumentation are
developed as laboratory support for diagnosis of hyperthyroidism.
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Uvod

Postavljanje tacne dijagnoze i efikasno leCenje tireoidnih oboljenja zahteva kvalitetan
laboratorijski servis. S obzirom da su klinicki znaci i simptomi u slucaju povecanja ili
deficijencije tireoidnih hormona nejasni i nespecifini, za potvrdu hipertireoidizma ili
hipotireoidzma neophodna su laboratorijska odredivanja. Vodi¢i za odabir odgovarajucih
laboratortijskih testova tireoidne funkcije su publikovani od strane profesionanih organizacija
kao $to je Americko tireoidno udruzenje (American Thyroid Association, www.thyroid.org) (1)




ili Nacionalna Akademija Klinicke Biohemije (National Academy of Clinical Biochemistry,
www.nach.org) (2). Poboljsanje specifi¢nosti i osetljivosti biohemijskih tirecidnih testova u
prethodnih cetrdeset godina je dramati¢no uticalo na klinicke strategije u detekciji i tretmanu
tireoidnih oboljenja. Pedestih godina proslog veka bio je na raspolaganju samo jedan tireoidni test
koji je koristio serum kao bioloski materijal — indirektna procena koncentracije ukupnog
(slobodan + vezan za proteine) tiroksina (T4) uz koris¢enje PBI tehnike (protein bound iodide).
Razvoj kompetitivnih imunoodredivanja pocetkom sedamdesetih godina i skoriji razvoj
kompetitivnih imunometrijskih odredivanja (IMA) je progresivno unapredio specifi¢nost i
osetljivost testova za tireoidne hormone. Danas su na raspolaganju testovi za odredivanje
koncentracije ukupnih (T4 i T3) i slobodnih tireoidnih hormona (FT4 i FT3) u serumu (3, 4).
PoboljSanje osetljivosti metoda za odredivanje tireoidnog stimuliSu¢eg hormona, tiretropina
(TSH) je omogucilo detekciju hipertireoidizma. Saznanje da je autoimunost glavni uzrok
tireoidne disfunkcije je dovelo do razvoja osetljivih i specificnih testova za odredivanje
autoantitela na tireoidnu peroksidazu (TPOAD), tireoglobulin (TgAb) i TSH receptore (TRAD).
Danasnji tireoidni testovi koji koriste serum se izvode kao automatizovane metode i koriste
specifi¢na antitela (5).

Preanalitic¢ki faktori

Vecina preanalitickih faktora ne uti¢e na odredivanje TSH u serumu kao najces¢i inicijalno
zahtevani tireoidni test za procenu tireoidnog statusa kod ambulantnih pacijenata. Preanaliticke
varijable i interferirajuce supstance koje se nalaze u uzorku mogu da uti¢u na vezivanje tireoidnih
hormona za proteine i time smanje dijagnosticku tacnost odredivanja slobodnih i ukupnih
tireoidnih hormona. Na odredivanje mogu da uti¢u fizioloSke promenljive, individualne varijable
kao Sto su genetske abnormalnosti tireoidnih vezujucih proteina ili varijable prisutne kod teskih
netireoidnih oboljenja (NTI). Takode, jatrogeni faktori kao §to su tireoidni i netireoidni lekovi
(glukokortikoidi ili beta blokatori), prisustvo autoantitela na tireoidne hormone ili heterofilna
antitela (HAMA) mogu da uti¢u na dijagnosti¢ku ta¢nost.

Varijable kao §to su godine, pol, rasa, godiSnje doba, faza menstrualnog ciklusa, pusenje,
vezbanje, uzimanje uzorka na taste ili staza u toku flebotomije imaju minimalne uticaje na
referentne intervale tireoidnih testova kod ambulantnih pacijenata (6). S obzirom na to da su
razlike u ovim fizioloskim varijablama manje od razlika koje postoje od metode do metode,
nemaju znacaja u klini¢koj praksi.

TSH/Slobodan T4 odnos

Pri interpretaciji rezultata tireoidnih testova neophodno je razumevanje normalnog odnosa
izmedu nivoa slobodnog T4 (FT4) i TSH u serumu. Ukoliko se TSH koristi za odredivanje
primarne tireoidne disfunkcije neophodan preduslov je intaktna hipotalamusno-hipofizna osa (7).
Veliki broj klini¢kih stanja i farmaceutskih agenasa mogu da poremete FT4/TSH odnos. Mnogo
¢eSce se donose pogresni zaklju¢ci na osnovu FT4 rezultata odredivanja nego §to je to slucaj sa
TSH merenjem. Kada je hipotalamusno-hipofizna  funkcija  normalna,  postoji
logaritamsko/linearni inverzni odnos izmedu koncentracija TSH i slobodnog T4 u serumu koji
potice od negativne povratne inhibicije hipofizne sekrecije TSH od strane tireoidnih hormona. 1z
ovih razloga tireoidna funkcija moze da se odredi ili direktnho merenjem T4 kao primarnog
proizvoda tireoidne Zlezde (bolje kao slobodan T4) ili indirektno procenom nivoa TSH koji
inverzno reflektuje koncentraciju tireoidnog hormona koju “oseca” hipofiza. Iz ovoga proizilazi
da je visok TSH i nizak FT4 karakteristika hipotireoidizma, a nizak TSH i visok FT4
karakteristika hipertireoidizma. U stvari, danas je osetljivost i specifi¢nost odredivanja TSH



unapredena i indirektan prilaz (merenje TSH u serumu) omogucava bolju osetljivost pri detekciji
tireoidne disfunkcije od testiranja FT4 (8).

