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Obsahem tohoto sdéleni je strucné vysvétleni podstaty a vyvoje metodik laboratornich in-vitro testu v tyreologii. Jsou podany
informace o druhu a zpisobu odbéru biologického materialu, klinickém vyznamu vysetieni, diskutovana je vypovédni hodno-
ta vysetreni a stavy, které vyznamné ovliviiuji jejich vysledky. Soucasti prehledu je i obecné diagnostické schéma vysetrovani

poruch funkce stitné zlazy s vyuzitim laboratornich testu.
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LABORATORY DIAGNOSIS OF THYROID GLAND DISEASE

A brief explanation for essence and advances in methodology of in vitro laboratory tests for assessment of thyroid function
is defined in this article. Information on a sort and a method of taking biological specimens and on a clinical impact of tests
is given. Significant value of an examination and conditions, which can influence results, are discussed here. The review
includes the general diagnostic scheme of an evaluation of thyroid disorders with the use of lab tests.
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1. Uvod

Laboratorni stanoveni pro potfeby tyreoidalni dia-
gnostiky patfi v soucasné dobé k nejvice frekventovanym
specialnim laboratornim vySetfenim. Stejné tak jako ji-
né diagnostické metody prochazeji i laboratorni vySetfeni
svym vyvojem. Obecny poZadavek na kvantitativni stano-
veni hladin hormont, mnohdy strukturalné velmi sloZi-
tych a zaroven velmi podobnych molekul, v tak sloZitém
biologickém materialu jako je krevnim sérum nebo plaz-
ma, nastolil problém vypracovani pfesnych analytickych
metodik.

2. Historie metodiky a trendy jejiho vyvoje

Pozadavek vysoké specifity a dostatecné citlivosti spl-
nily analytické postupy zaloZené na interakci dvou zaklad-
nich komponent: ligandu a vazebného reagentu na kompe-
titivnim nebo nekompetitivnim principu.

Pro kompetitivni usporadani je charakteristické pouzi-
ti neznaCeného ligandu (stanovovana latka) a znaceného
ligandu, ktery je v nadbytku, a jejich kompetice o omezeny
pocet vazebnych mist specifického vazebného reagentu.

Nekompetitivni usporadani pouziva interakce ligandu
s neznaCenym vazebnym reagentem, obvykle imobilizova-
nym na pevné fazi, a druhou vhodné znacenou molekulou
vazebného reagentu. Toto schéma za pouZiti dvou riiznych
molekul vazebnych reagent(i, napf. vysoce specifickych mo-
noklonalnich protilatek namifenych proti dvéma struktural-
né odliSnym epitopim cilové molekuly ligandu, napf. stano-
vovaného hormonu, pfinasi zvySeni specifity daného analy-
tického systému.

Historicky prvni stanoveni z pielomu Sedesatych let,
zaloZzena na kompetitivnim principu, pouZivala jako va-
zebny reagent specifické sérové proteiny, napf. transportni
proteiny pro tyreoidalni hormony (1). Tento typ analyzy,
nazyvany metodou kompetitivni vazby na proteiny CPBA
(,competitive protein-binding analysis®), s sebou pfinasel
fadu praktickych problému, které odstranilo az pouziti
protilatek jako vlastniho analytického €inidla. Analytické

postupy, zaloZené na interakci antigen - protilatka, jsou
souhrnné nazyvany imunoanalyza.

VsSechny kompetitivni imunoanalyzy jsou zaloZzeny na
principech objevenych a popsanych Bersonem a Yallowo-
vou v Sedesatych letech (2-3), za které jim byla v roce 1976
udélena Nobelova cena za chemii. Metodiky, které pouzi-
vaji jako znacku vhodny radioaktivni izotop (napf. I-125,
H-3, Co-57), se nazyvaji radioimunoanalyza (,,radioimmu-
noassay“ RIA) (3-4).

Nutnost dosazZeni vyssi citlivosti a specifity stanoveni pro
vybrané druhy analytil vedla od konce sedmdesatych let k vy-
voji metodik pracujicich na vyse popsaném nekompetitivnim
principu. Tyto metody, pouZivajici jako znacku rovnéz vhod-
ny radionuklid, se obecné nazyvaji imunoradiometricka ana-
lyza (,immunoradiometric assay“ IRMA) (5, 6, 7).

