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SLUZBA ZA NUKLEARNU MEDICINU MEDICINSKOG CENTRA ZAJECAR
RADIOIZOTOPSKA LABORATORIJA INSTITUTA »BORIS KIDRIC«, VINCA

DEGRADACIJA SINTETSKOG THYROTROPIN-RELEASING
HORMONA U KRVI LJUDI IN VIVO I IN VITRO

Paunkovié N., Miladinovié¢ J., Albahari S.
uvoD

Podaci da se endogeni »thyrotropin-releasing hormone« (TRH) moze detektovati u plazmi
periferne krvi ljudi (2,5,7) nagovestavali su da ¢e se asortiman metoda za ispitivanje
hipotalamo-hipofizo-tireoidne osovine uskoro dopuniti i direktnim odredjivanjem koncentracije
TRH. Medjutim, protivrecni izvestaji o vrednostima ovog hormona u cirkulaciji bolesnika sa
poremecenom tireoidnom funkcijom (6,7,8) naveli su nas da pre klinicke primene proverimo
metodu za radioimunolosko odredjivanje TRH. Nasa ispitivanja su pokazala da se u plazmi
periferne krvi ljudi, kako zdravih tako i onih sa tireoidnim disfunkcijama, ne moze da detektuje
TRH, a da su rezultati koje su saopstili neki autori verovatno artefakti (9,10).

U ovom radu smo radioimunoloski test za TRH koristili za izu¢avanje nekih metodoloskih i
metabolickih aspekata koji se odnose na enzimsku degradaciju sintetskog TRH u krvi ljudi.

MATERIJAL | METODE

Koristili smo specifi¢an i osetljiv radioimunoloski test koji je razvijen u Institutu »Boris Kidri¢«
u Vin¢i (S.Albahari). Njegovo Kkarakteristike smo naveli predhodno (10). Uzorci plazme za
odredjivanje TRH dobijaju se uzimanjem venske krvi u ohladjene epruvete koje sadrze
mesavinu koja inhibira enzimsku degradaciju TRH. Ova inhibiciona meSavina se sastoji od
EDTA, 8-hydroxi quinolina (8-HQ) i Tween 20 (7). Mi smo iz nje izbacili Tween 20 za koji
smo dokazali da je uzrok lazne detektabilnosti TRH (10).

U ovom radu smo ispitivali: 1) Pouzdanost i trajnost inhibicije enzimske degradacije TRH u
ljudi nasim modifikovanim postupkom (bez Tween 20); 2) Merenje brzine degradacije
sintetskog TRH u cirkulaciji eutireoidnih osoba; 3) Merenje brzine degradacije sintetskog TRH
u krvi eutireoidnih osoba »in vitro«; i 4) Procese navedene pod (2) i (3) kod bolesnika sa
promenjenom funkcijom Stitaste zlezde.

REZULTATI

1. Testiranje pouzdanosti enzimske inhibicije

Inhibiciona mes$avina (EDTA, 8-HQ,T) dugotrajno inhibira degradaciju TRH u plazmi (7). Mi
smo sada iz nje izbacili T (Tween 20), jer smo nasli da je uzrok laznoj detektabilnsti TRH. Da
bismo ispitali da li je za tu namenu dovoljan samo 8-HQ uz dotatak antikoagulantnog sredstva
EDTA, izveli smo sledeca ispitivanja:

a) »Recovery« test: u plazmi koja ne sadrzi TRH rastvorili smo sintetski TRH uz dodatak
EDTA i 8-HQ i odredjivali dodate koli¢ine. Rezultate testa smo prikazali na tabeli 1.
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Tabela 1 VREDNOSTI “RECOVERY TESTA”
Broj uzoraka dodato TRH pg/ml dokazano TRH %
5 50 70+2
5 200 84+4
2 800 94+5

b) Ispitivanje konstantnosti koncentracije TRH, na slede¢i naéin: Sestorici zdravih dobrovoljaca
ubrizgali smo intravenski male koli¢ine (5 do 20 mcg) sintetskog TRH (Berlin Chemie). Nakon
5 min od ubrizgavanja iz vene druge ruke smo uzeli uzorak krvi i od njega po 5 ml usuli u dve
staklene epruvete sa inhibicionom me$avinom (0,1 ml 10% EDTA i 0,5 mg 8-HQ na 1 ml krvi).
Iz jedne epruvete smo predhodno opisanim postupkom (10), odmah pripremili uzorak za
odredjivanje TRH. Drugu smo stavili u termostat na 37°C, uz povremeno mesanje. Uzorak iz
nje smo pripremili posle 3h. 1z oba uzorka istovremeno je odredjivana koncentracija TRH
(tabela 2).