Postoje dvarazloga za korisc¢enje ,,TSH-orijentisane” strategije kod ambulantnih pacijenata:

1) Koncentracije TSH i FT4 u serumu pokazuju inverzan logaritamsko/linearni odnos, tako
da male promene u FT4 ¢e dovesti do mnogo veceg odgovora TSH u serumu (9).

2) Uske individualne varijacije vrednosti tireoidnih hormona ukazuju da svaka individua ima
genetski odredenu FT4 “set-tacku” (10, 11). Bilo koji blagi viSak ili nedostatak FT4 bice
prepoznat od strane hipofize u zavisnosti od te individualne FT4 “set-tacke” i dovesée do
amplifikovanog, inverznog odgovora u sekreciji TSH. To ima za posledicu da u ranoj fazi razvoja
tireoidne disfunkcije, abnormalnost TSH u serumu prethodi razvoju abnormalnog FT4 zato Sto
TSH odgovara eksponencijalno na jedva primetne promene FT4 koje su unutar referentnih
intervala populacije. Razlog za ovo je Siroki referentni interval za populaciju koji reflektuju
razli¢ite FT4 “set-tacke” individualnih c¢lanova normalnih individua koje su uklju¢ene u
ispitivanje referentnog intervala. Merenje koncentracije TSH u serumu danas predstavlja
najpozdaniji indikator tireoidnog statusa na tkivnom nivou. Ispitivanja blagog (subklini¢kog)
viska ili deficijencije (abnormalni TSH/normalan opseg za FT4 i FT3) tireoidnih hormona otkrila
su abnormalnosti u markerima zbog dejstva tireoidnih hormona na razli¢ita tkiva (srce, mozak,
kosti, jetra i bubrezi). Ove abnormalnosti tipicno nestaju sa otpoinjanjem tretmana za
normalizaciju TSH u serumu (12).

Veoma je vazno da se prepoznaju klini¢ke situacije kada se nivoi TSH i FT4 u serumu mogu
pogresno interpretirati. To ukljucuje abnormalnosti u funkciji hipotalamasa ili hipofize, kao i
TSH-produkujuée tumore hipofize (13). Takode, vrednosti TSH u srumu mogu da budu pogresno
interpretirane u toku tranzicionog perioda nestabilnog tireoidnog statusa prisutnog u ranoj fazi
tretmana hipertireoidizma ili hipotireoidizma. Specifi¢no, neophodno je da prode 6-12 nedelja da
se hipofizna TSH sekrecija ponovo uravnotezi na novi status tireoidnih hormona (14). Ovi periodi
nestabilnog tireoidnog statusa se deSavaju i posle epizode tireoiditisa.

Lekovi koji uticu na hipofiznu sekreciju TSH (dopamin i glukokortikoidi) ili vezivanje
tireoidnih hormona za plazma proteine mogu da dovedu do neskladnih rezultata TSH.

Uticaj godina na referentne opsege tireoidnih testova

Mada su studije pokazale minimalne razlike izmedu starijih i mladih, nije neophodno
podesavati referentne opsege tireoidnih hormona i TSH. Poredenjem vrednosti TSH kod starijih
eutireoidnih individua sa vrednostima kod mladih, srednje vrednosti TSH rastu sa svakom
dekadom kako kod niskih, tako i kod visokih koncentracija TSH. Uprkos 3iroj varijabilnosti TSH
u serumu kod starijih, nema opravdanja za primenu Sirih ili referentnih opsega prema godinama.
Ovaj konzervativni prilaz bi trebalo da se promeni s obzirom na to da postoje podaci koji govore
o povecanom kardiovaskularnom morbiditetu i mortalitetu u sluc¢aju blago suprimovanih ili
povisenih vrednosti TSH u serumu (15-18).

Varijable u uzorku

1. Stabilnost: Vedina studija je pokazala da su tireoidni hormoni relativno stabilni ukoliko
se serum ¢uva na sobnoj temperaturi, u frizideru ili zamrznut. Vazno je da se napomene da u
nezamrznutim uzorcima pacijenata koji primaju heparin moze u toku stajanja da dode do in-vitro
stvaranja slobodnih masnih kiselina (FFA) $to dovodi do lazno povisenih vrednosti slobodnog T4
(FT4) (19).

2. Kongituenti seruma: Na imunoodredivanja ne utiCu hemoliza, lipemija i
hiperbilirubinemija. Medutim, slobodne masne kiseline mogu da zamene T4 u serum vezuju¢im



proteinima, §to delimi¢no objaSnjava niske vrednosti ukupnog T4 koje se cesto srecu kod
netireoidnih oboljenja (NTI) (20).

3. Heterofilana antitela: Heterofilana antitela (HAMA) mogu da budu prisutna u serumu
pacijenata. Ima dve klase HAMA. Mogu da budu ili relativno slabo multispecifi¢na, polireaktivna
antitela koja su najce$ce IgM reumatoidni faktor ili su Siroko reaktivna antitela indukovana
infekcijom ili primenom terapija koja sadrze monoklonska antitela (21). Ova antitela se ponekad
nazivgu humana antimisija antitela (HAMA). Alternativno, mogu da budu specifi¢ni humani
antianimalni imunoglobulini (HAAA) koji se stvaraju prema dobro definisanim specifi¢nim
antigenima koji prate izlaganje terapeutskim agensima koji sadrze animalne antigene (na primer
murinska antitela) ili slu¢ajnom imunizacijom izlaganjem na radnom mestu (na primer osobe koje
rukuju zivotinjama) (22). HAMA i HAAA mogu pre da interferiraju u IMA metodologiji nego
kod kompetitivnih imunoodredivanja tako $to formiraju most izmedu “hvata¢” i signalnih antitela
¢ime se dobija lazni signal $to uzrokuje neodgovarajuce visoku vrednost (23, 24). Neodgovarajuci
rezultat moze da bude ne samo abnormalan ve¢ i neodgovaraju¢e normalan. Proizvodaci reagens
testova imaju razliite prilaze u prevazilazenju inteferencija koje poticu od HAMA §to ukljucuje
kori§¢enje kombinacija himernih antitela i blokiraju¢ih agenasa koji neutraliu uticaj HAMA na
njihove metode.

