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SLUZBA ZA NUKLEARNU MEDICINU, ZDRAVSTVENI CENTAR U ZAJECARU

OPTIMIZACIJA RADIORECEPTORSKOG TESTA ZA ANTITELA NA
RECEPTORE ZA TSH

Paunkovié Nebojsa, Dzejn Paunkovi¢ i Kosta Nikoli¢

Danas je op$te prihvaceno da tireostimulantna antitela iz seruma obolelih od Graves-
Bazedovljeve bolesti , pored toga $to pokazuju stimulacioni efekat na receptore za TSH,
ometaju i vezivanje TSH na njih (TBI). Prvi modeli za dokazivanje »tireostimulantnih
imunoglobulina« bili su zato zasnovani na ometanju vezivanja »obelezenog« TSH na »sirove«
membranske preparacije humanih ili animalnih tireocita (1,2). Mada je, posebno u klinickim
krugovima, zavladala dogma da 1gG seruma obolelih od Graves-ove bolesti inhibira vezivanje
»obelezenog« TSH, dok IgG zdrave osobe to ne €ini, ipak su prva zapazanja ukazivala na
nedovoljnu senzitivnost i specifiénost tih testova (3,4). Savesni istrazivaci saopstavaju da se
ometanje vezivanja radioaktivnog TSH na tireocitne membrane u mnogo slucajeva dobija i
delovanjem 1gG a pogotovo seruma eutireoidnih osoba (5). Predlozene su modifikacije testa
zasnovane na ¢vrstini vezivanja specifi¢nih i nespecifi¢nih inhibitora na TSH receptore (5). Ovi
radovi su praktiéno prekinuti kada se umesto »sirovih« membrana pocinju Kkoristiti
solubilizovani proteini membranskih receptora i uz to umesto maksimalnog specifi¢nog
vezivanja odgovarajuéi parametar u eutireoidnom serumu, umesto u reakcionom puferu (6).

Mi smo ispituju¢i komponente radioreceptorskog testa koje smo sami pripremili takodje
registrovali visoko ometanje »obelezenog« TSH (TSH) od strane eutireoidnog seruma (7). Iz
tog razloga smo razradili postupak za kori§¢enje solubilizovanih tireotropinskih receptora.

MATERIJAL | METODA

»Sirove« tireocitne membrane dobijali smo iz $titnjaca svinja postupkom koji smo objavili
(7,8). Solubilizaciju receptorskih proteina sa membrana vrsili smo rastvaranjem istih u 1%
rastvoru deterdzenta Lubrol u TRIS-NaCl puferu. Ovako solubilisani proteini koris¢eni su
neposredno, najcesée u koncentraciji od 5g/l.

Za obelezavanje radioaktivnim jodom (‘*I) koris¢en je bovini TSH (ICN). Primenjen je
postupak laktoperoksidaznom metodom (S.Savin, INEP) ili hloraminom T u naSoj laboratoriji
(9). Po obelezavanju vrSena je afinitetna purifikacija na »sirovim« membranama tireocita
svinja, sa kojih je ovako preéi§¢en hormon eluiran u visoko molarnom elektrolitnom rastvoru.
Kvalitet ovako pripremljenog radiojodiranog TSH predhodno je ispitan na modelu sirovih
tireocitnih membrana (7).

Neradioaktivni preparat sa tireotropinskim delovanjem, koji se koristi za proveru sistema,
Ambinon (Organon, Holland) pripremljen je u odgovaraju¢im dilucijama u eutireoidnom
»pool« serumu.

Serum velikog broja eutireoidnih osoba (eutireoidna kontrola) kao i ispitivani serumi, dobijeni
su na uobicajeni nacin.

Test je izvodjen na slede¢i nacin: 0,1 ml solubilizovanih receptora i ista koli¢ina ispitivanog ili
kontrolnog seruma, preinkubirana je na sobnoj temperaturi 30 min. Posle dodavanja 0,1 ml
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radiojodiranog receptorski preéi§¢enog TSH vrSena je inkubacija 60 min na 37 stepeni. Po
zavrsetku inkubacije stalozeni su receptorski proteini na koje su se vezali IgG seruma 20%
PEG-om i oboreni centrifugovanjem na 3.000xg u toku 20 min. Posle aspiracije supernatanta
merena je radioaktivnost precipitata. Rezultat testa je iskazan kao % inhibicije vezivanja
»obelezenog« (TSH):

