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KORELACIJA KONCENTRACIJA AUTOANTITELA SPECIFICNIH ZA TIROIDNU
PEROKSIDAZU ODREDENIH KORISCENJEM DVA RADIOIMUNOLOSKA TESTA

CORRELATION OF SERA CONCENTRATIONS OF THYROPEROXIDASE AUTOANTIBODIES
MEASURED BY TWO RADIOIMMUNOASSAYS

Materijal i metode

Ispitivanjem je obuhvaceno 38 ispitanika. Svim
pacijentima je venepunkcijom uzeto 10 ml krvi i se­
rum je izdvojen centrifugiranjem na 2000 rpm,
tokom 15 minuta. Do upotrebe (ne duze od 2 ne­
delje) serum je cuvan na _200 C. Odredena kolicina
seruma ispitanika i tiroperoksidaze obelezene ra­
dioaktivnim jodom (125I-TPO) dodavana je u epru­
vete oblozene monoklonskim (Cis Biointernational)
iii poliklonskim (Immunotech) antiTPO antitelima.
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Sazetak - Autontitela specificna za tiroidnu peroksidazu autoantitela specificnih za tiroidnu peroksidazu prevashodno se odreduju
radi dijagnoze autoimunih bolesti stitaste zlezde. Cilj rada bio je da se uporede koncentracije autoantitela specificnih za tiroidnu
peroksidazu dobijene koriscenjern dva testa: Cis bionternational (Francuska) i Immunotech (Ceska Republika). Ispitivanjem je
obuhvaceno 38 ispitanika. Iako su se koncentracije autoantitela specificnih za tiroidnu peroksidazu u ispitivanim serumima znatno
razlikovale i u apsolutnim i u relativnim vrednostima, statistickom obradom rezultata pokazana je direktna korelacija rezultata mer­
enja ova dva testa, sa koeficijentom R=0,6239 (p<O,OO 1). Na osnovu analize relativnih vrednosti, pokazana je statisticki znacajna
razlika (p=0,003) izmedu srednjih vrednosti rezultata izmerenih testovima Cis (l8,94±37,22) i lmmunotech (4,22±8,22). Slaganje
rezultata pokazano je u 78,95% seruma, dok je u 21,05% seruma testom lmmunotech dobijena norrnalna, a testom Cis biointerna­
tional granicna iii povecana koncentracija antitela. Statisticki podaci su pokazali da se testovi ne razlikuju po razdvajanju patoloskih
od normalnih vrednosti (X2=3,484, p>0,05). Iako koncentracije autoantitela specificnih za tiroidnu peroksidazu izmerene pornocu
testova Cis biointernational i testom Immunotech pokazuju znacajan stepen korelacije, njihove i apsolutne i relativne vrednosti
znatno se razlikuju.
Kljucne reci: Tiroidna peroksidaza; Autoantitela; Radioimunoloski test + statistika; Korelacija

Uvod terapiji litijumom, interferonom alfa i amiodaronom
[11-15].

Semikvantitativni aglutinacioni test najstariji je
test kojim su detektovana "antimikrozomalna anti­
tela" [16], ali je zbog nedovoljne osetljivosti uglav­
nom zamenjen imunoesejom kojim se odreduje kon­
centracija antiTPO antitela. Iako je danas antiTPO
At sinonim za antimikrozornalna antitela [17], zbog
znatne razlike u senzitivnosti i specificnosti tih tes­
tova, izmedu njih ne moze da se stavi znak jedna­
kosti [18].

S obzirom na velike razlike u koncentracijama
antiTPO At koje se razlicitim testovima mogu iz­
meriti u istim uzorcima seruma [19], cilj naseg rada
bio je da se uporede koncentracije antiTPO At dobi­
jene koriscenjem dva radioirnunoloska testa (eng!.
radioimmuno assay, RIA) razlicitih proizvodaca:
Cis bionternational (Francuska), koji se vee neko­
liko godina korjsti u Klinickorn centru Kragujevac, i
Immunotech (Ceska Republika), koji je prvi put
uveden u nasoj laboratorij i.

