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NUKLEARNA MEDICINA, ZDRAVSTVENI CENTAR ZAJECAR

TESTIRANJE AUTOIMUNE TIREOIDNE STIMULACIJE

Paunkovié Nebojsa, Dzejn Paunkovi¢

U fizioloskim uslovima S§titasta Zlezda je stimulisana tireotropnim hormonom adenohipofize.
Intaktnost funkcionisanja hipotalamo-hipofizo-tireoidne osovine najbolji je dokaz eutireoidnog
stanja.

U autoimunoj hipertireozi (Graves-Bazedovljeva bolest) Stitasta Zlezda je pod uticajem
»patoloskih stimulatora«. Otkricem humoralnog stimulatora »dugog dejstva« (Long Acting
Thyroid Stimulator — LATS) od strane Adams-a i Purves-a, 1956 (1) zapoceta je era
razumevanja etiologije autoimune hipertireoze. Identifikovanje prirode LATS-a (2),
razumevanje njegovog delovanja na receptore za TSH tireocita (3), povezivanje ove
»humoralne« stimulacije sa celularnim imunitetom (4,5) dovelo je do znacajnog razjasnjenja
etiopatogeneze ove bolesti, ali i do razvoja niza metoda i postupaka za detekciju ove stimulacije
(6,7,8,9,10).

U nadelu, testovi za procenu autoimune tireoidne stimulacije mogli bi da se svrstaju u nekoliko
grupa:

Indirektno dokazivanje tireostimulantnih autoantitela (TSAb) radioreceptorskim testom
Direktno dokazivanje ove stimulacije u serumu obolelih merenjem efekata in vivo ili in vitro
koje ona izaziva:

— testiranje LATS-a

— merenje generacije CAMP u tireocitima

— uticaj na akumulaciju jodida i na sekreciju trijodotironina u in vitro ¢elijama Stitaste Zlezde
— in vivo merenjem »trapping-a« jednovalentnih anjona u tireoidej

Analogno dokazivanje autoimune stimulacije (testiranje drugih tireoidnih autoantitela)
Testiranje celularnog imuniteta

U ovom saopstenju ¢e biti prikazane samo one metode testiranja autoimune stimulacije Stitaste
zlezde sa kojima autori imaju iskustvo.

METODOLOGIJA | REZULTATI

Dokazivanje autoantitela na TSH receptore radioreceptorskim testom

Membranska frakcija tireocita (Coveka ili nekih zivotinja) moZe da posluzi kao bogat izvor
receptora za tireotropin (TSH-R). Ako se ovoj frakciji doda specifi¢ni »obelezeni« ligand (**I
TSH), njegovo vezivanje moze da se inhibira neobelezenim ligandom (endogenim ili egzogeno
dodatim TSH) ali i autoantitelima koja se vezuju na TSH-R. Ova inhibicija bi¢e u srazmeri sa
koncentracijom autoantitela koja se na taj nac¢in mogu da detektuju.

Danas postoje vrlo kvalitetni (i skupi) komercijalni kompleti za izvodjenje ovog
radioreceptorskog testa. TRAK-assay, Henning, Germany, kao receptorsku komponentu koristi
solubilizovane membrane svinjskih tireocita, naknadno liofilizirane, kao radioaktivnu
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preparaciju jako dobar obelezeni TSH za receptorske studije (»receptor grade«) a kao neaktivnu
komponentu (»standarde«) preparaciju sa tireotropnim delovanjem (MRC Research standard

B.65/122) (11,12).

Mi smo uspeli da supstitui§emo dve od tri navedene komponente ovog radioreceptorskog
(RRA) sistema. Proizveli smo kvalitetne membranske preparacije (receptorska komponenta), a
standard B.65/122 vrlo uspe$no zamenili komercijalnim preparatom sa tireotropnim delovanjem

(13) (grafikoni 1i 2).
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Grafikon 1 Radioreceptorski test za tireotropin: testiranje membranskih preparacija
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Grafikon 2 Radioreceptorski test za tireotropin: testiranje neobelezenog hormona
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Ovim radioreceptorskim testom u serumu obolelih od Graves-ove bolesti detektuje se aktivnost
koja ometa vezivanje »obelezenog« TSH na receptor (Thyrotropin Binding Inhibitor
Immunoglobuline — TBII), odnosno autoantitela na TSH-R (TRAD).