Ur¢ité nevyhody, zejména nutnost dodrZovani zasad ra-
diacni hygieny pfi praci s radioaktivnimi latkami, vedly od
poloviny sedmdesatych let k cilenému vyvoji imunoanalyz,
pouZivajicich alternativniho znaceni nékteré z reakénich
komponent. Postupné tak byly publikovany prace, ve kte-
rych byly jako znacka pouZzity vhodné enzymy (“enzyme-
linked immunosorbent assay ELISA) (8, 9), nebo molekuly
emitujici za vhodnych podminek luminiscen¢ni (10, 11, 12)
(,luminescence immunoassay“ LIA, ILMA) ¢i fluores-
cencni (13, 14) (,fluorescence immunoassay“ FIA, IFMA)
zafeni. Citlivost n€kterych typl imunoanalyz, srovnatelna
s RIA, a mozZnost jejich uplné automatizace pfisp€ly k je-
jich velikému rozS$ifeni v laboratorni praxi.

3. Prehled dostupnych laboratornich vySetieni
v tyreologii

Nasledujici kapitola obsahuje stru¢ny piehled labora-
tornich vySetfeni pouZzivanych v tyreologii, jejich klinicky
vyznam, druh a zplisob odbéru biologického materialu a
znamé interference, které mohou zptisobovat ovlivnéni zis-
kanych vysledku.

Soucasti prehledu jsou rovnéZz referencni rozmezi.
Vzhledem k tomu, Ze paleta komerénich, béZné€ pouZiva-
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nych imunoanalytickych systémi je velmi Siroka, mohou
se pouzivana referen¢ni rozmezi v riiznych laboratofich
nékdy i vyznamné liSit. Pfi interpretaci vysledku laborator-
nich tyreoidalnich vySetfeni je proto bezpodmine¢né nut-
né fidit se referen¢nim rozmezim dané laboratofe, deklaro-
vanym pro pouZivany imunoanalyticky systém. Referen¢ni
rozmezi uvedena v nasledujicim textu jsou platna pro labo-
ratof imunoanalytickych metod Kliniky nuklearni medici-
ny FN Olomouc.

3.1. Tyreotropni hormon (TSH)

Stanoveni sérové hladiny TSH je v soucasné dob¢ pova-
Zovano za zakladni tyreoidalni vySetfeni v laboratorni dia-
gnostice. Historicky se kvalita stanoveni TSH posuzovala
podle schopnosti spolehlivé odliSit eutyreoidalni hodnoty
(0,35-5,50 mIU/1) od nizkych hodnot typickych pro hyper-
tyreozy pri zachovani faktu, Ze detekce zvySenych hodnot
TSH byla samozfejmosti.

Je tfeba upozornit na skutecnost, Ze existuji testy tzv.
1.,2. a 3 generace, které se navzajem lisi tzv. ,,funkéni citli-
vosti“, tj. nejniZ§i moznou koncentraci stanovovaného ana-
lytu statisticky spolehlivé odliSitelnou od jeho nulového
vzorku. Soucasna data ukazuji (15), Ze n€které doposud
pouzivané metodiky 1. generace nejsou dostatecné spoleh-
livé a citlivé v oblasti nizkych koncentraci TSH, i kdyZ
jsou pouZzitelné pro diagnostiku hypofunkce. V praxi je
nutno pouZzivat takovou metodiku, ktera zajistuje dostatec-
nou funkéni citlivost (minimalné 0,10 mIU/I). Metody 3.
generace s ovéfenou citlivosti 0,01 mIU/1 tomuto poZadav-
ku plné€ vyhovuji.

Stanoveni sérové hladiny TSH je pfiblizné v 99 % pfi-
padt spolehlivou metodou detekce dystyreoz, véetné jejich
latentnich forem. Vyjimkou mohou byt ¢asna stadia auto-
nomnich adenomt, sekundarni hypotyreozy a stavy spoje-
né s rezistenci na tyreoidalni hormony.

Stanoveni TSH je tedy kliCovy laboratorni test pro dia-
gnostiku primarni hypotyreozy, sekundarni hypotyreozy,
hypertyredzy (viz schéma 1) a pro monitorovani supresni
a substitucni terapie tyreoidalnimi hormony.