Tiroidni mikrozomalni antigen prvi put je identi­
fikovan u mikrozomskoj frakciji tirocita [1], a ka­
snije je pokazano da je to enzim peroksidaza [2],
glikozilirane proteinske strukture i molekulske
tezine 100 kD. Tiroidna peroksidaza (TPO) nalazi
se na apikalnoj povrsini tiroidnih folikulamih celija
i ucestvuje u sintezi tiroidnih hormona: katalizova­
njem oksidacije jodida, jodinacijom tirozinskih
ostataka i medusobnim vezivanjem molekula jodti­
rozina u trijodtironin i tiroksin [3,4].

S obzirom na to da je TPO dobar imunogen, u
autoimunom procesu koji je usmeren prema tkivu
stitaste zlezde, u intratiroidnim B-limfocitima sin­
tetisu se antitela koja prepoznaju razlicite epitope
TPO (antiTPO At) [5]. Pokazano je da su antiTPO
At ukljucena u celijama posredovane citotoksicne
reakcije [6,7] kojima se ostecuje tiroidno tkivo.. Po­
seban dijagnosticki znacaj ima povecanje koncen­
tracije antiTPO At kod osoba sa Hashimoto tiroidi­
tisom iIi Gravesovom bolesti, zato sto se antitela la­
ko mogu dokazati u serumu ispitanika. Povecana
koncentracija antiTPO At pokazana je kod 90­
100% osoba sa autoimunim Hashimoto tiroiditisom
[8] u relativno visokim koncentracijama, koje se
mere mikrogramima, iIi cak miligramima po milili­
tru [9]. AntiTPO At postoje u serumu 50-90% obo­
lelih od Gravesove bolesti smatra se da predstav­
Ijaju marker pridruzenog tireoiditisa, a visok titar
ovih antitela moze ukazati na kasniji razvoj hipoti­
roze [10]. Odredivanje koncentracije antiTPO At
korisno je i kod starijih osoba, kao i pacijenata na
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Skracenice
TPO - tiroidna peroksidaza
antiTPO - autoantitela specificna za tiroidnu peroksidazu
RIA - radioimunoloski test (radioimmunoassay)
Tg - tiroglobulin

~a o~aj nacin omoguceno je takrnicenje izmedu fik­
sIralll~v (za ZId e.~~uvetf}5 i serumskih antiTPO At za
~gralllcenu .kO.1I.ClllU. I-TPC? Koncentracije an­
tIT~O A~ U ispitivanim serurmrna dobijene su ocita­
v~nJem Iz~ervenog br.oja. impulsa u gama scintila­
cionom brojacu sa krivulje konstruisane na osnovu
standardmh koncentracija antiTPO At. Rezultati
merenja koncentracije antiTPO At prikazani su kao
apsolutne ,:,~ednosti (po mililitru) ili kao povecanje
koncentracije u odnosu na gornje granicne vrednosti
koje su deklarisali sami proizvodaci analiziranih
testova. Za sta~~s,tieku. obradu rezultata dobijenih u
ovom radu koriscena je metoda korelacione analize
(Pearsonov koeficijenat korelacije), X2 test iV-test,
izvedeni u programu SPSS 10.0, a za graficki prikaz
rezultata koriscen je program MS Excel.

Rezultati

. V radu je ispitivana koncentracija antiTPO an­
titela u seru~~ 38 ispitanika koji su upuceni u in vi­
tro laboratoriju Centra za nuklearnu medicinu KC
Kragujevac, u januaru .2008. godine. Koncent;acija
antITPC? At odredena Je uporedo, koriscenjem dva
komercijalna RIA testa: yCis Biointernational (Fran­
cuska) I Immunotech (Ceska Republika). Karakte­
ristike dva RIA testa, prema uputstvima proizvo­
daca, date su u Tabeli 1.
Tabela 1. Karakteristike dva RIA testa: TPO-AB-CT (Cis Bio­
internationals i antiTPO RIA (Immunotech) prema uputstvu
proizvodaca
Table 1. The characteristics of two assays: TPO-AB-CT (Cis
Biointernational) and antiTPO RIA (Immunotech) according
to the manufacturers