Desetak poslednjih godina mi koristimo ovaj test (14,15). Rezultati nekih nasih ispitivanja
prikazani su na grafikonima 3 i 4.
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Grafikon 3. UCcestalost TSH-R antitela kod bolesnika sa hipertireozom u
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Grafikon 4 Metabolicki status TSH-R Ab negativnih i pozitivnih bolesnika
od Graves-ove bolesti u toku terapije

Kao $to se sa grafikona uocava u nelecenoj autoimunoj hipertireozi zastupljenost TBII je oko
90%, njihova ucestalost pada u toku medikamentne terapije i gotovo i§¢ezava u trajnoj remisiji
(grafikon 3). U toku terapije neSto visSe od polovine bolesnika reaguje smanjenjem do
normalizacije TBII (»responderi«), kod oko ¥ visok nalaz perzistira (»neresponderi«), dok se
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kod oko Y4 zavrzava ili ¢ak povecava intenzitet TBII uz ispoljavanje hipometabolickog stanja
(grafikon 4) (15,16).

Rezimirajuéi naa zapazanja o vrednosti primene radioreceptorskog testa za dokazivanje
antitela na TSH receptor mozemo reéi: ova autoantitela su pozitivna u nele¢enoj Graves-0voj
bolesti i u korelaciji su sa funkcijom tireoideje, tj imaju tireostimulantni ucinak
(tireostimulantna antitela — TSADb). U jednog manjeg broja bolesnika, u toku tireosupresivne
terapije, a retko i1 spontano, i pored visokog titra TRAb javlja se hipotireoza. Logicno je
predpostaviti da u njih ova autoantitela imaju tireoblokirajuéi karakter (TSBAD).

Merenje stimulatornog uc¢inka antitela na TSH receptore

a) Testiranje LATS-a

Ranih sedamdesetih godina i mi smo pokus$ali da razvijemo metodu za dokazivanje LATS-a
(17). U to vreme, a i kasnije, u nasoj zemlji metodu su primenjivali samo istraZivaci iz jedne
institucije (18). Metodu smo izvodili na osnovu McKenzie-evog ogleda namievima (19) uz
maksimalne  improvizacije  (zamena  komercijalne  niskojodne dijete  hranjenjem
eksperimentalnih Zivotinja je¢mom iz jodoprivnih terena, koriSéenje rastvorenih tableta
tiroksina za injekcionu aplikaciju miSevima, merenje radioaktivnosti u improvizovanom brojacu
itd. Mada je metoda bila vrlo zametna a mi neiskusni eksperimentatori, dobili smo
zadovoljavajuée i reproducibilne rezultate. Metodu iz brojnih organizacionih i tehnickih razloga
nismo dalje primenjivali a rezultate u to vreme nismo nigde publikovali smatrajuci da je broj
testiranih bolesnika mali.

b) Stimulacija generisanja cCAMP u tireocitima in vitro

Kao i kod veéine drugih membranskih receptora, nakon stimulacije agonistickim hormonom,
generiSe se kao »second messanger« ciklicni AMP. Na ovom efektu se zasniva testiranje
delovanja tireostimulantnih autoantitela (TSAb) na isecke tireoidnog tkiva ili jo§ bolje na
izolovanje tireocite u in vitro sistemu (20,21,22).
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Grafikon 5 Uticaj seruma obolelih od Graves-ove bolesti i zdravih
osoba na stvaranje cAMP

Prvi naucni skup o stitastoj zlezdi, Zlatibor, 1994.