3.2. TRH stimula¢ni test

Bazalni hodnoty TSH v rozmezi 0,35-5,00 mIU/1 umoz-
nuji s velkou spolehlivosti vylou¢eni funkéni poruchy Stitné

Tabulka 1. TSH

material sérum, kapka krve (TSH screening)
metodika ILMA, Chiron Diagnostics
ref. meze 0,35 -5,50 mlU/I

ovlivnéni hladin | stafi, akromegalie, m. Cushing, sekundérni amenorea,
insuficience ledvin, medikace - kortikoidy, dopamin
télesna namaha, medikace — amiodaron, chlorproma-

zin, haloperidol, preparaty obsahuijici jod

ovlivnéni hladin T
vysvétlivky: T zvygeni koncentrace, | — snizeni koncentrace

Tabulka 2. TRH test
material sérum, odbér po 0, 30 a 60 min. po aplikaci TRH pro

stanoveni bazalni a stimulovanych hladin TSH

Zlazy. U hodnot TSH pfi hranicich normy a jednozna¢né
klinické potiebé vylouceni dystyreozy je mozno k odhaleni
latentni dysfunkce provést TRH stimulaéni test. Doporucu-
je se i.v. aplikace 200 mg TRH (u déti 7 mg/kg vahy).

TRH stimulacni test ma vS§ak prakticky vyznam neje-
nom pro uvedené posouzeni problematickych stavil pri-
marni tyreoidalni dysfunkce, ale pfedev§im pro diagnos-
tiku hypofyzarnich a hypotalamickych poruch (tj. sekun-

Schéma 1. Stupfiovita laboratorni diagnostika pfi podezieni
na onemocnéni §titné zlazy
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Tabulka 3. Ovlivnéni sérovych koncentraci TT4, FT4
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Tabulka 4. TT4, TT3

material Pfednostné sérum, Ize pouzit i EDTA plazmu. Pfi pouziti
zkumavek se separa¢nimi gely laboratorné provéfit,
zda-li nedochazi k vazbé hormon(i na gel. Odbér pro
stanoveni T4, T3 by se mél provadét nejlépe 24 hodin
po posledni tyreoidalni medikaci.

metodika LIA, Chiron Diagnostics.

ref. meze TT4: 60,0-150,0 nmol/I

TT3: 1,20-2,80 nmol/l
FT4:10,3-23,2 pmol/l
FT3: 3,54-6,47 pmol/l
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darnich a tercidlnich dystyredz). V literature se uvadi fada
riznych hodnoceni, napf. Hehrmann (16) povazuje za nor-
malni odpovéd vzestup koncentrace TSH o 2-20 mIU/1.

3.3. Tyroxin volny, trijodtyronin volny (FT4, FT3)

Tyreoidalni hormony, tyroxin (T4) a trijodtyronin (T3),
jsou v krvi z vice nez 99 % pritomny ve form¢€ vazané na
transportni bilkoviny (TBG, TBPA, TBA) a jsou tudiz bio-
logicky inaktivni.

Nositelem biologické aktivity tyreoidalnich hormonui
jsou jejich volné frakce. Vzhledem k tomu, Ze vazebna ka-
pacita transportnich proteind je ¢asto ovliviiovana fadou
faktort (viz tabulka 3), dochazi k disproporci mezi labora-
tornimi vysledky a klinickym stavem pacienta.

Témto problémlim se miiZzeme vyhnout vypoctem inde-
xu volného tyroxinu (dnes jiZ t¢émé&f nepouzivana metoda),
nebo pfimym stanovenim sérové koncentrace volnych frak-
ci tyroxinu (FT4) a trijodtyroninu (FT3).

Vysetfeni FT4 ma vyznam pro diferencidlni diagnézu la-
tentni a rozvinuté dystyredzy pfi suprimovanych nebo elevo-
vanych hladinach TSH, stanoveni FT3 je moZno pouZit pfi
diagnostice T3-hypertyredzy. Méfeni volnych frakci tyreo-
idalnich hormonti ma své urcité misto i pfi zahajovani a pfi
monitorovani tyreosupresni nebo tyreosubstitucni 1écby.