4. Sakupljanje i rukovanje uzorcima: Vecina proizvodaca preporucuje serum kao uzorak
izbora, pre nego EDTA ili hepariniziranu plazmu. Dobijanje optimalnih rezultata i maksimalne
koli¢ine seruma zahteva da se puna krv ostavi najmanje 30 minuta pre odvajanja i centrifugiranja.
Serum moze da se ¢uva na 4-8 °C do nedelju dana. Ukoliko se odredivanje vrsi posle nedelju
dana, preporucuje se Cuvanje seruma na -20 °C. Na rezultate odredivanja TSH i tireoidnih
hormona ne uti¢e ukoliko se za dobijanje seruma koriste epruvete sa gelom.

Neskladni rezultati tireoidnih testova

Neskladni rezultati tireoidnih testova mogu da poti¢u zbog tehnickih interferencija ili retkih
klini¢kih stanja.

Tehnicke interferencije

Tehnicke interferencije su retke u klini¢koj praksi i mogu da se detektuju odredivanjem uz
primenu metoda razli¢itih proizvodaca s obzirom da je stepen veéine interferencija metod-
zavisno. Alternativno, nelinearnost prilikom razblazenja uzorka moze da ukaze na tehnicku
interferenciju pri merenju ukupnog T4, ukupnog T3 ili TSH. Stostruko razblazenje “normalnog”
seruma teoretski uzrokuje minimalno snizenje (<2%) koncentracije FT4. Ne preporucuje se
primena razblazenja uzoraka pri odredivanju FT4 i FT3 s obzirom da ovi testovi zavise od
vezivanja proteina i ne daju linearne dilucione odgovore.

Retka klinicka stanja

Neocekivano abnormalni ili neskladni rezultati tireoidnih testova mogu da se vide kod nekih
retkih ali klini¢ki vaznih stanja kao §to je centralni hipertireoidizam, TSH sekretujuc¢ih tumora
hipofize ili prisustva heterofilnih antitela ili autoantitela na tireoidne hormone.



Standardi izvodenja tireoidnih testova

Nivoi tireoidnih hormona, kao i njihovog prekursor proteina, tireoglobulina (Tg) su sasvim
stabilni u periodu od jedne do cetiri godine (11). Svi tireoidni analiti pokazuju vece
interindividualne varijacije (25). Stabilnost intraindividualne koncentracije T4 u serumu
reflektuje dug poluzivot (7 dana) tiroksina i genetski predisponiranu “set tacku” slobodnog T4
(10). Stahilnost intraindividual ne koncentracije T3 reflektuje autoregulaciju brzine konverzije T4
do T3. Interindividualne varijacije su posebno visoke za koncentraciju Tg u serumu, zato Sto
postoje razlike u masi tireoideje kod razli¢itih individua, statusu TSH a postoje stanja koja su
povezana sa povredom tireoideje (tireoiditis) — sva ova stanja uti¢u na koncentraciju Tg u serumu
(26). Nivoi TSH u serumu takode pokazuju visoke varijacije, kako unutar, tako i izmedu osoba
(11). Ovo primarno reflektuje kratak poluzivot TSH (~60 minuta) zajedno sa cirkadijalnim i
dnevnim varijacijama pri ¢emu se postizu “pik” nivoi u toku no¢i, a najnizi nivoi izmedu 10 do
16 sati. Amplituda dnevne varijacije TSH u toku perioda od 24 sata je otprilike dvostruka (27).
Medutim, posto se veli¢ina promene nalazi unutar TSH referentnog intervala za celu populaciju
(~0,4 do 4,0 mIU/L) to ne dovodi u pitanje koriS¢enje pojedinacne vrednosti TSH u dijagnozi
tireoidne disfunkcije. Osim toga kod vanbolnickih pacijenata TSH se naj¢eSée meri u toku dana
kada je varijacija najmanja.

Izvodenje laboratorijskih testova moze da se evaluira bioloski i analiticki. Analiticke
karakteristike se tipi¢no ispituju pomocu parametara kao $to su:

* Preciznost u seriji i izmedu serija pri razli¢itim koncentracijama analita;

e Detekcioni limit (analiticka osetljivost);

» Funkcionalna osetljivost koja se definiSe kao Kv (%) povezan sa analit-specificnom
bioloSkom i metodoloSkom varijacijom;

« Lineranost merenja koja se izvodi u celom opsegu vrednosti koje se izdaju;

* ”Recovery” analita koji se dodaje matriksu standarda;

» Referentni interval koji ukljucuje osobe bez oboljenja;

» Korelacija sa referentnom metodom;

Mada parametri analitickog izvodenja predstavljaju osnovu kontrole kvaliteta u
laboratorijama i programa spoljasnje kontrole kvaliteta, danas je Siroko prihvaceno da se ciljevi
analitickog kvaliteta postavljaju na osnovu principa bioloSke varijacije (intraindividualna i
interindividualna variajacija), kao i klini¢kih potreba. Preporuc¢eno je da ukupna analiticka greska
idealno treba da bude manja od polovine vrednosti koeficijenta bioloSke interindividualne
varijacije (15, 28-31).