ParametrilParameters TPO-AB-CT (Cis Anti-TPO RIA
Biointernational) ilmmunotech'[

~6/387, ali se proizvodac opredelio da vrednosti an­
ttTPO A~. izra~i u jedinicama (U). S obzirom na to
da POSt~JI vel..ka razhka u opsegu referentnih kon­
centracija antIT~O .antitela koje su. dali proizvodaci
dva .!~s.ta, fl.logu?e J.e da su pn kahbraciji korisceni
~az!I~Itl kalibracioni faktori, tako da izmedu mernih
Jedl~lca (IV i V) nije rnoguce staviti znak jedna­
kos~1. Zato su u radu apsolutne vrednosti antiTPO
At izmerene testom Cis biointernational izrazene u
ill, a testom Immunotech u U.
. Apsolut~e vrednosti koncentracija antiTPO At
izmerene CIS Biointernational 1 Immunotech testom
znatn~ st,Iy se razlikovale, u pojedinim uzorcima se­
rum~ I vise od 10 puta (vrednosti antiTPO antitela
dobijene testom Cis Biointernational bile su od 0 7
do 12 074 IVlml, a testom Immunotech od 1 4 do
850,2 Vlml). I pored toga, statistickorn obrado~ iz­
merenih koncentracija antiTPO antitela usta­
novljeno je postojanje direktne korelacije izmedu
dva RIA testa, sa pozitivnim koeficijentom ko­
relacije r=0,6239 (p<O,OO 1).
. Gra!1i~e r~fere~tnog intervala preuzete su od pro­
izvodaca ispitivanih testova. Kod testa Cis Biointer­
national. preporueena gornja granica referentnih
vrednosti je 70 Il.l/ml, granicne vrednosti su 70-130
Il.l/rnl, a pozitivne vrednosti su iznad 130 IVlml
dok je proizvodac testa Immunotech definisao vred~
nost 20 Uzrnl za gornju granicu referentnog inter­
vala..D~ ~I rezulta~i dobijeni ispitivanim testovima
mogh biti poredeni, izrazeni su kao relativne vred­
nosti (kolicnik izmerene i gornje granicne vrednosti
za Immunotech, odnosno izmerene vrednosti i arit­
rneticke sredine intervala granicnih vrednosti za Cis
biointernational (l00 Il.l/rnlj). I kada S11 koncentra-
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Posto su vrednosti izmerene testom Cis biointer­
national izrazene u internacionalnim jedinicama
(IV), to govori da je test standardizovan prema in­
ternacionalnom referentnom preparatu 66/387, iako
to u uputstvu proizvodaca nije navedeno. I drugi,
test Immunotech, standardizovan je prema preparatu
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Gra.fikon .1.. Relativne ~rednosti koncentracija antitela speci­
ficnih za tiroidnu peroksidazu izmerene testovima Cis Biointer­
national i lmmunotech, izrazene kao logaritam kolicnika
izmerenih i gornjih granicnih vrednosti koje su deklarisali sami
proizvodaci analiziranih testova
G.raph 1. Relative values of concentrations of thyroid pero­
xidase-specific autoantibodies measured by Cis Biointerna­
tiona I and Immunotech assay, calculated as ratio of measured
and upper limit values according to the manufacturer
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cije antiTPO At izrazene relativnim hrojevima, re­
zultati dohijeni koriscenjern dva uporedivana dijag­
nosticka testa znatno su se razlikovali (Grafikon 1).
U relativnim vrednostima, maksimalna koncen­
tracija antiTPO At izmerena testom Cis biointerna­
tional hila je 120,74 puta, a testom Immunotech
42,51 puta veca od prethodno definisanih granicnih
vrednosti. Na osnovu analize relativnih vrednosti,
pokazana je statisticki znacajna razlika (p=0,003)
izmedu srednj ih vrednosti rezultata izracunatih
kolicnika na osnovu merenja izvedenih priborom
Cis (18,94±37,22) i Immunotech (4,22±8,22). Vece
koncentracije antitela, bilo da su izrazene apsolut­
nim iii relativnim vrednostima, dobijene su korisce­
njem testa Cis Biointernational.