Syndrom nizké hladiny T3 hormonu je charakterizovan
sniZzenou koncentraci TT3 i FT3 pfi sou¢asném zvySeni
jejich inaktivniho stereoizomeru, tzv. reverzniho-T3 (rT3).
Tento stav byl zjiStén u celkové téZkych extratyreoidalnich
onemocnéni a jeho stanoveni nema vétsi klinicky vyznam.

3.4. Tyroxin celkovy, trijodtyronin celkovy (TT4, TT3)

JelikoZ jsou celkové hladiny tyreoidalnich hormonu
ovliviiovany fadou faktort (viz tabulka 3), vyznam téchto
v minulosti rutinné pouZivanych metod ustoupil do po-
zadi. Vyjimkou je stanoveni TT3 prii diferencialni diagno-
ze T3-hypertyreéz. Pouziti TT3 misto FT3 je opravnéné
vzhledem k tomu, Ze vazebna kapacita plazmy pro T3 je
10-krat nizZsi nez u T4.

Tabulka 5. Tyreoglobulin

material sérum
metodika IRMA, Biocode Biotechnology.
ref. meze < 75 ng/ml bez eliminace,

ovlivnéni hladin |
ovlivnéni hladin T

pfitomnost autoprotilatek proti TG
onemocnéni §titné zlazy spojené s nadmérnou sekreci
tyreoidalnich hormon(

Tabulka 5. Kalcitonin

material sérum, stabilita analytu max. 1 hodinu pfi laboratorni
teploté.

metodika IRMA, CIS Biolnternational

ref. meze < 10,0 pg/ml

ovlivnéni hladin {  nevhodny zptisob odb&ru biologického materialu

(teplota, ¢as).

3.5. Thyroxin-binding globulin (TBG)

TBG je nejvyznamnéj§i z plazmatickych vazebnych
proteintl tyreoidalnich hormont. Na tento glykoprotein je
vazano asi 70 % TT4 a TT3. Jeho kongenitalni absence ne-
bo sniZena produkce vedou k velmi nizkym hodnotam cel-
kovych TT4 i TT3, avSak hladiny jejich volnych frakci jsou
ve VEtsin€ pripadil v normé.

3.6. Tyreoglobulin (TG)

Tyreoglobulin je za normalnich podminek syntetizo-
van folikuly §titné Z1azy. Jeho sérové hladiny se zvysuji pfi
vét§in€ onemocnéni Stitné Zlazy.

Nejdulezitéjsi indikaci vySetieni TG je pravidelné mo-
nitorovani jeho hladin u pacientii po totalni ablaci tyreo-
idey pro prokazany papilarni nebo folikularni karcinom
§titné zlazy. V tomto piipad€ je prikaz pfitomnosti TG
v séru markerem perzistence tkané€ diferencovaného karci-
nomu v organizmu.

Pfi sledovani pacientd po ablacni terapii je nutno mit
na zieteli mozZnost faleSné negativity vysledku v disledku
pfitomnosti autoimunitnich anti-TG protilatek. Tento pro-
blém lze vyresit ,recovery“ testem nebo pfimym stanove-
nim hladin téchto protilatek.

Dalsi vyznamnou indikaci tohoto vySetfeni je prikaz
nepfitomnosti TG v séru u novorozenct s atyre6zou.

3.7. Kalcitonin (CT)

Kalcitonin je produkovan C-bunkami §titné zZlazy, je
pfirozenym antagonistou parathormonu a jeho ulohou je
spolutiCast na regulaci metabolizmu vapniku. Imunoradio-
metrické stanoveni hladiny kalcitoninu v séru je laborator-
ni metodou prvni volby pro diagnostiku medularniho kar-
cinomu §titné zlazy.

3.8. Protilatky proti tyreoglobulinu (anti-TG)

U vétsiny tyreopatii se jedna o onemocnéni s autoimu-
nitnim pivodem. Cilené stanoveni hladiny autoprotilatek
patfi po TSH, FT4 a TT3 k diileZitym diagnostickym para-
metram.

Tyreoglobulin je silnym autoantigenem. ZvySené hladiny
anti-TG protilatek jsou zjiStovany u 50-60 % pacientii s chro-
nickou tyreoiditidou Hashimotova typu a u 20-30 % nemoc-
nych s autoimunni hypertyreézou (m. Graves-Basedow).