Analiticka varijacija zajedno sa vrednostima bioloske varijacije izmedu-osoba i izmedu-
osobe ukazuje na veli¢inu razlike vrednosti tireoidnih testova koje su klini¢ki znacajne u toku
praéenja odgovora pacijenta na terapiju i iznose za:

TT4 =28 nmol/L (2,2 ug/dL)
FT4 =6 pmol/L (0,5 ng/dL)
TT3=0,55nmol/L (35 ng/dL)
FT3=1,5pmol/L (0,1 ng/dL)
TSH = 0,75 mIU/L
Tg=1,5pug/L (ng/mL)

Tireoidni testovi u in-vitro dijagnostici hipertireoidizma



Tireotropin/tireoidni stimulisu¢i hormon (TSH)

Ve¢ viSe od dvadeset godina, metode za odredivanje TSH imaju mogucnost detekcije
povecanja TSH koja su karakteristicna u primarnom hipotireoidizmu. Medutim, danas su
razvijene moderne metode povecane osetljivosti kojima je moguca detekcija niskih TSH
vrednosti koje su tipi¢ne za hipertireoidizam. Ove nove metode su najéeS¢e zasnovane na
neizotopskim imunometrijskim odredivanjima (IMA) i primenjuju se na razli¢itim
automatizovanim platformama za imunoodedivanje. Vecina tekué¢ih metoda je u moguénosti da
postigne funkcionalnu osetljivost od 0,02 mIU/L ili manje Sto predstavlja neophodni detekcioni
limit za ceo opseg TSH vrednosti koje se srecu od hipo do hipertireoidizma. Sa ovim nivoom
osetljivosti moguce je razlikovanje velike TSH supresije koja je tipi¢na za teSku Graves-ovu
tireotoksikozu (TSH < 0,01 mIU/L) od supresije TSH (0,01 — 0,1 mIU/L) koja se sre¢e kod
blagog (subklinickog) hipertireoidizma i kod nekih pacijenata sa netireoidnim oboljenjima (NTI).
U poslednjoj dekadi je doslo do promene u dijagnostickoj strategiji primene TSH merenja kao
rezultat poboljSanja osetljivosti ovih odredivanja. Danas je prihvaceno da je TSH merenje
zemljama je favorizovana “prvo TSH strategija” za dijagnozu tireoidne disfunkcije kod
ambulantnih pacijenata (uz primenu metoda za odredivanje TSH ¢ija je funkcionalna osetljivost =
0,02 mIU/L). Druge zemlje joS uvek favorizuju prilaz primene "TSH + FT4” panela zato $to
“prvo TSH strategija” moze da propusti pacijente sa centralnim hipotireoidizmom ili TSH-
sekretujuce tumore hipofize (7, 32).

1. Specifi¢nost

a) Heterogenost TSH: TSH je heterogena molekula i u krvi cirkuli$u razli¢ite izoforme i
prisutne su u ekstraktima hipofize koji se koriste za standardizaciju odredivanja. O¢ekuje se da ¢e
se u buducnosti koristititi humani rekombinantni preparati TSH kao primarni standardi za
standardizaciju TSH imunoodredivanja (33). Danasnje TSH IMA metode koriste TSH
monoklonska antitela koja eliminiSu krosreaktivnost sa drugim glikoproteinskim hormonima. Ove
metode mogu da detektuju razliCite epitope abnormalnih izoformi TSH koje se sekretuju kod
nekih eutireoidnih osoba, kao i kod nekih pacijenata sa abnormalnim stanjima hipofize. Pacijenti
sa centralnim hipotireoidizmom ¢iji je uzrok hipofizna ili hipotalamusna disfunkcija sekretuju
izoforme TSH sa abnormalnom glikozilacijom i smanjenom bioloskom aktivno$¢u. Vecina
metoda paradoksalno meri ove izoforme kao normalne ili ¢ak povisene koncentracije TSH u
serumu (32, 34). Isto tako se sre¢u paradoksalno normalni nivoi TSH u serumu kod pacijenata sa
hipertireoidizmom uzrokovanih TSH-sekretuju¢im tumorima hipofize koji sekretuju izoforme
TSH sa pove¢anom bioloskom aktivnoscu (2).

(b) Tehnicki problemi: Tehnicki problemi kao $to je etapa ispiranja mogu da dovedu do
lazno visokih vrednosti. Takode, bilo koja interferirajuca supstanca u uzorku (heterofilna antitela,
HAMA) koja stvaraju visoko “pozadinsko c€itanje” ili lazni most izmedu “hvata¢” antitela i
signalnog antitela mogu da stvaraju visok signal na ¢vrstoj fazi koji ¢e biti o¢itan kao lazno visok
rezultat (35).

(c) Metode detekcije interferencija TSH rezultata: Konvencionalni laboratorijski prilaz
detekcije interferencije kao $to je razblaZzenje uzorka nije u moguénosti da detektuje sve
testiranje interferencija je merenje koncentracije TSH u uzorku uz koris¢enje metoda razlicitih
proizvodaca i provera znacajnih neslaganja izmedu vrednosti TSH. Interferencija je prisutna
ukoliko varijabilnost TSH merenja razli¢itim metodama na istom uzorku prevazilazi ocekivanja
(razlika >50%). Neocekivani rezultati mogu da se provere i bioloSkom proverom.
Neodgovarajuce niske vrednosti TSH mogu da se provere TRH-stimulacionim testom kojim se



oc¢ekuje vise nego dvostruko povecanje TSH (=4,0 mIU/L inkrement) kod normalnih osoba (36).