Medutim, vazno je napomenuti da je u jednom
uzorku seruma testom Cis biointernational izmere­
na najveca koncentracija antiTPO At (12074 U/ml,
iii vrednost 120,74 puta veca od granicne), dokje u
istom serumu kompletom Immunotech izmereno
182,5 U/ml iii 9,125 uvecanje u odnosu na gomju
granicnu vrednost. Testom Immunotech najveca
koncentracija antiTPO At (850,2 U/ml iii povecanje
42,51 puta) izmerena je u drugom serumu, u kome
je testom Cis biointernational dobijena vrednost
5694 Il.I/ml, iii relativno povecanje 56,94 puta.

S ohzirom na to da se u ustaljenoj klinickoj
praksi laboratorijski rezultati tumace imajuci u vidu
izmerenu koncentraciju i opseg referentnih vred­
nosti, dobijeni rezultati su prikazani kao "normalni"
i "poviseni" (Grafikon 2). Tako je testom Cis bio­
international u 20 uzoraka seruma detektovana
povecana koncentracija antiTPO At, a u 18 uzoraka
koncentracija antiTPO At hila je u granici referent­
nih vrednosti. Testom Immunotech pokazano je da
je povecana koncentracija antiTPO At prisutna je u
12, a normalna u 26 seruma. Prema tome, slaganje
rezultata (u oha testa povecane iii u oba testa nor­
maine koncentracije antiTPO At) pokazano je u 30
seruma (78,95%), dok je u 8 (21,05%) seruma
testom Immunotech dobijena norrnalna, a testom Cis

Grafikon 2. Poredenje rezultata dobijenih testovirna Cis bio­
international i Immunotech (X2=3,484, p>O,05)
Graph 2. Comparison of results obtained by Cis biointerna­
tiona I and Immunotech assays (X2=3.484, p>O.05)

biointernational granicna (107 U/ml) iii povecana
koncentracija antiTPO At (182-534 V/ml). Statis­
tickorn obradom rezultata pokazano je da se testovi
ne razlikuju RO razdvajanju patoloskih od normalnih
vrednosti (X2=3,484, p>0,05). Koncentracije an­
tiTPO At kod osam pacijenata kod kojih je utvrdeno
neslaganje dobijenih rezultata (povecana koncen­
tracija antitela testom Cis biointernational i nor­
malna testom Immunotech) prikazanesu u Tabeli 2.
Zapaza se da su sve koncentracije antiTPO At u
testu Cis biointernational blago povecane (najvisa
neznatno preko 500 IU/ml), a u testu Immunotech
nisko normalne (do 6,5 U/ml). Ovi rezultati su zbog
klinickog znacaja izdvojeni u posebnu podgrupu.
Tabela 2. Koncentracije autoantitela izmerene testovima Cis
biointernational i lmmunotech
Table 2. Concentrations of autoantibodies measured by Cis
biointernational and Immunotech assavs

Serum Cis Biointernational Immunotech
Sera

Koncentracija Povecanje Koncentracija Povecanje
Concentra- fncrease* Concentra- Increase *
tion (IV/m\) (puta/times) tion (U/m\) (puta/times)

I 389 3,89 2,6 0,13
2 443 4,43 2.8 0,14
3 429 4,29 6,5 0.325
4 464 4.64 3,1 0,155
5 534 5,34 1,6 0.08
6 182 1,82 3,8 0,19
7 192 1,92 2,5 0.125

* Povecanje u odnosu na gomju granicnu vrednost antitela specificnih
za tiroidnu peroksidazu kod zdravih osoba (prema proizvodacu)
*lncrease in relation to the upper limit value of thyroid peroxidase­
specific autoantibodies in healthy persons (according to manufa­
cturer)

Diskusija

U grupi ispitivanih pacijenata prethodno nije iz­
vrsena selekcija pacijenata sa autoimunim bolestima
stitaste zlezde, tako da je ovakav uzorak ornogucio
uporedivanje dva testa u opsegu niskih i veoma vi­
sokih koncentracija antiTPO At.