Cetvrto poglavlje: Autoimunitet i Stitasta Zlezda 193

Poslednjih nekoliko godina mi smo razvili metodu koja se ukratko sastoji u sledeem: iz tek
zaklanih svinja vadi se tireoideja i iz nje se kolagenaznom digestijom izdvajau tireociti u
suspenziji (u modifikovanom Henksovom puferu). Tireostimulantna antitela se odredjuju iz
globulinske frakcije ispitivanog seruma bolesnika (dobijene talozenjem PEG-om) koja se
inkubira sa predhodno pripremljenom tireocitnom suspenzijom. Odgovaraju¢im RIA odredjuje
se novonastala koncentracija cAMP koja je merilo tireostimuliraju¢e aktivnosti. Detalji metode
se mogu na¢i na drugom mestu (23). Ovaj sistem reaguje na dodate »tireostimulantne
supstance« (bovini TSH, pomenuti B.65/122 standard) ali naravno i na prisustna TSAb u
serumu (grafikon 5).

Malom modifikacijom, tj. dodavanjem jo$ jedne faze ovom sistemu za generisanje cAMP,
dobija se metod za odredjivanje autoantitela koja samo blokiraju TSH receptor (TSBADb), tj.
ometaju delovanje dodatog TSH, a da sama ne izazivaju aktivaciju receptora. Ovo je krupna
dopuna razlikovanju antireceptorskih antitela koja se detektuju radioreceptorskim testom —
TBII.

¢) Testovi akumulacije radiojoda u tireocite in vitro

Aktiviranjem TSH-R podinje ¢itav niz postreceptorskih dogadjaja od kojih je jedan od prvih
testiran predhodnim testom (generacija cAMP). Dogadjaji koji slede nakon toga vezani su za
metabolizam jodida i biosintezu tireoidnih hormona. Akumulacija jodida moze da se koristi u
testovima in vitro - isecci tireoideje ili tireociti u suspenziji i kulturi (24,25). Mi smo koristili
preseke i celijsku suspenziju svinjskih $titnjaca da bismo dobili podesan sistem za testiranje
TSAb. Mada se vrii zna¢ajna stimulacija akumulacije dodatog **'I u ¢elijski sistem poznatim
tireoidnim stimulatorima (TSH, B.65/122 standard), dodavanjem seruma ili koncentrovanog
1gG ispitivanih bolesnika, ne dobijaju se merljivi efekti (23). Serum sam po sebi blokira ulazak
radiojoda, pa taj metodoloski nedostatak treba resiti pre primene (25).

d) »Trapping« “™T¢ pertehnetata u titnja¢u in vivo

Ulazak drugih jednovalentnih anjona (pehlorat, pertehnetat) analogno je uplivisan tireoidnim
stimulatorima sli¢no ulasku jodida u Stitnjatu. U dijagnostickom postupku Cesto se koriste
testiranja Stitaste Zlezde **™Tc pertehnetatom, ali tim testovima se meri tireoidna funkcija
(26,27). Mi smo razradili test za merenje akumulacije radioaktivnog pertehnetata kod bolesnika
in vivo u »ranoj fazi« (28). Tehnikom »normalizovanog slope-a« meri se indeks tireoidnog
»uptake-a« (TcU index) koji po naSem misljenju korelira sa autoimunom stimulacijom. Sa ovim
misljenjem slazu se i autori koji su ovaj na$ test primenjivali (29). Rezultati ovog testiranja
prikazani su na grafikonu u citiranom ¢lanku (na slici 2).

Analogno dokazivanje autoimune stimulacije

Imaju¢i u vidu Cinjenicu da je nalaz stimulatornih autoantitela u cirkulaciji obolelih od
autoimune hipertireoze posledica poremecéenog celularnog imuniteta (30), logi¢no je
predpostaviti da ¢e se naé¢i i druga autoantitela u serumu obolelih. Ovim »analognim
postupkom« moze da se pokusa procena autoimune stimulacije Stitaste zlezde.

a) Dokazivanje autoantitela na tireocitne mikrozome (TMADb)

I pored toga Sto se danas zna da je tireocitni mikrozomni antigen bar ve¢im delom porekla
tireocitne peroksidaze (31), Sto je najve¢im delom jasna uloga TMADb u Hashimoto tireoiditisu
(32), nalaz ovih autoantitela u obolelih od Graves-ove bolesti nije dovoljno razjasnjen (33). Ni
nasa ispitivanja nisu nam razjasnila znacaj ovih autoantitela u autoimunoj hipertireozi. Njihova
incidenca je znatno niza u novodijagnostikovanoj bolesti od nalaza TBII (67% u odnosu na
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87%), niti ista i§¢ezavaju u remisiji. Mi smo stoga misljenja da nalaz TMADb za sada samo moze
da potvrdi autoimunu prirodu hipertireoze a ne moze da se koristi za predikciju remisije ili
relapsa (34).