2. Osetljivost

,,Kvalitet metoda za odredivanje TSH istorijski je odredivan na osnovu klinickog zahteva
da se odredivanjem postigne razdvajanje eutireoidnih nivoa (~ 0,4 do 4,0 mIU/L) od jako niske
(<0,01 mIU/L) koncentracije TSH koja je tipi¢no prisutna kod Graves-ove tireotoksikoze. Vecina
metoda kojima se danas odreduje TSH ispunjava zahtev za detekcionim limitom od 0,02 miU/L
ili nizim od 0,02 mIU/L (“tre¢a generacija” metoda) (35).

Funkcionalna osetljivost

Funkcionalna osetljivost odredivanja TSH se definiSe kao vrednost pri kojoj se dobija
koeficijent varijacije izmedu serija (Kv) od 20% uz primenu preporucenog protokola. Proizvodaci
test reagenasa su napustili primenu “analitiCke osetljivosti” kao parametra za odredivanje
osetljivosti TSH odredivanja zato §to se ona izraCunava iz preciznosti u seriji odredivanjem
nultog kalibratora koji ne reflektuje osetljivost testa u klinickoj praksi. 1z ovih razloga je
prihvacena “funkcionalna osetljivost” kao parametar koji se koristi kao najnizi limit testa koji
moze da se izda (35). Funkcionalna osetljivost treba da se odredi prema striktno primenjenom
protokolu koji je dizajniran da se proceni minimalni detekcioni limit odredivanja u klinickoj
praksi. Protokol je tako dizajniran da uzima u obzir razli¢ite faktore koji uti¢u na nepreciznost
metode odredivanja TSH u klini¢koj praksi i ukljucuje: razliku u matriksu izmedu seruma
pacijenta i diluenta standarda, smanjenje preciznosti tokom vremena, varijacije od “lot”-a do
“lot”-a test reagenasa, razlike u kalibraciji instrumenta i “zagadenje” (carry-over) uzorcima sa
visokom vrednos$¢u (37). Funkcionalna osetljivost predstavlja najvazniji kriterijum koji uti¢e na
izbor metoda za odredivanje TSH.

3. Referentni intervali za TSH

Referentni interval za TSH treba tako da se odredi da predstavlja granice koje iznose 95%
intervala pouzdanosti logaritamski transformisanih vrednosti dobijenih odredivanjem TSH kod
bar 120 rigorozno odabranih normalnih eutireoidnih dobrovoljaca kod kojih nisu detektovana
tireoidna autoantitela (TPOAD ili TgAb merena osetljivim imunoodredivanjima), bez personalne
ili familijarne istorije tireoidne disfunkcije, bez vidljive palpabilne strume i bez uzimanja lekova
(osim estrogena).

Koncentracije TSH odredene kod normalnih eutireoidnih osoba su “isko$ene” sa relativno
dugim “repom” ka viSim vrednostima distribucije. Vrednosti postaju vise normalno distribuirane
kada se izvr$i logaritamska transformacija. Pri izraCunavanju referentnog opsega je uobicajeno da
se izvrSi logaritamska transformacija TSH rezultata da bi se izracunao 95% referentni interval
(tipi¢na srednja vrednost za populaciju iznosi ~1,5 mIU/L, opseg 0,4 do 4,0 mIU/L u populaciji
sa dovoljno jodida) (35, 38). S obzirom na visoku prevalenciju blagog (subklinickog)
hipotireoidizma u opstoj populaciji, veoma je verovatno da je gornja granica referentnog intervala
“iskoSena” zbog obuhvatanja osoba sa okultnom tireoidnom disfunkcijom (6).

(a) Gornjagranicareferentnog intervala za TSH

Gornja granica za TSH u poslednje dve decenije je stalno snizavana od ~10 mIU/L do
otprilike ~4,0-4,5 mIU/L. Ovo snizavanje reflektuje brojne faktore koji uklju¢uju poboljsanu
osetljivost i specificnost monoklonskih antitela koja se koriste u imunometrijskim metodama i
prepoznavanje da su normalne vrednosti TSH logaritamski distribuirane. Takode, novija



istrazivanja su otkrila da ukoliko je vrednost TSH >2,0 mlIU/L kod osoba pri primarnoj evaluaciji,
da kod njih postoji veéa verovatnoca pojave hipotireoidizma u narednih 20 godina, posebno ako
su i tireoidna antitela povisena. Ova verovatnoca je povecana ¢ak i slucaju antitelo-negativnih
osoba. Ocekuje se da ¢e u buduénosti gornja granica referentnog intervala biti snizena do 2,5
mIU/L zato $to >95% rigorozno ispitanih normalnih eutireoidnih dobrovoljaca imaju vrednosti
TSH u serumu izmedu 0,4 i 2,5 mIU/L (2).

(b) Donja granicareferentnoqg intervala TSH

Pre ere imunometrijskih odredivanja, metode odredivanja TSH su bile neosetljive da
detektuju vrednosti na donjem kraju referentnog intervala. Medutim, dana$njim metodama je
moguce da se i ove vrednosti izmere i one iznose izmedu 0,2 i 0,4 mIU/L (35).

Merenje TSH kod hospitalizovanih pacijenata

Kod bolesnih hospitalizovanih pacijenata je najkorisnija primena test kombinacija: TSH +
T4 (FT4 ili ukupan T4) za detekciju tireoidne disfunkcije. Kod ovih pacijenata je mnogo
podesnije da se koristi Siri referentni interval za TSH (0,05 do 10,0 mIU/L). Nivoi TSH mogu
prolazno da budu subnormalni u akutnoj fazi i da budu poviseni u fazi oporavka.