Vhodnou indikaci stanoveni anti-TG protilatek je jiz
zminéné vySetieni pacient( s karcinomem §titné Zlazy po
totalni eliminaci tyreoidalni tkdné, monitorovanych po-
moci TG.

Tabulka 6. Anti-TG

material sérum, plazma
metodika RIA, Medipan Diagnostica
ref. meze <40,0 U/ml.

Tabulka 7. Anti-TPO

ovlivnéni hladin T fyziologicky renaini dysfunkce, hyperparatyreoidismus, materil sérum, plazma
vnéjsi stimulace glukagon, gastrin, beta-adrenergni metodika RIA, Biocode Biotechnology
agonisté. ref. meze <20,0 U/ml
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3.9. Protilatky proti tyreoperoxidaze (anti-TPO)

Anti-TPO protilatky, dfive také nazyvané jako protilatky
proti mikrosomalnimu antigenu (TM-Ab), jsou v podstaté
autoprotilatky proti enzymu tyreoperoxidaza (TPO), ktery
je dominantni sloZkou mikrosomalniho antigenu (17).

TPO je enzym, ktery zabezpecuje jodaci tyrozinu v ty-
reoglobulinu a je vyluCovan na apikalnim povrchu posko-
zenych bunék §titné Zlazy. Velmi nizké sérové koncentrace
anti-TPO i anti-TG protilatek nachazime i u zdravych osob,
avsak jejich koncentrace u osob starSich 50 let pozvolna
stoupaji.

Patologicky zvySené hladiny anti-TPO protilatek jsou
charakteristické pro Hashimotovu tyreoiditidu (90-95 %),
a proto je vhodné pfi podezreni na tuto diagnozu indiko-
vat jejich stanoveni. Elevované hodnoty anti-TPO protila-
tek se vyskytuji také u osob s autoimunni hypertyredzou
(65-75 %).

3.10. Protilatky proti TSH receptoru (anti-rTSH)
Protilatky proti TSH receptoru lze d¢lit do dvou pod-

skupin - na protilatky stimulujici receptor TSH a na proti-
latky inhibujici receptor TSH. Pokud maji stimulujici pro-
tilatky vySsi vazebnou konstantu vici receptoru nez jeho
prirozeny ligand, tj. TSH, dochazi k dlouhodobé stimulaci
bunék stitné zlazy vedouci ke zvySené produkci T4 a T3
hormon.

V soucasné dobé€ rutinné€ pouzivané metodiky méfi miru
vyvazanosti TSH-receptord, tj. na vysledek méfeni maji stej-
ny efekt jak stimulujici, tak i inhibujici protilatky (18,19).

Indikacemi pro stanoveni hladiny anti-rTSH protilatek
jsou:

- diferencidlni diagnostika imunogenni (v 80-85 % zvy-
Seni hladin anti-rTSH protilatek) a neimunogenni hy-
pertyreozy

- novorozenecka hypertyredza z divodu diaplacentarni-
ho pfechodu matefskych anti-rTSH protilatek.

Literatura

1. Murphy B.P.: Determination of thyroxine utilizing the property of protein bin-
ding. J. Clin. Endocrinol. Metab., 24, 1964, s. 187.

2. Yallow R.S, Berson S.A.: Immunoassay of endogenous plasma insulin in man.
J. Clin. Invest., 39, 1960, s. 1157.

3. Yallow R.S, Berson S.A.: Fundamental principles of radioimmunoassay tech-
niques in measurement of hormones. In Recent. Advan. Endocrinol. S. Amer. Ex-
cerpta Medica, Amsterodam, 1971. s. 16.

4. Rothenburg S. P.: Radioassay of serum vitamine B12 by quantitating the compe-
tition between Co-57 and unlabeled vitamine B12 for the binding sites of intrinsic
factor. J. Clin. Invest., 42, 1963, s. 1391.

5. Ekins R.: Radioimmunoassay and related procedures in medicine. IAEA Vien-
na, 1978, s. 281.

6. Barnard G, Kohen F.: lodometric assay: noncompetitive immunoassay for small
molecules typified by the measured of oestradiol in serum. Clin. Chem., 42 (9),
1990, s. 1945-1950.