b) Antitela na dezoksiribonukleainsku kiselinu (anti DNA)

Krajem osamdesetih godina pojavili su se izvestaji o nalazu antitela na dvolan¢anu DNK kod
Graves-ove bolesti (35). Mada su nalazena u nizem titru nego kod SLE, incidenca je bila vrlo
visoka, prakti¢no kao i za TBII i TMADb. Kasniji izvestaji su koriS¢enjem specifi¢nijih metoda
(imunofluorescencija umesto RIA) zakljucili da se radilo o nespecifiénom vezivanju anti DNA
u RIA testu (36). Mi smo u to vreme koriste¢i RIA (Amersham) odredili koncentraciju anti
DNA u 30 osoba (10 zdravih, 10 sa neleCenom Bazedovljevom boles¢u i 10 sa evolutivnim
sistemskim lupusom) i dobili sledeée nalaze: zdravi 6,87 (st.dev 3,1); M.Basedowi 22,9 (st.dev
6,2) i SLE 91,8 (st.dev 9,9) U/ml (37). Ove nalaze smo dobili pre drugog citiranog rada (36),
nismo ih publikovali a ni dalje istrazivali u tom smeru, uglavnom iz finansijskih razloga.

Testiranje celularnog imuniteta

Mada je prva karika u etiopatogenezi Graves-Bazedovljeve bolesti poremecaj celularnog
imuniteta (poremecen odnos T »supresora« i »helpera«) i mada ima puno izveStaja iz ove
oblasti (38), jos uvek nije na raspolaganju neka rutinska metoda iz ove grupe. Sli¢no se odnosi i
na kariku koja povezuje celularni sa humoralnim imunitetom u imunogenoj hipertireozi —
testiranje interleukina i njihovih receptora (39), kao i na onu koja predhodi celularnom
imunitetu, tj. determinisanost imunog odgovora u vezi sa genetskim ¢iniocima. Sem nekih
pokus$aja mi sa ovom grupom testova nemamo iskustva.

ZAKLJUCNE NAPOMENE

Graves-Bazedovljeva bolest je autoimuna hipertireoza u ¢ijoj patogenezi bitnu ulogu ima
cirkulatorni tireoidni stimulator. Danas se zna da je taj Cinilac autoantitelo upravljeno na
receptor za TSH na membrani tireocita i da ima stimulatorno dejstvo na njega.

Dokazivanje postojanja ovih autoantitela najjednostavnije se vrsi radioreceptorskim testom.
Siroka primena ovog korisnog testa zahteva korisnicima stavljanje na raspolaganje kvalitetnih i
jevtinih komponenti. Nasim ispitivanjem dobijena je solidna osnova za ovu namenu.

Kako se radioreceptorskim testom dokazuje samo prisustvo autoantitela na TSH receptor, a ne i
njihovo dejstvo (tj. ne potvrdjuje se stimulacija) to je neophodno Koristiti i neki test iz druge
grupe. Mada je najspecifi¢niji i najsenzitivniji test merenje generacije cCAMP, ¢iju smo jednu od
modifikacija i mi razvili, njegova primena ipak nije jednostavna za rutinski rad. Mozda ¢e
komercijalne preparacije tireocitnih kultura (FRTLs) resiti ove nedostatke? Mi za sada rutinski
primenjujemo nasu metodu »rane akumulacije« *™Tc pertehnetata sa kojom smo uglavnom
zadovoljni. 1 dalje radimo na usavrSavanju testiranja cAMP i razmatramo otklanjanje
nedostataka metoda za in vitro ugradnju jodida.

Odredjivanje drugih autoantitwela smatramo da za sada ne moze da bude adekvatna zamena za
detekciju TRAb. Naravno za ovo su potrebna dalja iskustva kao i za testiranje celularnog
imuniteta i genetskih cinilaca.
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