% INH =100 x (1-SB TSHeu ser).
Testirani su parametri: nespecifiéno vezivanje (NSB) dobijeno merenjem procenta vezanog
radioaktivnog TSH u epruveti sa eutireoidnim serumom i rastvorom Lubrola umesto
receptorske preparacije, maksimalno vezivanje  (TSH") u epruvetama sa eutireoidnim “pool”
serumom (SB max EU), kao i provera sistema testa preparacijama Ambinona (“inhibiciona
krivulja”).
Ovako izveden i predhodno proveren radioreceptorski test primenjen je na 18 seruma
eutireoidnih osoba i1 22 seruma bolesnika sa novodijagnostikovanom Bazedovljevom boleséu.
Dijagnoza je postavljena na uobi¢ajeni nacin, klinickim i laboratorijskim metodama.

REZULTATI

U 10 nezavisnih eksperimenata odredjeni su NSB i SB max EU. Rezultati su prikazani na tab 1.

Tabela 1 OSNOVNE KARAKTERISTIKE TESTA
NSB SB max EU
n 10 10
X 9,0 5,47
SD 1,58 1,41

Specifi¢na inhibicija preparatom sa tireotropnim delovanjem merena je dilucijama Ambinona u
kontrolnom (eutireoidnom) serumu. Rezultati su predstavljeni u vidu »inhibicione krivulje«
konstruisane kao srednje vrednosti tri nezavisna odredjivanja. Ove dilucije treba pripremiti i
koristiti unutar dvadesetak dana jer stajanjem na 4° inhibitorna aktivnost se gubi (slika 1).
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Slika 1. Provera receptorske vitalnosti membranskih preparacija skladistenih na -20°C
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Slika2. Inhibicija vezivanja TSH* na solubilizovane re-

ceptorske proteine od strane kontrolnih i ispitivanih se-

ruma
Rezultati testiranja ometanja vezivanja TSH™ (TBI) pod uticajem eutireoidnih (kontrolna grupa)
i ispitivanih (nele¢ena Graves-ova bolest) seruma prikazani su na slici 2.

DISKUSIJA

Prikazali smo pripremanje osnovnih komponenti radioreceptorskog testa (RRA) kojim mogu da
se testiraju imunoglobulini koji ometaju vezivanje radiojodiranog TSH (TBII). Kao model testa
koriS¢ena je inhibicija vezivanja na solubilizovane proteine TSH receptora uz talozenje vezanih
imunoglobulina PEG-om. U ovom modelu nedostaje uobi¢ajeni parametar RRA — maksimalno
specifi¢no vezivanje (SB max).Umesto njega koristi se odgovarajuci parametar u eutireoidnom
serumu koji je znatno manji od maksimalnog vezivanja (inhibisano je vezivanje eutireoidnim
serumom) ali je zato pogodan kao negativna referentna vrednost.

RRA izveden ovim komponentama na opisan nacin pokazuje zadovoljavajue parametre i
odlike: NSB je prosecno 9%, senzitivnost je 77% a specificnost je 95%. Sli¢nu senzitivnost ili
bar ne mnogo vecu navodi i jedan deo stranih istrazivaca (10), a i nasi rezultati dobijeni
kvalitetnim komercijalnim kompletom kretali su se od 74% (11) do 84% (12). Ipak nasim
testom dobija se nedovoljno visoka referentna vrednost (SB max EU) koja se kretala od 4 do
8%, $to nije nista bolje od istog parametra dobijenog na »sirovim« membranama (7), a znatno je
loSije od odgovarajuée vrednosti u komercijalnom RRA (13). Osnovni uzrok niskog
maksimalnog vezivanja TSH" u eutireoidnom serumu verovatno je mala specifi¢na bioloska
aktivnost preparacije koju smo imali (Tirotropin, ICN) koja iznosi samo 10 J/g za razliku od
TSH koji se obi¢no koristi za receptorske studije, 20 J/mg (8).

Rezultati koje smo prezentirali govore da smo savladali postupke za radioreceptorski test za
antitela na TSH receptore. Potrebno je poboljsati kvalitet preparacije TSH za radiojodiranje i
zajedno sa nekom proizvodjackom laboratorijom sprovesti finalizaciju pripreme komponenti
(liofilizacija i sl).
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