Metode odredivanja ukupnog tiroksina (TT4) i ukupnog
trijodtironina (TT3)

Tiroksin (T4) je glavni hormon koji sekretuje tireoidna zlezda. Celokupan T4 koji se nalazi
u cirkulaciji potice iz tireoidne sekrecije. Nasuprot, samo 20% cirkuliSuceg trijodtironina (T3) je
tireoidnog porekla. Najveci deo T3 u krvi se stvara enzimski u netireoidnim tkivima tako $to se
vrSi 5’-monodejodinacija T4. U stvari, T4 je prohormon za stvaranje bioloski aktivnije forme
tireoidnog hormona T3. U cirkulaciji je ~99,98% T4 vezano za specifi¢cne plazma proteine,
tiroksin-vezujuéi globulin (TBG) (60-75%), prealbumin/transtiretin (15-30%) i albumin (~10%).
Otprilike 99,7% T3 u cirkulaciji je vezano za plazma protine, specifi¢cno za TBG. Ovo vezivanje
T3 za proteine je 10 puta slabije nego 5to je to za T4. Tireoidni hormoni koji su vezani za proteine
ne ulaze u celije i smatra se da su bioloski inertni i sluze kao rezerva za cirkuliSuce tireoidne
hormone. Nasuprot, frakcije slobodnih hormona prisutne u minornoj koli¢ini lako ulaze u celije
putem specifiénih membranskih transportnih mehanizama i na taj nacin ispoljavaju bioloske
efekte. U hipofizi, negativha povratna sprega tireoidnih hormona na sekreciju TSH je
posredovana primarno preko T3 koji se stvara na mestu gde slobodan T4 ulazi u tireotropne celije
(2).

Tehnicki je lakSe razviti metode za odredivanje koncentracije ukupnih (slobodni + vezani za
proteine) tireoidnih hormona nego metode odredivanja minornih koncentracija slobodnih
hormona. Koncentracije ukupnih hormona (TT4 i TT3) se mere u nanomolarnoim nivoima, a
koncenracije slobodnih hormona u pikomolarnom opsegu i da bi bile validne ne sme da postoji
interferencija koja poti¢e od koncentracije ukupnih hormona.

Metode odredivanja ukupnih tireoidnih hormona
U poslednje cetiri dekade metode odredivanja TT4 i TT3 su unapredivane primenom

razli¢itih tehnologija. PBI testovi koji su pedesetih procenjivali TT4, kao “protein-vezani jodid”
su Sezdesitih zamenjene prvim kompetitivnim protein vezuju¢im metodama i kasnije



sedamdesetih metodama radioimunoodredivanja (RIA). Danas se koncentracije TT4 i TT3 u
serumu odreduju metodama kompetitivnog imunoodredivanja koje su uglavnom neizotopske i
koriste enzime, fluoroscentne ili hemiluminiscentne molekule kao signale. Metode odredivanja
ukupnih hormona zahtevaju primenu inhibitora (agensi koji deluju putem zameneiili blokiranjem)
kao Sto je 8-anilino-1-naftalen-sulfonska kiselina (ANS) ili salicilat za oslobadanje hormona od
vezujucih proteina. Zamena vezanog hormona za protein seruma ovim agensima, zajedno sa
velikim razblazenjem uzorka olakSava vezivanje hormona za reagens antitela. U poredenju sa
TT4, desetostruko niza koncentracija TT3 predstavlja izazov u pogledu osetljivosti i preciznosti
odredivanja uprkos kori$¢enja vece zapremine uzorka (39). Mada postoje visoko precisceni
preparati kristalnog L-tiroksina i L-trijodtironina, joS uvek ne postoji referentna metoda za
njihovo odredivanje (40). Za rekonstituciju L-T4 i L-T3 preparata koji se koriste kao kalibratori
koriste se modifikovani proteinski matriksi ili humani serum “pool” i sastav proteina u njima nije
identi¢an onome koji je u serumu pacijenata. Ovo dovodi do toga ANS razli¢ito oslobada razli¢ite
koli¢ine hormona iz matriks proteina kalibratora i od TBG u uzorcima pacijenata. Ovo uti¢e na
dijagnosti¢ku tac¢nost odredivanja u slucaju kada je vezivanje za vezujuce proteine abnormalno,
kao §to je to slucaj kod NTI.

Dijagnosticka ta¢nost odredivanja ukupnih hormona bi trebalo da bude ista onoj koja postoji
pri odredivanju slobodnih hormona ukoliko bi svi pacijenti imali identi¢ne nivoe vezujucih
proteina sa sli¢nim afinitetima za tireoidne hormone. Nazalost, abnormalne koncentracije TT4 i
TT3 u serumu su ¢eSce prisutne kao rezultat abnormalnosti u vezivanju za proteine nego §to je to
zbog tireoidne disfunkcije. Najc¢es¢e je to zbog abnormalnih koncentracija TBG sekundarno
nastalih u trudnodi ili zbog terapije estrogenom, kao i zbog genetskih abnormalnosti u vezivanju
proteina. Osim toga, neki uzorci pacijenata sadrze druge abnormalne vezujuée proteine kao $to su
autoantitela §to odredivanje ukupnih hormona kao pojedinacnih testova ¢ini dijagnosticki
nepouzdanim (41). Iz ovih razloga odredivanje TT4 i TT3 u serumu tipi¢no se zahteva kao panel
dva testa koji ukljucuje procenu statusa vezujucih proteina direktnim imunoodredivanjem TBG ili
primenom “uptake” testa. Matematicki odnos izmedu koncentracije ukupnog hormona i rezultata
“uptake” testa se koristi kao “indeks”slobodnog hormona (42). Indeksi slobodnih hormona (FT4I
i FT3I) su koris¢eni vise od trideset godina za procenu slobodnih hormona, ali se zamenjuju
testovima procene slobodnih hormona koji koriste imunoodredivanje.