Merenje antiTPO autoantitela ima nisku speci­
ficnost zbog postojanja interferirajucih faktora, kao
sto je prisustvo tiroglobulina (Tg) u preciscenim
mikrozornima [16,19] iii drugih autoantitela koja
1110gu reagovati sa mikrozomskom frakcijom [19,
20]. Utica] interferirajucih faktora u najvecoj meri
neutralise se koriscenjem izolovane TPO umesto
mikrozorna. Medutirn, i u testovima u kojima se
1I111esto mikrozomske frakcije koriste izolovani pre­
parati TPO, razlike u izmerenim koncentracijama
antitela mogu nastati zbog heterogenosti anti'I'l'O
At, prisutnosti nekoliko domena sa razlicitim epito­
ima u molekulu TPO, razlicite cistoce izolovanih
preparata TPO (preciscena svinjska, humana iii
rekornbinantna TPO), nezadovoljavajuce standard i­
zacije testova (koriscenje razlicitih referentnih pre­
parata, zastarela i nepouzdana standardizacija refe­
rentnih kalibratora) iii postojanja metodoloskih
razlika izmedu pojedinih testova [21].
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Zakljucak

serijska merenja nivoa antiTPO At uglavnom se ne
preporucuju [23]. Lekovi koji se primenjuju u tera­
piji autoimunih bolesti stitaste zlezde prvenstveno
deluju na posledice (porernecaj tiroidne funkcije), a
ne kauzalno (na autoimuni proces).

Ook visoka koncentracija antiTPO At potvrduje
autoimunu prirodu bolesti i ornogucava otkrivanje
bolesti u pretklinickom periodu [24,25], do sada
nije utvrden znacaj niskih koncentracija tih antitela,
posebno ako je funkcija stitaste zlezde normalna.
Najvazniji razlog za to je razlicita senzitivnost i spe­
cificnost testova koji se koriste za detekciju antitela,
na osnovu kojih se procenjuje prevalencija antiTPO
At u ispitivanoj populaciji [26]. Iako to izgleda pa­
radoksalno, najosetljiviji eseji za detekciju antiTPO
At nekad nisu i najkorisnij i, buduci da postoj i obr­
nut odnos senzitivnosti i specificnosti testa. Razlike
u koncentraciji antiTPO At kod 8 ispitanika, koje su
izmerene u nasem radu koriscenjem dva RIA testa,
mogle bi da budu posledica manje senzititivnosti
testa Immunotech, iIi nedovoljne specificnosti testa
Cis biointernational. Po pravilu, testovi koji imaju
vecu osetljivost mogu pokazati postojanje niskih
koncentracija antiTPO At i kod nekih zdravih ispi­
tanika [27]. Tek na osnovu visegodisnjeg pracenja
pacijenata i ponovljenih odredivanja koncentracije
antiTPO At moglo bi da se utvrdi da Ii su blago
povecane koncentracije antiTPO At detektovane
testom Cis biointernational rani indikator razvoja
autoimune bolesti stitaste zlezde iIi nespecifican
nalaz.

Prema podacima iz literature, koeficijent kore­
lacije antiTPO At izmerenih razlicitim testovima
iznosi od D,65 do 0,87 [19]. U nasern radu koefici­
jent korelacije je nesto nizi od prethodno opisanih i
iznosi 0,624. Velike razlike u apsolutnim vred­
nostima antiTPO At koje su izmerene u nasern radu
mogle bi biti posledica razlicite specificnosti anti­
tela za koja se opredelio proizvodac (u testu Cis
biointernational za zid epruvete vezana su monok­
lonska, a u Immunotech poliklonska antiTPO At).
Time bi se mogle objasniti ne samo razlike u apso­
lutnim vrednostima (koje su se mogle ocekivati, s
obzirom na preporucenu granicnu vrednost antiTPO
At dva proizvodaca) nego i nalaz da najveca kon­
centracija antiTPO At dobijena jednim, nije pot­
vrdena drugim testom. Nairne, poliklonska antiTPO
antitela vezana za zid epruvete u testu Immunotech
mogla bi se vezivati za razlicite epitope u odnosu na
monoklonska antitela u testu Cis biointernational, a
to bi konacno moglo uticati na izmeren rezultat, ako
se ima u vidu da i autoantitela u ispitivanim seru­
mima mogu sadrzati antiTPO At razlicitih epitop­
skih specificnosti [5].