Tabela 2 REZULTATI ODREDJIVANJA KONCENTRACIJE TRH NA 37 ° Uz
ENZIMSKU INHIBICIJU BEZ TWEEN 20

Redni broj I uzorak (Oh) TRH pg/ml Il uzorak (3h) TRH pg/ml
1 970 975
2 724 746
3 554 535
4 549 536
5 353 373
6 187 209
sr. vred. 556 562
st. dev. 275 271
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Grafikon 1 — Degradacija sintetskog TRH u perifernoj
cirkulaciji eutireoidnih osoba
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2. Degradacija TRH u perifernoj cirkulaciji eutireoidnih osoba ispitana je postupkom: grupi
od 5 zdravih dobrovoljaca intravenski su ubrizgane male koli¢ine (4 do 40 mcg) sintetskog
TRH. Uzorci su uzimani iz vene druge ruke nakon 2 min, i dalje na po 5 min, ukupno cetiri
puta, u epruvete sa inhibicionom mesavinom (EDTA, 8-HQ). Opisanim postupkom iz njih su
odredjene koncentracije TRH (grafikon 1).

3. Degradacija TRH u krvi eutireoidnih osoba »in vitro«. Metod: Grupi od Sest zdravih
ispitanika (ispitivanje kori§¢eno istovremeno i za podatke predstavljene na tabeli 2) ubrizgane
su male (5 do 20 mcg) sintetskog TRH. Pet minuti nakon injiciranja iz vene suprotne ruke
uzimana je krv i odmah odvajana u staklene epruvete koje sadrze samo EDTA kao
antikoagulans (0,1 ml 10% EDTA na 1 ml krvi). Epruvete su stavljane u termostat na 37°C.
Enzimska degradacija TRH u krvi in vitro prekidana je dodavanjem 8-HQ (0,5 mg na 1 ml
krvi). Ovo je izvedeno kod tri osobe u vremenu od 0 (odmah po uzimanju krvi), 60, 120 i 180
min. a kod druge tri osobe u vremenu od 0, 30, 60 i 90 min. Iz svih uzoraka odredjene su
koncentracije TRH (grafikon 2).
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Grafikon 2 — Degradacija sintetskog TRH u krvi euti-
reoidnih osoba »in vitro«

4. Degradacija TRH u krvi bolesnika sa tireoidnim disfunkcijama (in vivo i in vitro)
izuCavana je na samo 4 bolesnika (tabela 3).

Tabela 3 POLUVREME RAZGRADNJE SINTETSKOG TRH U KRVI TIREOIDNIH
BOLESNIKA (IN VIVO I IN VITRO)

bolesnik, dg T (in vivo) min Ty, (in vitro) min
M. Basedowi 4,5 20
M. Basedowi 51 40
Hypothyr. prim. 4.8 32
Hypothyr. prim. 5,0 30
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DISKUSIJA

Thyrotropin-releasing hormone je tripeptid koji vrlo brzo nestaje iz periferne krvi delovanjem
inhibicionih enzima i metaboli¢kom degradacijom. Ova razgradnja TRH se vr$i i u Krvi in vitro
pod dejstvom degradacionih enzima (6).

Pomenuta degradacija TRHvazna je iz vise razloga: a) Ona je uzrok $to se, uz znatnu diluciju u
distribucionom prostoru, u perifernoj krvi nalaze koncentracije endogenog TRH ispod nivoa
detektabilnosti; b) Ovu enzimsku degradaciju neophodno je blokirati kada se Zeli da pokusa
odredjivanje TRH u cirkulaciji (endogenog ili injiciranog sintetskog); c) Postoji moguénost da
je veli¢ina ove enzimske degradacije razli¢ita u krvi ljudi u odnosu na funkciju njihove
tireoideje.

Mi smo u predhodnim radovima (9,10) primetili da koriS¢enje neadekvatne »inhibicione smese«
za blokadu degradacionih enzima dovodi do lazne detektabilnosti TRH. U ovom radu smo
detaljnije ispitali naSu modifikaciju sastava inhibicione smeSe. Nasli smo da je u tu svrhu
dovoljno enzimsku degradaciju inhibirati dodavanjem EDTA i 8-HQ krvi u kojoj se zeli
blokada enzima. Ovakva blokada je dugotrajna (najmanje 3h) i kada se ne radi u uslovima nize
temperature (Cak i na 37°C). Ovom modifikacijom dobili smo pogodan test za odredjivanje
TRH.

ZAKLJUCAK

Ispitivanjem koncentracija sintetskog TRH u krvi ljudi in vivo i in vitro, nasli smo da on iz
cirkulacije eutireoidnih osoba i§¢ezava brzo, u eksponencijalnom ritmu (poluvreme oko 5 min),
a iz krvi in vitro sporije (bieksponencijalno, sa prvim poluvremenom od oko 30 min). Mali broj
za sada ispitanih bolesnika ne pokazuje razlike u brzini ove enzimske degradacije TRH kod
razli¢itih stanja tireoidne funkcije.

Neki nasi nalazi u vreme objavljivanja prvih naSih podataka (9) bili su u suprotnosti sa
navodima iz literature (2,7). Medjutim, sveZija saopstenja (4) kao i radovi prezentirani nedavno
na jednom inostranom nau¢nom skupu (1,3) potvrdjuju naSa zapazanja o nemogucnosti
detekcije endogenog TRH u perifernoj krvi. Podaci o enzimskoj i metabolickoj degradaciji
sintetskog TRH, koju smo izucavali u ovom radu, uglavnom su u saglasnosti sa sli¢nim, doduse
retkim ispitivanjima (4,6).
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