Vrednosti za TT4 u serumu variraju izmedu metoda u izvesnom stepenu i tipi¢an referentni
interval iznosi 58 - 160 nmol/L (4,5-12,6 ug/dL). Isto tako, vrednosti TT3 zavise od primenjene
metode i referentni opseg je 1,2 — 2,7 nmol/L (80 —180 ng/dL).

Testovi za procenu slobodnog tiroksina (FT4)
I slobodnog trijodtironina (FT3)

Tiroksin je ¢vr§¢e vezan za proteine seruma od T3 zbog Cega je bioraspoloziva frakcija
slobodnog T4 (FT4) manja od one koju ima slobodan T3 (0,02% za FT4 i 0,2%, za FT3).
Nazalost, fizicke tehnike koje se koriste za odvajanje minornih koli¢ina frakcija slobodnih
hormona od predominantnih frakcija vezanih za proteine su tehnicki zahtevne, nepodesne za
upotrebu i relativno skupe za rutinsku laboratorijsku primenu. Metode koje koriste fizicku
separaciju slobodnih hormona od hormona vezanih za proteine (tj. ravnotezna dijaliza,
ultrafiltracija i gel filtracija) su tipi¢no na raspolaganju u referentnim laboratrijama. Rutinske
klinicke laboratorije koriste razliCite testove za slobodne hormone koje procenjuju koncentraciju
slobodnog hormona u prisustvu protein vezanog hormona. Ovi testovi procene slobodnog
hormona koriste strategiju “dva testa” za izraCunavanje “indeksa” slobodnog hormona ili razli¢ita
odredivanja sa ligand prilazom (3, 41). U stvarnosti, bez obzira na pretenzije proizvodaca test
reagenasa, veéina, ako ne i svi testovi procene FT4 i FT3 zavise u izvesnom stepenu od vezivanja
za proteine (43, 44). Ovo utiCe na dijagnosti¢ku ta¢nost metoda za odredivanje slobodnih



hormona. Ove interferencije ukljucuju osetljivost na abnormalne vezujuce proteine, in-vivo ili in-
vitro efekte razli¢itih lekova, visoke nivoe FFA i endogene ili egzogene inhibitore vezivanja
hormona za proteine koji su prisutni u izvesnim patoloskim stanjima (18).

Tireoidna autoantitela

Autoimuna tireoidna oboljenja (AITD) uzrokuju o$tecenje celija i menjaju funkciju tireoidne
Zlezde putem humoralno i ¢elijski posredovanih mehanizama. Do oStecenja celija dolazi kada se
¢elije i inflamatornih reakcija. Promene u funkciji tireoidne zlezde nastaju zbog dejstva
stimlirajucih ili blokiraju¢ih autoantitela na receptore na membrani celije. U AITD su ukljuc¢ena
tri glavna tireoidna autoantigena: tireoperoksidaza (TPO), tireoglobulin (Tg) i TSH receptor.
Autoantitela na TSH receptore (TRAb) su heterogenena i mogu da podrazavaju dejstvo TSH i
uzrokuju hipertireoidizam koji se sre¢e kod Graves-ove bolesti ili alternativno da antagonizuju
dejstvo TSH i uzrokuju hipotireoidizam koji se nacesce javlja kod novorodenc¢adi Cije su su majke
imale antitela usled AITD. TPO antitela (TPOAb) su ukljucena u destruktivne procese tkiva
povezane sa hipotireoidizmom koji se sre¢e kod Hashimoto-ovog i atrofi¢nog tireoiditisa. Pojava
TPOADb obi¢no prethodi razvoju tireoidne disfunkcije. Izvesna ispitivanja ukazuju da su TPOAb
citotoksi¢na za tireoideu (45, 46).

Nomenklatura vezana za tireoidna autoantitela je raznolika i mnogostruka i to posebno u
slu¢aju antitela na TSH receptore (LATS, TSI, TBII, TSH-R i TRADb). Oznake TgAb, TPOAD i
TRAD su internacionalno preporucene i odgovaraju molekularnim entitetima (imunoglobulinima)
koji reaguju sa specifi¢nim autoantigenima koji se prepoznaju laboratorijskim testovima. Razlike
u metodama poti¢u od merenja razli¢itih molekularnih entiteta: metode mogu da detektuju samo
IgG ili 1gG plus IgM; TPOAD ili antitela naspram TPO i drugih membranskih autoantigena; TSH
inhibirajuca i/ili TSH stimuli§u¢a TRAb.

Laboratorijski testovi kojima se odreduju Celijski posredovani aspekti autoimunih procesa
danas nisu raspolozivi. Medutim, testovi humoralnog odgovora, kao §to su tireoidna autoantitela
se odreduju u vedini klinickih laboratorija. Nazalost, dijagnosticka i prognosticka primena
odredivanja tireoidnih autoantitela su ograni¢ena zbog razli¢itih tehnickih problema. Mada su
rezultati ovih odredivanja klinicki korisni, treba da se selektivno koriste.

TPOAD 1i/ili TgAb su vrlo Cesto prisutna u serumu pacijenata sa AITD (47). Medutim,
povremeno su rezultati tireoidnih autoantitela kod pacijenata sa AITD negativni. TRAb su
prisutna kod vecine pacijenata sa istorijom ili koji trenutno imaju Graves-ovo oboljenje.