7. Towbin H, Motz J.: Sandwich immunoassay for the haptene angiotensin. J. Im-
munol. Meth., 181, 1995, s. 167-176.

8. Wisdom G. B.: Enzymeimmunoassay. Clin. Chem., 22, 1976, s. 1243-1255.

9. Kemeny D. M., Challacombe S. J.: ELISA and Other Solid Phase Immunassays.
Willey, London, 1988.

Tabulka 8. Anti-rTSH

materiél sérum
metodika radio receptor assay, CIS Biolnternational
ref. meze <11,0U/

Pribézné sledovani hladin anti-rTSH protilatek ma ta-
ké znacny vyznam pro hodnoceni prognézy pribéhu m.
Graves-Basedow.

4. Zavér

Z uvedeného spektra laboratornich vysetfovacich po-
stuptl vyplyva nutnost respektovat zminéna pravidla cilené
a racionalni indikace jednotlivych vySetfeni posuzujicich
funk¢ni nebo imunitni stav organizmu pfi diagnostice ne-
moci §titné Zlazy. Pouze cileny zptsob vybéru jednotli-
vych vySetfeni umoZni stanovit spolehlivé diagnozu bez
soucasného neefektivniho provadéni relativn€ financné na-
ro¢nych metod.

V soucasné dobé je imunoanalyza, v nejriznéjSich va-
riantach a modifikacich, vSeobecn€ rozsifenou a pouziva-
nou analytickou metodikou klinické laboratofe. PouZiva se
ke stanoveni Sirokého spektra analytil, od strukturalné jed-
noduchych molekul jako jsou tyreoidalni a steroidni hor-
mony nebo synteticka 1éCiva, az po sloZité, ne vZdy snadno
jednoznac¢né€ chemicky definovatelné molekuly glykopro-
teinli, imunoglobulinii nebo mukopolysacharidi (napf.
hypofyzarni hormony, autoprotilatky, nadorové markery,
markery kostniho metabolizmu).

Pozadavky na vC€asnost a zaroven na niZsi finanéni na-
ro¢nost té€chto typli analyz urcuji hlavni sméry jejich vyvo-
je: konstrukci vysokokapacitnich imunoanalyzatori se §i-
rokym spektrem stanovovanych analytl a pfipravu imuno-
analytickych metodik, které budou pouzitelné v diagnosti-
ce akutni péce.

10. Measurement of oestradiol-17-beta by solid-phase chemiluminescence immu-
noassay. Clin. Chem., 28, 1982, s. 1020-1024.

11. Kim J. B., Barnard G. J., Collinns W. P.: Solid-phase chemiluminescence im-
munoassay of plasma testosterone. J. Steroid. Biochem., 14, 1981, s. 940-948.

12. Two-site imunochemiluminometric assay for human alfa-1-fetoprotein. Clin.
Chem., 29, 1983, s. 1483.

13. Determination of thyrotropin in serum by time-resolved fluoroimmunoassay
evaluated. Clin Chem 31, 1985, str. 1706-1709.

14. ,DELFIA" and ,AMERLITE": Two sensitive non-isotopical immunoassay
systems for assay of thyrotropine compared. Clin. Chem 33, 1987, str. 1421-1424.
15. Thyreoidalni markery. Medicinské novinky, Abbott Laboratories, Praha, 6,
1999.

16. Hehrmann R.: Untersuchungsmethoden bei Schilddrusenkrankheiten. In:
Schilddrusenerkrankungen. Ulm, 1998, s. 50.

17. Pinchera L. et all.: Cellular localization of the microsomal antigen and the
thyroid peroxidase antigen. Acta Endocrinol., 281, 1987, s. 57.

18. Rees Smith B., McLachlan S. M., Furmaniak J.: Autoantibodies to the thyrot-
ropin receptor. Endocrin. Reviews, 9, 1988, s. 106-121.

19. Southgate K., Creagh F., Teece M.: A receptor assay for the measurement of
TSH receptor antibodies in unextracted serum. Clin. Endocrinol., 20, 1984, s.
539-543.

Interni medicina pro praxi 2001 / 3

www.prakticka-medicina.cz

123