Iako postoje velike razlike u apsolutnim vred­
nostima, kao i u relativnom odnosu izmerenih kon­
centracija antitela u odnosu na gornje granicne
vrednosti koje su deklarisali sami proizvodaci anal­
iziranih testova, kod 30 (iIi skoro 80%) ispitanika,
normalne iIi povecane koncentracije antiTPO At do­
bijene jednim, potvrdene su i drugim testom. To ne­
dvosmisleno govori da ce na osnovu takvog nalaza,
uz uvazavanje rezultata klinickog i ultrazvucnog
pregleda pacijenta, moci da se postavi dijagnoza
autoimune bolesti stitaste zlezde.

Podaci iz literature ilustruju da velika varijabil- I apsolutne i relativne koncentracije antiTPO At
nost koncentracija antiTPO At, koje su izmerene izmerene testovima Cis biointernational i Immuno-
razlicitim dijagnostickim testovima, onernogucava tech pokazuju statisticki signifikantan stepen kore-
poredenje izmerenih brojcanih vrednosti [16,19,23]. lacije. Medutirn, kod znacajnog procenta ispitanika
I nasi rezultati bi isli u prilog toj tvrdnji, sto prak- testom Cis biointernational detektuju se vrednosti u
ticno znaci da se apsolutne vrednosti (za istog iIi opsegu povisenih, a testom Immunotech koncen-
razlicite ispitanike) izmerene testom Cis biointerna- tracije autoantitela u opsegu granicnih vrednosti re-
tional ne mogu porediti sa vrednostima dobijenim ferentnih intervala preporucenih od proizvodaca.
testom Immunotech. Odredivanje koncentracije an- Pored toga, najveca koncentracija antitela pokazana
tiTPO At neophodno je sarno za potvrdu autoimune jednim, nije i najveca vrednost dobijena drugim
prirode bolesti stitaste zlezde, pre svega Hashi- testom. Ova cinjenica sugerise interpretaciju rezul-
mota tiroiditisa. Iako promene koncentracije an- tata u kontekstu celokupne klinicke slike, posebno
tiTPO At mogu da budu odraz aktivnosti bolesti, ako su oni na granici referentnih vrednosti.
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Summary

Introduction
Thyroid peroxidase-specific autoantibodies ([PO Abs) are
mostly measured in patients with autoimmune thyroid diseases.
The aim of this study was to compare TPO Ab concentrations
measured by two radioimmunoassays.
Material and methods
Our investigation included 38 patients. Sera concentrations of
TPO Abs were measured by using Cis biointernational
(France) and Immunotech (Czech Republic) assays.
Results
Concentrations obtained by two assays were extensively differ­
ent. The values measured by Cis biointernational assay were
higher than ones obtained by Immunotech assay. The statistical
arrangement of results showed the direct correlation between
the two assays, with the coefficient of agreement R=0.6239
(p<O.OOI). The analysis of relative values (ratio of measured
and upper limit values given by the manufacturer) demon­
strated the statistically significant difference (p=O.003) between
values measured by Cis biointernational (l8. 94±37. 22) and by

Immunotech assay (4.22±8.22) concerning the distinction be­
tween normal and raised concentrations of TPO Abs. The
agreement of results (enhanced or normal TPO Ab concentra­
tions in both tests) was shown in 30 sera samples (78.95%), but
in residual 8 sera (21.05%) normal TPO Ab concentrations
were obtained by Immunotech, and enchanced by Cis biointer­
national assay. There is no difference in capability of distinc­
tion between normal and pathological results between the two
tests (X =3.484, p>O.05). The highest concentration ofTPO Ab
measured by Cis biointernational assay was not the highest one
in Immunotech assay, which might be a reflection of diffirent
specificity ofantibodies used in two diagnostic tests.
Conclusion
TPO Ab concentrations obtained by Cis biointernational and
Immunotech assays are very different. In several sera samples,
normal concentrations ofTPO autoantibodies were obtained by
Immunotech assay and enhanced by Cis biointernational assay.
The highest value obtained by one is not the highest value
measured by another assay we used.
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