Autoatitela na TSH receptore

TSH receptor je ¢lan superfamilije receptora sa sedam transmembranskih domena povezanih
sa G proteinima. Postoje tri tipa TRAb u zavisnosti da li se mere bioodredivanjem ili
odredivanjem receptora. Odredivanje receptora, odnosno TSH vezujuceg inhibitornog
imunoglobulina (TBII) ne meri bioloSku aktivnost direktno ali procenjuje da li uzorak sadrzi
imunoglobuline koji blokiraju vezivanje TSH u in vitro preparatu receptora. TSH stimuli$u¢a
antitela (TSAb) vezuju N-terminalni deo ekstracelularnog domena i podrazavaju dejstva TSH
indukujuéi post-receptor signal transdukciju i stimulaciju ¢éelije. Nasuprot, C-terminalni region je
vazniji za TSH receptor blokirajuca antitela (skracenice su TBAb ili TSBAb) koja blokiraju
stimulaciju ili preko TSAb ili preko TSH uzrokujuéi hipotireoidizam (48). Danas se zna da
nedostatak korelacije izmedu nivoa TRAD i klinickog statua pacijenata najvise potice zbog
cirkuliuéih TRADb koja su heterogena. Cinjenica da heterogenost TRAb moze da koegzistira
unutar individualnog pacijenta i da se menja sa vremenom je jedan od razloga zasto je teSko da se



razviju dijagnosticki taéni TRAD testovi (49, 50). U stvari, klini¢ka prezentacija pacijenata sa
Graves-ovim oboljenjem kod kojih su prisutni TSAb i TBAb/TSBAb verovatno ¢e zavisiti od
relativne koncentracije i afiniteta predominanatnog antitela. Pomeranje od stimuliSu¢ih do
blokiraju¢ih TRAb moze da objasni spontanu remisiju Graves-ovog oboljenja u toku trudnoce
(48, 51). Vazno je da se napomene da bioodredivanja koja koriste preparate ¢elija za merenje
bioloskih efekata TRAb (stimulaciju, inhibiciju TSH aktivnosti ili rast) mogu da detektuju
funkcionalne promene u TRAb heterogenosti. Nasuprot, odredivanja receptora odnosno TSH
vezujuceg inhibitornog imunoglobulina (TBII), a koja se koriste u veéini laboratorija, mere samo
sposobnost seruma ili preparata 1gG da blokira vezivanje TSH preparata i ne mere bioloski
odgovor. Ova fundamentalna razlika u dizajnu odredivanja objaSnjava postojanje slabe korelacije
izmedu bioodredivanja i odredivanja receptora (r = 0,31-0,65) (50, 52).

Klini¢ka primena odredivanja TRAb u dijagnozi i prac¢enju AITD jo$ uvek je kontraverzna i
razlikuje se geografski. Diferencijalna dijagnoza hipertireoidizma moze da se razresi kod vecine
pacijenata bez rezultata testiranja TRAb. Bez obzira na ovu ¢injenicu, na osnovu rezultata TRAb
moze da se razdvoji Graves-ovo oboljenje od tireotoksikoze, kao i drugih manifestacija
hipertireoidizma kao Sto su subakutni ili post-partum tireoiditis i toksi¢na nodularna struma.
Odredivanje TRAD se preporucuje kao pomo¢ u predvidanju toka Graves-ovog oboljenja. Do
snizavanja nivoa TRADb vrlo Cesto dolazi kod hipertireoidnih pacijenata u klinickoj remisiji posle
tretmana sa antitireoidnim lekovima (ATD). Po prestanku ATD, vrlo visoki nivoi TRAb veoma
dobro koreliraju sa promptnim relapsom, ali ovo uklju¢uje veoma mali broj pacijenata. Nasuprot,
kod znacajnog broja pacijenata sa nedetektibilnim ili niskim nivoom TRAb moze da dode do
relapsa. Meta analiza o odnosu izmedu nivoa TRAD i rizika za relaps je pokazala da se 25%
pacijenata pogreSno klasifikuje na osnovu odredivanja TRAb. Ovo ukazuje da je posle ATD
terapije neophodno pracenje pacijenata bez obzira na nivo TRAb u tom periodu i da merenje
TRAD predstavlja troSak da bi se koristilo za tu svrhu (53).

Zakljucak

Poboljsanje specific¢nosti i osetljivosti biohemijskih tireoidnih testova u prethodnih etrdeset
godina je dramati¢no uticalo na klini¢ke strategije u detekciji i tretmanu tireoidnih oboljenja.
Pobolj$anje osetljivosti metoda za odredivanje tireoidnog stimuliSuéeg hormona, tiretropina
(TSH) je omogucilo detekciju hipertireoidizma. ,,Kvalitet metoda za odredivanje TSH istorijski
je odredivan na osnovu klinickog zahteva da se odredivanjem postigne razdvajanje eutireoidnih
nivoa (~ 0,4 do 4,0 mIU/L) od jako niske (<0,01 mlU/L) koncentracije TSH koja je tipi¢no
prisutna kod Graves-ove tireotoksikoze. Veéina metoda kojima se danas odreduje TSH ispunjava
zahtev za detekcionim limitom od 0,02 mIU/L ili nizim od 0,02 mIU/L (“tre¢a generacija”
metoda) (35). Ove nove metode su najée$ée zasnovane na neizotopskim imunometrijskim
odredivanjima (IMA) i primenjuju se na razliitim automatizovanim platformama za
imunoodedivanje. Sa uspostavljanjem standarda izvodenja nastavlja se sa razvojem metodologije
i novih tehnologija i instrumenata kao podrska u dijagnozi hipertiroidizma.
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